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Aminosiaure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode

L-Alanin Ala A
L-Arginin Arg R
L-Asparagin Asn N
L-Asparaginsiure Asp D
L-Cystein Cys C
Glycin Gly G
L-Glutamin Glu Q
L-Glutaminsdure Gln E
L-Histidin His H
L-Isoleuzin Ile I
L-Leuzin Leu L
L-Lysin Lys K
L-Methionin Met M
L-Phenylalanin Phe F
L-Prolin Pro P
L-Selenocystein Sec U
L-Serin Ser S
L-Threonin Thr T
L-Tryptophan Trp A\
L-Tyrosin Tyr Y

L-Valin Val A\
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Abkiirzungsverzeichnis

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-

A Adenin

A Absorption

Ac Acetyl-

AFM atomic force microscope, Rasterkraft-Mikroskop

ATR attenuated total reflection, abgeschwichte Totalreflexion
bp base pairs (Basenpaare)

Boc tert-Butoxycarbonyl-

BOP Benzotriazol-1-yloxytris(dimethylamino)phosphonium Hexafluorophosphat
Bzl Benzyl-

C Cytosin

CD Zirkulardichroismus

d Duplett

DNA Desoxyribonukleinsédure

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0Jundec-7-en

DC Diinnschicht-Chromatographie

DCC N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

DCM Dichlormethan

DIC N,N’-Diisopropylcarbodiimid

DIPEA  Diisopropylethylamin

DMAP  4-Dimethylaminopyridin

DMF Dimethylformamid

DMSO  Dimethylsulfoxid

DVB Divinylbenzol

EDC 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimidhydrochlorid
EDT Ethandithiol

EMSA  Electrophoretic Mobility Shift Assay(s), Gelretardationsexperimente
EPS Exopolysaccharid(e)

ESI Elektrospray-Ionisation

Et Ethyl

FCS Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie



G Guanin

HATU 1-[Bis(dimethylamino)methyliumyl]-1H-1,2,3-triazolo[4,5-b]pyridin-3-oxid
Hexafluorophospat

HBTU 1-[Bis(dimethylamino)methyliumyl]- 1 H-benzotriazol-3-oxid Hexafluorophospat

HFIP Hexafluorisopropanol

Hmb N-(2-Hydroxy-4-methoxybenzyl)

HMPT  Hexamethylphosphorsiduretriamid

HOAt 1-Hydroxy-7-aza-1H-benzotriazol

HOBt 1-Hydroxy-1H-benzotriazol

HPLC high performance liquid chromatography

HTH helix turn helix

IR Infrarot

k. kinetische Assoziationskonstante

Ka Assoziationskonstante (Gleichgewicht)
kq kinetische Dissoziationskonstante

Kp Dissoziationskonstante (Gleichgewicht)

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption Ionisation

Me Methyl-

mRNA  messenger Ribonukleinsédure

MS Massenspektroskopie

NMM 4-Methylmorpholin

NMP 1-Methyl-2-pyrrolidon

NMR nuclear magnetic resonance (magnetische Kernresonanz)

Nuc Nucleophil

O-HATU O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium Hexafluorophosphat
OR optische Rotation

ORD optical rotary dispersion

O-TBTU O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetramethyluronium Tetrafluoroborat

Pbf 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl-Schutzgruppe
PCR polymerase chain reaction (Polymerasekettenreaktion)
PE Petrolether

PEG Polyethylenglykol
Pip Piperidin
pSG permanente Schutzgruppe



PyBOB  Benzotriazol-1-yloxytripyrrolidinophosphonium Hexafluorophosphat

q quartér

Qxc Chinoxaloyl-

Rf Retentionsfaktor

RP reverse phase (Umkehrphasen)
RU response unit(s)

S Singulett

SA Streptavidin

SC Safety-Catch

SG Schutzgruppe

SPPS solid phase peptide synthesis (Festphasenpeptidsynthese)
SPR surface plasmon resonance (Oberflichenplasmonresonanz)
ssDNA  single-stranded Desoxyribonukleinsidure

T Thymin

t Triplett

TBAF Tetra-n-butylammoniumfluorid

TBTU 1-[Bis(dimethylamino)methyliumyl]-1H-benzotriazol-3-oxid Hexafluorophosphat
‘Bu tert-Butyl-

TFA Trifluoressigsidure

TFE Trifluorethanol

THF Tetrahydrofuran

TIPS Triisopropylsilan

TMP Collidin (2,4,6-Trimethylpyridin)

ToF Time of Flight
TR Totalreflexion
Tr Retentionszeit
Trt Trityl-

tSG temporire Schutzgruppe
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1. Einleitung

Proteine sind an nahezu allen zelluldren Prozessen beteiligt. Als Enzyme katalysieren sie
Reaktionen, sie bilden Strukturen in Zellen, Organen und Geweben, und nicht zuletzt
kontrollieren sie viele Prozesse im Organismus. Alle Proteine sind genetisch codiert und
ihre Biosynthese wird durch eine Vielzahl von Faktoren beeinflufit. Letztlich erfolgt die
Steuerung der Biosynthese von Proteinen iiber eine Kontrolle der Transkription der DNA
zur mRNA. Die Transkription wird {iber Transkriptionsfaktoren  positiv
(Transkriptionsaktivatoren) oder negativ (Transkriptionsinhibitoren) reguliert. Auch die
Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die mit der DNA interagieren. Diese
Wechselwirkungen miissen sehr spezifisch sein, da schlieBlich nur ein bestimmtes Gen zur
Expression einer bestimmten mRNA und damit zur Produktion eines bestimmten Proteins
aktiviert werden darf. Die Kontrolle der Biosynthese von Proteinen, die an pathologischen
Prozessen beteiligt sind, wiirde es ermoglichen, in diese Prozesse regulierend einzugreifen.
Es wire also sehr wiinschenswert, kiinstliche Transkriptionsfaktoren zu entwickeln, die
sequenzspezifisch an DNA binden. Zur Entwicklung therapeutisch einsetzbarer,
kiinstlicher Transkriptionsfaktoren muf} zunidchst einmal eine Moglichkeit gefunden
werden, Sequenzen auf der DNA spezifisch zu erkennen und daran zu binden. Um dies zu
erreichen, miissen die DNA-bindenden Epitope in den DNA-bindenden Peptiden oder
Proteinen bestimmt werden. AnschlieBend konnen in diesen Epitopen die
Wechselwirkungen der Transkriptionsfaktoren mit der DNA auf der Ebene der beteiligten
Aminosduren und Nukleotide untersucht werden. Die erhaltenen Ergebnisse konnten zur
Aufstellung von Regeln fiithren, die es ermoglichen wiirden, sequenzspezifisch an DNA
bindende Peptide zu synthetisieren. Zu diesem Zweck konnen Peptide mit der
Aminosduresequenz der an der DNA-Bindung beteiligten Bereiche eingesetzt werden. Dies
hat den Vorteil, da} die Peptide relativ einfach synthetisiert und chemisch werden konnen.
In dieser Arbeit wird die Synthese DNA-bindender Peptide als Komponenten
verschiedener Systeme und deren Charakterisierung sowie die Untersuchung ihrer
Interaktion mit DNA vorgestellt.

Durch epitope mapping soll das DNA-bindende Epitop des Transkriptionsaktivators ExpG
aus S. meliloti gefunden werden. Es werden kurze Peptide mit Abschnitten aus der
Primérstruktur des Proteins synthetisiert, und ihre Wechselwirkungen mit der
entsprechenden DNA untersucht. Hierdurch sollte es moglich sein, das DNA-bindende

Epitop aufzufinden. Dieser bottom-up Ansatz zur Aufklirung von DNA/Protein
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Wechselwirkungen konnte allgemein angewendet werden und die Untersuchungen von
Regulationssystemen der Proteinexpression vereinfachen.

Die Auswirkungen verschiedener Mutationen auf die Bindungseigenschaften eines Peptids
mit der Aminosduresequenz eines DNA-bindenden Epitopes aus einem
Transkriptionsaktivator werden beschrieben. Als Modellsystem dient PhoB aus E. coli, das
die Expression von nahezu 40 Genen unter Phosphatmangelbedingungen kontrolliert. Aus
NMR- und Rontgenstrukturanalyse sowie Mutationsexperimenten ist bekannt, iiber welche
Aminosdurereste es an die DNA bindet. Durch den Austausch der an der Bindung
beteiligten Aminosdurereste sollen deren Beitrige zur Bindung untersucht, und die
Bindung durch Mutation nicht an der Bindung beteiligter Reste verbessert werden.
Weiterhin soll die Synthese eines photoschaltbaren, DNA-bindenden Peptides durchgefiifrt
werde, das auf dem Bisinterkalator TANDEM beruht. Anhand dieser beiden Systeme soll
das Grundverstidndnis fiir die Vorginge bei der spezifischen Bindung von Peptiden an
DNA erhoht werden. Langfristig konnen diese Erkenntnisse zur Entwicklung von
Substanzen und letztlich sogar Medikamenten beitragen, die direkt in die Expression von
Genen eingreifen.

Der Schwerpunkt der Arbeit liegt in der Synthese der Peptide und der Untersuchung ihrer
Wechselwirkungen mit DNA im Molekiilensemble. Weiterhin werden die mittels
Oberflachenplasmonresonanz und CD-Spektroskopie im Molekiilensemble erhaltenen

Daten mit Einzelmolekiildaten aus der Atomkraftspektroskopie verglichen.
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2. Allgemeiner Teil

2.1 DNA-bindende Proteine

2.1.1 Allgemein

DNA-bindende Proteine spielen eine zentrale Rolle in allen Aspekten der genetischen
Aktivitdt innerhalb eines Organismus, sei es Transkription, Replikation oder Reparatur.
Aus diesem Grund ist es sehr wichtig zu untersuchen, welcher Art die Wechselwirkungen
der Komplexe zwischen Proteinen und DNA sind. In Prokaryonten codieren 2-3%, in
Eukaryonten 6-7% des Genoms DNA-bindende Proteine.'

Die DNA hat die Struktur einer rechtsgingigen, antiparallelen Doppelhelix. Im auflen
liegenden, negativ geladenen, hydrophilen Riickgrat dieser Doppelhelix wechseln sich
Desoxyribose und Phosphatgruppen ab. Die Pyrimidin- und Purinbasen sind innerhalb der
Doppelhelix dicht gestapelt, wobei ihre hydrophoben und annédhernd planaren
Ringstrukturen senkrecht zur Helixachse liegen. Jede Base des einen Stranges ist mit einer
komplementiren Base des anderen Stranges gepaart, Adenin mit Thymin iiber zwei
Wasserstoffbriicken, Guanin und Cytosin iiber drei. Die rdumliche Anordnung der Stringe
fiihrt zu einer groflen und einer kleinen Furche zwischen den Stringen. Die DNA tritt in
mehreren Strukturvarianten auf, die sich in der Anzahl der Basenpaare pro vollstindiger
Windung und dadurch in den Dimensionen unterscheiden. Unter physiologischen
Bedingungen ist die B-DNA die stabilste, mit 10,5 Basenpaaren auf 3,6 nm pro Windung,
0,34 nm Anstieg pro Basenpaar und einer Breite von 2 nm. Die A-DNA ist eine gestauchte
Form der B-DNA mit 11 Basenpaaren pro Windung und 0,23 nm Anstieg je Basenpaar.
Die Z-DNA weicht stirker von der B-DNA ab, ihre Form ist die einer linksgéngigen
Doppelhelix mit 12 Basenpaaren pro Windung und 0,38 nm Anstieg pro Basenpaar. Das
Riickgrat der Z-DNA ist Zick-Zack-formig, woher auch der Name riihrt.””) Die
unterschiedlichen Dimensionen fiihren zu unterschiedlichen Formen der Furchen. Die B-
DNA hat eine breite groBe Furche und eine enge kleine Furche dhnlicher Tiefe, wihrend
die A-DNA eine tiefe, enge groe Furche und eine breite, flachere kleine Furche besitzt.
Auch die Ausrichtung der Ebenen der Basenpaare ist unterschiedlich, in der B-DNA sind

sie senkrecht zur Helixachse angeordnet und liegen in der Mitte der Struktur, wéhrend sie
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in der A-DNA gekippt sind. Durch die unterschiedlichen Ausrichtungen werden in den

Furchen auch verschiedene Bereiche der Basenpaare pr'eisentiert.[3 ]

kleine Furch. -

Abb. 1: Modelle der DNA-Typen'

Die Aminosdurereste in den DNA-bindenden Proteinen und Peptiden konnen auf vier
verschiedene Arten mit der DNA in Wechselwirkung treten.”” Zwischen den positiv
geladenen Seitenketten von Arginin, Lysin und Histidin und den negativ geladenen
Phosphatgruppen konnen Salzbriicken gebildet werden, die die Bindung stabilisieren, aber
nicht zur Spezifitit der Bindung beitragen. Wasserstoffbriickenbindungen von Sauerstoff-
Substituenten aus den Phosphaten, Hydroxid-Gruppen aus den Zuckern oder den Basen mit
den Peptidbindungen oder hydrophilen Aminosdureseitenketten werden als entscheidend
fir die Ausrichtung der Proteine zur DNA und damit fiir die Spezifitit der Bindung
betrachtet. Hydrophobe van-der-Waals Wechselwirkungen zwischen unpolaren
Aminosdureseitenketten und der DNA tragen sowohl zur Stirke als auch zur Spezifitit der
Bindung bei.’”" Die aromatischen Seitenketten von Tryptophan, Tyrosin, Phenylalanin
und Histidin konnen zwischen die Basenpaare interkalieren und damit iiber =-7
Wechselwirkungen an der Bindung teilhaben. Die Bindungsaffinitit und -spezifitit wird
also durch die Kombination von elektrostatischen, entropischen, hydrophoben und van der

Waals-Wechselwirkungen, Wasserstoffbriickenbindungen und Interkalation ermdoglicht.
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Die groBe Furche der DNA ist die hauptsidchliche Erkennungsstelle, da sie aufgrund ihrer
Ausdehnung die Aufnahme einer o-Helix erlaubt und auch mehr Erkennungsstellen bietet
als die kleine Furche (Abb. 2), jedoch gibt es auch Proteine, die zur Erkennung die kleine
Furche verwenden.!"! Die Erkennungsstellen sind je nach Basenpaarung unterschiedlich,
so daB} jedes Basenpaar eine individuelle chemische ,,Signatur® hat, {iber die sie erkannt
werden kann.”! Die Erkennung erfolgt iiber eine Oberfliche am Protein, die chemisch
komplementir zu der der DNA in der Erkennungssequenz ist, wihrend die Stirke der
Bindung durch Salzbriicken zwischen den Phosphaten und positiven Seitenketten sowie
Wasserstoffbriicken zu den Phosphaten bestimmt wird.'”! Allerdings kann eine Mutation
aufBerhalb der Bindesequenz innerhalb der DNA die Eigenschaften der Bindung veridndern,
was auf Anderungen in der Flexibilitit oder der Konformation der DNA zuriickgefiihrt

wird.[®

kleine Furche kleine Furche
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Abb. 2: Mogliche Erkennungsstellen in der groBen und kleinen Furche der DNA bei den Basenpaaren.'®!

Bisher existiert noch kein definierter Code, welche Aminosiure in einem DNA-bindenden
Abschnitt an welche Base bindet, auch wenn dies bereits versucht wurde.'**1?! Es herrscht
jedoch Ubereinstimmung dariiber, daB die Spezifitiit eines Proteins fiir eine DNA-Sequenz
wohl nicht mit einem einfachen 1:1 Modell fiir Aminosdurereste und Basenpaare
beschrieben werden kann.'®'! Allerdings wurden in hochaufgeldsten Strukturen von
Protein/DNA Komplexen einige Priferenzen gefunden. Arginin und Lysin bevorzugen
sehr stark Guanin. Asparagin und Glutamin bevorzugen Adenin, wenn auch nicht so stark.
Serin und Histidin bevorzugen Guanin und saure Aminosiduren bevorzugen Cytosin.
Arginin kann jedoch auch an Adenin und Thymin binden. Phenylalanin und Prolin

bevorzugen Adenin und Thymin, Threonin bevorzugt Thymin (Abb. 3).!%!
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Abb. 3: Moglichkeiten zur Bildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Aminoséureresten an
Basenpaare.'®!

Eine Moglichkeit der Klassifizierung von Protein/DNA Komplexen besteht in der

Einteilung entsprechend der Struktur der DNA-bindenden Region in den Proteinen.!"'*!”
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Dies fiihrt zu 8 verschiedenen Gruppen von Strukturen, die insgesamt 54 Familien von
Proteinen enthalten. Die einzelnen Gruppen sind 1. helix-turn-helix Proteine
(einschlieBlich der winged helix-turn-helix Familie), 2. Zink-koordinierende Proteine, 3.
Zipper-Typ Proteine, 4. andere Proteine mit einer o-Helix als DNA-bindende
Struktureinheit, 5. P-Faltblatt, 6. f-Hairpin/Band, 7. Andere, 8. Enzyme. In der
Enzymgruppe werden alle Proteine zusammengefal3t, die enzymatische Aktivitit zeigen,
wenn sie an DNA gebunden sind. Diese Gruppe hat also keine einheitlich DNA-bindende
Struktur, sondern eine gemeinsame Funktion. Enzyme, die eine zu einer anderen Gruppe

gehdrende Struktur enthalten, sind dort eingeordnet.!"!

2.1.1.1 helix-turn-helix Proteine

Das helix-turn-helix Motiv kommt hdufig in Transkriptionsregulatoren und Enzymen in

141518211 B¢ pesteht klassischerweise aus ca. 20

Prokaryonten und Eukaryonten vor.
Aminosiureresten, die zwei durch einen S-Turn getrennte o-Helices enthalten, die nahezu
senkrecht zueinander angeordnet sind. In dieser Gruppe sind jedoch auch Proteine
enthalten, in denen der Abstand groBer ist als die 4 Aminosduren im S-Turn, solange die
rdumliche Anordnung der o-Helices erhalten bleibt. Diese werden zum Teil als helix-loop-
helix-Proteine bezeichnet, was jedoch zu Verwechslungen mit den in 2.1.1.3 als helix-loop-
helix-Motiv bezeichneten Proteinen des Zipper-Typs fithren kann.

Das Motiv bindet in der groen Furche der DNA, die zweite o-Helix, als “Recognition-
Helix“ bezeichnet, befindet sich in der Furche. Es finden direkte Bindungen zwischen den
Seitenketten der Aminosduren in der zweiten Helix und Nukleotidbasen der DNA statt,
teilweise erfolgt die Bindung auch mittels iiberbriickender Wassermolekiile und iiber
Atome im Peptidriickgrat. Weitere unterstiitzende Bindungen konnen vom DNA-Riickgrat
und von der ersten o-Helix ausgehen, die die grole Furche der DNA iiberbriickt.
AuBerdem konnen auch weiter von dem Bindungsmotiv entfernte Bereiche iiber Kontakte
zur DNA an der Bindung teilnehmen und dadurch zu weiterer Spezifitit beitragen. Haufig
ist das helix-turn-helix Motiv in einen hydrophoben Kern aus weiteren «-Helices

eingebettet. Das winged helix-turn-helix Motiv beinhaltet eine weitere o-Helix und ein

daran anschlieBendes B-Faltblatt, die weitere Kontakte mit der DNA eingehen. [
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Abb. 4: Struktur des Repressor-Proteins aus Phage A als Beispiel fiir ein Protein mit einem helix-turn-helix
Motiv (links) und des Hitze-Schock Transkriptionsfaktors aus K. lactis als Beispiel fiir ein Protein mit
winged helix-turn-helix Motiv (rechts).[”

2.1.1.2 Zink-koordinierende Proteine

Diese Proteine sind die grofte Gruppe von Transkriptionsfaktoren in eukaryotischen
Genomen, iiber 1000 verschiedene wurden identifiziert..'”?' Das DNA-Bindemotiv ist
charakterisiert durch die tetrahedrale Koordination von einem oder zwei Zinkionen durch
konservierte Cystein- oder Histidinreste.!"*'>*'! Auch in dieser Gruppe bindet eine a-Helix
in der groBen Furche, und eine zweite liegt senkrecht zur ersten o-Helix und bildet weitere
Kontakte mit der DNA aus. Die weite Verbreitung konnte daran liegen, daf} die
Metallionen eine grofe Stabilitit auch fiir kleine Doménen bieten, die keinen hydrophoben
Kern enthalten.””) Dieses Motiv wird auch in Domiinen gefunden, die fiir Protein-Protein

Wechselwirkungen verantwortlich sind."**!
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Abb. 5: Struktur des Retinolsidure-Rezeptors aus H. sapiens als Beispiel fiir ein Zink-koordinierendes
DNA-bindendes Protein."’

2.1.1.3 Proteine vom Zipper-Typ

Der Name dieser Gruppe stammt von der Art der Dimerisierung der Mitglieder dieser
Familie. Wie in einem Reillverschluf3 greifen hydrophobe Reste, die sich an jeder zweiten
Windung der o-Helix, aus dem das Protein besteht, befinden, ineinander. Die
DNA-Bindung erfolgt mittels der o-helicalen Bindedominen, die in entgegengesetzter

Richtung in der groBBen Furche der DNA binden.

Abb. 6: Struktur von GCN4 aus S. cerevisiae als Beispiel fiir einen Leuzin-Zipper (links) und von Srebp-IA
aus H. sapiens als Beispiel fiir ein Protein mit helix-loop-helix Motiv.!"

2.1.1.4 Andere o-helicale Proteine

Diese Gruppe enthilt sieben Familien, die alle a-Helices zur Bindung an DNA nutzen, auf

die jedoch im einzelnen hier nicht ndher eingegangen wird.
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2.1.1.5 B-Faltblatt Proteine

Die Proteine aus dieser Gruppe binden auch iiber P-Faltblitter an die DNA. Ein
zehnstringiges antiparalleles B-Faltblatt iiberspannt die kleine Furche der DNA, an jedem
Ende des Faltblattes befinden sich Phenylalaninreste, deren Seitenketten in die DNA

interkalieren.

Abb. 7: Struktur des TATA-Box bindenden Proteins aus S. cerevisiae als Beispiel fiir ein -Faltblatt
Protein.!"

2.1.1.6 fHairpin/Band-Proteine

Die Proteine aus den Familien in dieser Gruppe binden iiber kleine B-Faltblétter an die
DNA. Einzelne Striange binden je nach Familie entweder in der groen oder der kleinen
Furche der DNA. Tritt Bindung in der groBen Furche auf, erfolgen die Wechselwirkungen
zwischen den Aminosdureresten und den Nukleinsduren. Bei Bindung in der kleinen

Furche interkalieren Prolinreste zwischen den Basenpaaren.
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Abb. 8: Struktur des Met-Repressor Proteins aus E. coli als Beispiel fiir ein in der groen Furche bindendes
Protein aus der Gruppe der B-Hairpin/Band-Proteine (links) und von Sac7D aus S.acidocaldarius als Beispiel
fiir ein in der kleinen Furche bindendes Protein aus der Gruppe der B-Hairpin/Band-Protein (rechts).!"

2.1.1.7 Andere Proteine

Die Proteine aus den zwei Familien dieser Gruppe nutzen kein definiertes
Sekundirstrukturmotiv zur Bindung an DNA. Die Proteine dieser Gruppe binden als Dimer
an die DNA und umschlieBen diese, der entstehende Komplex ist entlang der Achse der
DNA symmetrisch. Die Rel Homologie Region ist eine konservierte Region in
Transkriptionsaktivatoren der Zellverteidigung und der Zelldifferentiation, bei der jede
Untereinheit zwei B-Sandwich-Dominen enthilt, deren Schleifen in der groBen Furche der
DNA binden. Die STAT-Familie enthélt Transkriptionsfaktoren, die Antworten auf
Zytokine und Wachstumsfaktoren vermitteln. Jede Protein-Untereinheit enthilt vier
Strukturdoménen, und das Dimer erinnert an eine Zange, bei der die DNA durchs Gelenk

geht.!"!

2.1.1.8 Enzyme

Die DNA-bindenden Motive der Mitglieder dieser Familie lassen sich nicht durch einfache
strukturelle Motive beschreiben, sie benutzen Kombinationen von o-Helices,
B-Faltblittern und von Schleifen zur Bindung. Viele Familien haben jedoch definierte
Dominen, eine DNA-bindende, eine katalytische, und gegebenenfalls eine zur
Dimerisierung. In der letztendlich entstehenden U-formigen Struktur bindet die DNA,
wobei die DNA-Struktur deformiert wird.**! Sequenz-spezifisch bindende Enzyme haben

typischerweise eine 4-10 Basenpaare lange Erkennungssequenz, und die Bindung ist viel
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spezifischer als bei Transkriptionsregulatoren, z.B. kann eine einzige Mutation in der

Erkennungssequenz die Bindungsaffinitit mehr als sechs Zehnerpotenzen abschwiichen.!"!

2.1.2 Modellsysteme

2.1.2.1 Kontrolle der Synthese von Exopolysacchariden

2.1.2.1.1 Allgemein

Das gram-negative bodenbewohnende Bakterium Sinorhizobium meliloti kann in
symbiotischer Interaktion mit Pflanzen der Gattungen Medicago, Melilotus und Trigonella
molekularen Stickstoff aus der Luft fixieren. Die Initiation dieser Symbiose ist ein hoch
spezifischer und sich komplex entfaltender ProzeB3, wihrenddessen beide Partner eine
gemeinsame Differentiation erfahren. Zu Beginn der Wechselwirkung induzieren aus der
Waurzel austretende Flavonoide die Produktion von Nod-Faktoren in den Bakterien, die die
Ausbildung von Knoten auf den Wurzeln auslosen.”?® Die Bakterien infizieren die
Knoten durch Infektionsfdden und kolonisieren das Zytoplasma der Pflanzenzellen. Sobald
sie in den Pflanzenzellen sind, differenzieren die Bakterien zu Stickstoff-fixierenden
Bakteroiden.'*”

Fiir die Infektion der Knoten sind Exopolysaccharide, EPS, entscheidend, die fiir die
Ausbildung der Infektionsfiden bendtigt werden.”**! S. meliloti kann zwei verschiedene
saure EPS synthetisieren, Succinoglycan, auch als EPS I bezeichnet, und Galactoglucan,
EPS II. Die Infektion der Wurzelknoten von Medicago sativa ist abhidngig von EPS I- und
EPS II-Formen mit geringem Molekulargewicht.?*>!

EPS I ist aus wiederholten Einheiten von sieben Glukosemolekiilen und einem
Galaktosemolekiil aufgebaut, die iiber B-1,4-, B-1,3- und B-1,6- glykosidische Bindungen
verkniipft sind. Die Zucker sind mit Acetat-, Pyruvat- und Succinylgruppen dekoriert. Der
exo Gencluster steuert die Biosynthese von EPS L EPS II besteht aus abwechselnden
Glukose- und Galaktoseuntereinheiten, die mit Acetyl- und Pyruvylgruppen dekoriert
sind.?* Dessen Biosynthese wird vom 30kb exp Gen-Cluster gesteuert, der 22 Gene in 4

Operons enthilt.">*! Beide Gencluster liegen auf dem zweiten Megaplasmid, pSymb,m]

getrennt von 200 kb.1!
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A B
B4 B-1,4 B1,4 B-1,3 a-13 B-1,3
—Gic—G?c—Glc—Gal Gic—GTI
pe16
Glc Ac Ac Pyr
p-16 |
Glc—(Suc)
p-1,3
Glc—(Suc)
B-13
Glc—Pyr

Abb. 9: Struktur der Exopolysaccharid-Untereinheiten aus S. meliloti. A) Succinoglycan (EPS I), die
Succinat-Dekoration kann entweder nur an einem oder an beiden Glukoseresten gleichzeitig erfolgen. B)
Galactoglucan (EPS II). Abkiirzungen: Glc, Glukoserest; Gal, Galaktoserest; Ac, Acetylgruppe; Pyr,
Pyruvylgruppe; Suc, Succinylgruppe®”!

Unter Standardbedingungen synthetisiert S. meliloti EPS I und nur geringe Spuren von

[30,37-39]

EPS II. Durch phosphatlimitierte Bedingungen und verschiedene Mutationen wird

die Biosynthese von EPS II gesteigert,""! bis es das EPS I ersetzt.”"**'**! Weitere Kopien

[35,36,37]

des regulierenden Gens expG im exp Gen-Cluster stimulieren die Transkription der

expA, expD und expE Operone.[36] Die gesteigerte Transkription dieser Operone unter
phosphatlimitierten Bedingungen benétigt expG, woraus zu folgern ist, dal ExpG als

Transkriptionsaktivator der exp Gen-Expression fungiert.**"]

EPS | EPS I

ExoX ———»

ExsB —»

ExoR ——» % « ExpG
Ex0S (ChvG) ——» <« ExpR
Chvl

Zuckervorstufen

Abb. 10: Regulation der Exopolysaccharid-Biosynthese in S. meliloti. Die mit einem (+) markierten Pfeile
weisen auf einen aktivierenden und die mit einem (-) markierten Pfeile auf einen reprimierenden
Regulationsmechanismus."!
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2.1.2.1.2 Der Transkriptionsaktivator ExpG

Wie bereits erwihnt ist ExpG, auch als MucS bezeichnet,[42]

ein Transkriptionsaktivator
der exp Gen-Expression. Es zeigt Homologien zu Transkriptionsaktivatoren der MarR-
Familie.”! Diese Regulatoren binden iiber ein helix-turn-helix Motiv an DNA,"** und
kontrollieren viele biologische Funktionen wie Expression von Resistenzen gegen
verschiedenen Antibiotika, Detergentien, oxidativien Agentien, organische Losungsmittel
und pathogene Faktoren.'**®! Die meisten der Mitglieder dieser Familie sind Repressoren,
nur wenige fungieren als Aktivatoren.!*”*"!

Die Homologie von ExpG zu den Regulatoren der MarR Familie impliziert, da ExpG fiir
die positive Regulation der exp Genexpression durch Bindung an die Promotor-Regionen
im exp Gen-Cluster verantwortlich ist®” Es konnte gezeigt werden, daB es
sequenzspezifisch an den exp Gencluster bindet,”” und daB eine palindrome Sequenz
innerhalb der expA Promotor-Region notwendig fiir diese Bindung ist."”"!

Die Aminosiduresequenz von ExpG ist bekannt (Abb. 11), es besteht aus 194
Aminosdureresten. Jedoch gibt es keine Strukturdaten des Proteins, und auch das

DNA-bindende Epitop ist noch nicht bestimmt.

10 20 30 40 50

MERGMNHRIL YPFADFGDTV AILPANETQR KGLDTPVDDR DGDDSLVTYF

60 70 80 90 100

ELARVMERAS RRFSGLLRAE LTKLGVEDIG PAQAMVLLAI GEAELSVGEL

110 120 130 140 150

LDRGHYVGSN ISYYLKQLAD GDYIDRIASQ RDKRSARIRL SEKGRQLCAG
160 170 180 1950 194

LROAAKGYER ALSHGDQDRR NLETAFQTLH RLELVWGNAA RYGI

Abb. 11: Aminosiuresequenz von S. meliloti ExpG

2.1.2.1.3 Der Transkriptionsaktivator PhoB

Das phosphate regulatory protein PhoB ist ein Signal-iibertragender Regulator, durch den

nahezu 40 Gene unter Phosphatmangelbedingungen in E. coli und dhnlichen Bakterien

[52]

aktiviert und reguliert werden,” ™ u. a. auch die Stickstoff-Fixierung in S. meliloti, wobei

beide zu ca. 50% sequenzhomolog sind (Abb. 12). Dies geschieht als Teil eines

Zweikomponenten-Signaltransduktionssystem, durch das Bakterien auf

[53]

Umweltbedingungen reagieren. Zweikomponenten-Signaltransduktionssysteme
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bestehen aus einem Rezeptor, der den Stimulus registriert und anschlieBend durch
,154 durch

aktivier seinerseits
Transkriptionsaktivierung die entsprechende Antwort auf den Umweltstimulus auslost. Die

Phosphorylierung einen Regulator der
Rezeptoren sind hdufig Histidin-Kinasen, die eine Phosphatgruppe von einen Histidinrest
auf einen konservierten Aspartatrest im Regulator iibertragen.[ss] Die Regulatoren sind
tiblicherweise Proteine mit zwei Doménen, einer N-terminalen, die phosphoryliert wird,
und einer C-terminalen, die an die DNA bindet.>®

PhoB ist ein Transkriptionsaktivator, der als Homodimer an die Phosphatbox in der

Promotorregion des Phosphatregulons pho bindet.”’”

Dies Regulon steuert die
Phosphataufnahme. Bei hoher Phosphatkonzentration ist das Regulon inhibiert, unter
phosphatlimitierten Bendingungen wird es aktiviert./*”

Die Aminosduresequenz von PhoB aus verschiedenen Bakterien ist bekannt (Abb. 13).

10 20 30 40 50
[S. meliloti] MLPKIAVVED EEALSVLLRY NLEAEGFEVD TILRGDEAEI RLQERLPDLL
[E. coli] MARRILVVED EAPIREMVCF VLEQNGFQPV EAEDYDSAVN QLNEPWPDLI
60 70 80 90 100
[S. meliloti] ILDWMLPGVS GIELCRRLRQ RPETERLPII MLTARGEESE RVRGLATGAD
[E. coli] LLDWMLPGGS GIQFIKHLKR ESMTRDIPVV MLTARGEEED RVRGLETGAD
110 120 130 140 150
[S. meliloti] DYVVKPFSTP ELMARVKAML RRAKPEVLST LLRCGDIELD RETHRVHRRS
[E. coli] DYITKPFSPK ELVARIKAVM RRISPMAVEE VIEMQGLSLD PTSHRVMAGE
160 170 180 190 200
[S. meliloti] REVRLGPTEF RLLEFLMSSP GRVFSRSQLL DGVWGHDIYV DERTVDVHVG
[E. coli] EPLEMGPTEF KLLHFFMTHP ERVYSREQLL NHVWGTINVYV EDRTVDVHIR
210 220
[S. meliloti] RLRKALNFSN MPDVIRTVRG AGYSLES 227
[E. coli] RLRKALEPGG HDRMVQTVRG TGYRFSTRF 229

Abb. 13: Sequenzvergleich der PhoB-Varianten aus S. meliloti und E. coli. Homologien zwischen dem E.

coli-Protein und dem S. meliloti-Protein sind gelb unterlegt. Die Helix o, die fiir die DNA-Bindung wichtig
ist, ist unterstrichen

Als Mitglied der OmpR-PhoB Familie erfolgt diese Bindung iiber ein winged helix-turn-
helix Motiv, bei dem zuséitzlich zum helix-turn-helix Motiv Kontakte zur DNA uber zwei
wings stattfinden, die an beiden Seiten an das helix-turn-helix Motiv anschlieBen.'®" Der
Turn ist jedoch etwas ldnger als iiblich, und wird deswegen als loop bezeichnet.!*”! Im
Gegensatz zu den meisten Mitgliedern dieser Familie hat PhoB jedoch nur einen wing. Die
Proteine liegen im Ruhezustand unphosphoryliert vor, ihre Struktur dndert sich durch die
Phosphorylierung so, daB die spezifische Bindung an die DNA erméglicht wird.">" In
Bacillus subtilis gibt es ein strukturell sehr dhnliches System, PhoP, bei dem die Bindung

an die DNA jedoch unabhiingig vom Phosphorylierungszustand ist.'®*!
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Die Struktur des Proteins wurde sowohl mittels NMR!®?! als auch Rontgenstrukturanalyse
aufgeklirt, (Abb. 14),[57’64] es existiert auch eine Rontgenstruktur vom Komplex mit DNA

(Abb. 15).°7

C-terminales 5 |
R-Falthiatt

Abb. 14: Réntgenstruktur von PhoB [E. coli] mit DNA (links)””' und NMR Struktur von PhoB(126-229) [E.
coli] — Ansicht entlang der Helixachse von o’. Die Seitenketten der basischen Aminosiuren der DNA-
bindenden Helix o sind gezeigt (rechts)®”!

Abb. 15: Rontgenstruktur der Tandem-Bindung zweier Molekiile PhoB an DNA der Sequenz
GAGCTGTCATAAAGTTGTCACGG
TCGACAGTATTTCAACAGTGCCCP”

Das Protein enthilt eine N-terminale Phosphorylierungsdoméne (Aminosiduren 1-127)66!
und eine C-terminale DNA-bindende Doméne (E. coli: Aminosduren 128-229, S. meliloti:

Aminosduren 128-227).[67] Aus Deletionsexperimenten ist bekannt, da3 PhoB [139-229] an
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DNA bindet und in doppelstringiger DNA die Sequenz TGTCA erkennt.'*”! Die Bindung
des phosphorylierten Homodimers erfolgt in der pho Box, die aus zwei Wiederholungen
der Sequenz CTGTCAT besteht, die durch eine AT-reiche Sequenz von 4bp Linge
getrennt sind.'®® Es konnen mehrere Promotorboxen vor der Sequenz des regulierten

Genproduktes liegen, beim pstS Promotor wurden vier Bindestellen gefunden, 2 TGTCA,
SITGTCA, “RTGTCS und “*TTACA. Diese liegen jeweils 11 bp voneinander entfernt,
was nahezu genau einer Windung in B-DNA entspricht.®”

Aus den NMR- und Rontgenstrukturanalysen ist die Topologie des Proteins bekannt,
B'-B%-p-B*-a'-p -0*-0’-BO-B’. Die Familie OmpR-PhoB ist charakterisiert durch ein
N-terminales vierstringiges B-Faltblatt (B'-p*-B>-p*), eine a-Helix ('), die durch eine
kurze B-Faltblatteinheit (B°) mit einer zweiten a-Helix (o) verbunden ist, gefolgt von
einer dritten o-Helix (o) und einem S-hairpin. Helix o, die DNA-Erkennungsregion, ist
eine amphiphile Helix. Zwischen o’ und o befindet sich ein rurn oder, im Falle von PhoB,
ein loop, als transactivation loop bezeichnet.'®” Der turn des S-hairpin (B°-turn-B’) wird
oft auch als recognition wing W1 (Abb. 14).1°!

Aufgrund der NMR- und Rontgenstruktur und aus Mutationsexperimenten ist bekannt,
welche Aminosduren wie an der Wechselwirkung des Homodimers mit der DNA beteiligt
sind.’"%2%7 Dag N-terminale Ende der Helix o' bindet an das Zucker/Phosphat Riickgrat
der DNA, Prol57 hat van der Waals-Kontakte zu C4, Thr158 bildet zwei
Wasserstoffbriickenbindungen mit der Phosphatgruppe von C4 aus, Thr158 Oy-C4 O1P
und Thr158 N-C4 O1P. Die Helix o liegt parallel zur DNA-Achse und iiberbriickt die
groBe  Furche. Die  beiden terminalen = Aminosdurereste  haben  iber
Wasserstoffbriickenbindungen Kontakt zur DNA, Argl76 zu TI13’ und Trpl84 zur
Phosphatgruppe von TS5, Argl76 Nn1-T13” O5’, Trp184 Nel-TS O1P. Der transactivation
loop bildet eine Wasserstoffbriickenbindung von Glul91 zur Phosphatgruppe von T7 aus,
Glu191 N-T7 O2P. Die DNA-bindende Helix o’ liegt senkrecht zur Achse der DNA in der
grofen Furche, und besitzt spezifische und unspezifische Kontakte zur DNA. Letztere
bestehen aus 5 Salzbriicken mit den Phosphatgruppen, His198 Ne2-G6 O2P, Arg200
Nn1-T16’ O2P, Arg203 Nn2-T14’ O1P und zwei zwischen Argl93 und T13’, Argl93
NN 1-T13” O2P und Argl93 Nm2-T13’O2P sowie aus zwei Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen Thr194 und der Phosphatgruppe von G6 sowie Arg200 und der Desoxyribose
von T16’, Thr194 Oy-G6 O2P und Arg200 Ne-T16° O2P. Die spezifischen

Wechselwirkungen beinhalten van der Waals-Kontakte von Thr194 Cy und beiden
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Methylgruppen von Vall97 mit T7. Diese verhindert die Bindung der DNA in
entgegengesetzter Richtung. Weitere spezifische Wechselwirkungen sind die zwei
Wasserstoffbriickenbindungen der Guanidiniumgruppe von Arg 201 C6 und N7 des G6.
Der C-terminale [-hairpin bildet zwei Wasserstoffbriickenbindungen aus, zwischen
Thr217 sowie Tyr223 und der Phosphatgruppe von T14’, Thr217 Oy-T14> O1P und
Tyr223 On-T14’ O2P. AuBerdem bildet Gly220 zwei Wasserstoffbriickenbindungen aus,
eine mit der Phosphatgruppe von T14’ und eine mit T13, Gly220 N-T14’ und Gly220
N-T13 O3’. Diese drei Bindungen verhindern, dall Arg219 in der kleinen Furche
Wechselwirkungen ausbilden kann, statt dessen bildet dieses eine
Wasserstoffbriickenbindung mit T13 aus, und trigt iiber Kontakte zu T13* und A13 zur
Spezifitit der Bindung bei, Arg219 Nn2-T13°04°, Arg219 Nn1-T13°02 und Arg219
Nn1-A13 N3. Bei dem Molekiil im Homodimer, das downstream sitzt, bleibt nur Arg219
NnN2-T13°04° erhalten, zwei andere Wasserstoffbriickenbindungen werden zusétzlich
ausgebildet, ein unspezifischer Kontakt zur Desoxyribose G3, und eine spezifische
Wechselwirkung mit T23’, Arg219 Nn2-G3 04’ und Arg219 Nm1-T23°02.°" Diese in

der Rontgenstruktur gefundenen Wechselwirkungen stimmen mit denen iiberein, die durch

67,69
).[ ]

Mutationsanalysen gefunden wurden (Abb. 16

Abb. 16: Bindung der Helix o’ in der groBen Furche der DNA mit Darstellung einiger der an der Bindung
beteiligten Reste (Arg, , , Glu, Thr)®"
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2.1.3 Interkalatoren

2.1.3.1 Allgemein

Interkalatoren binden an DNA durch FEinfiigen eines aromatischen 7-Systems zwischen
zwei Basenpaare. Die Bindung beruht auf dem Stapeln von 7t-Systemen und elektronischen
Dipol-Dipol Wechselwirkungen.”” Bei einfachen Interkalatoren erfolgt eine Sittigung der
DNA bei einem Verhiltnis von 2 Basenpaaren zu einem Interkalator, was zum neighbor
exclusion principle fiihrt, welches aussagt, dal Interkalatoren nur an jedes zweite
Basenpaar binden.'”’% Einfache Interkalatoren weisen keine Bindungspriferenz oder eine
leichte Priiferenz fiir GC Basenpaare auf.”

Bisinterkalatoren enthalten zwei interkalierende Strukturmotive, und zeigen grofBere DNA-
Bindungskonstanten, langsamere Dissoziationraten und groere Sequenzselektivitit als
einfache Interkalatoren.”’” Die die interkalierenden Einheiten verbindende Struktur kann

weitere Kontakte zur DNA ausbilden, wodurch die Selektivitit und Affinitit erhoht werden

kann.
2.1.3.2 Triostin A und TANDEM

Triostin A ist ein Mitglied der Familie der Chinoxalin-Antibiotika und wurde zuerst aus
Streptomyces  S-2-210 isoliert.*’*"®""1 Diese Familie umfaBit starre, bicyclische
Octadepsipeptide mit zwei Chinoxalin-Einheiten, die senkrecht zum starren
Octadepsipeptid und parallel zueinander im Abstand von 1,0 - 1.1 nm stehen,””®*!" und
zwel identischen Tetrapeptidsequenzen aus D-Serin, L-Alanin, N-Methyl-L-Cystein, N-

Methyl-L-Valin.

O R

\\p ﬁ

3K

Abb. 17: Struktur von Triostin A (R = Me, GC selektiv) und TANDEM (R = H, AT selektiv).
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Sie zeigen antimikrobielle, cytostatische und antivirale Aktivitdit und sind starke
Inhibitoren der RNA—Synthese.[82’83’84] Das cyclische Depsipeptid bindet in der kleinen
Furche der DNA und  bildet viele van der Waals-Kontakte und

Wasserstoffbriickenbindungen aus, wihrend die Chinoxalineinheiten bevorzugt an 5°-CG
[85-87]

Stellen interkalieren, wobei sie 2 Basenpaare liberspannen.

Abb. 18: [N-MeCys’, N-MeCys'] TANDEM im Komplex mit d(GATATC) entsprechend einer NMR-
Struktur‘[85,86,8g_90]

Die iiberspannten Basenpaare sind ca. 70-fach stabilisiert, die flankierenden Basenpaare
sind es nicht.”") Die DNA wird um ca. 40-50° aufgewunden, und die Linge der DNA
erhoht sich auf das Doppelte verglichen mit einer Monointerkalation. Die GC-Selektivitit
scheint hauptsichlich auf den Alanin-Guanin Wasserstoffbriicken zu beruhen, bei denen
die Amid-Protonen beider Alaninreste Wasserstoffbriicken mit dem N3 Stickstoff zweier
Guanine und deren Carbonyl-Sauerstoffe Wasserstoffbriickenbindungen mit den C2
Aminogruppen der Guanine ausbilden.””

TANDEM ist ein kiinstliches Analogon zu Triostin A, dessen Amid-Stickstoffe nicht

[93]

methyliert sind®! und das AT-Selektivitit aufweist.”***! Diese wird auf intermolekulare

Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Amid-Protonen beider Alaninreste und dem
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N3 Stickstoff des Adenin zuriickgefiihrt. Da die Amid-Protonen der Valinreste
Wasserstoffbriickenbindungen mit den Carbonyl-Sauerstoffen der Alaninreste ausbilden,
stehen letztere nicht zur Bindung an die DNA zur Verfiigung.”**®

Hier zeigt sich also deutlich, daf} ein verdndertes Wasserstoffbriickenbindungsmuster zu
einer veridnderten Selektivitit fiihrt.

Es wurden viele weitere Analoga synthetisiert, sowohl mit Anderungen an den
interkalierenden Einheiten als auch mit Anderungen am Octadepsipeptid.''**'*!

Ein synthetischer Zugang zu Triostin A und TANDEM beruht auf der Synthese der
Tetrapeptide, deren Kondensation, Ringschluf3, Oxidation der Sulfide zu Disulfidbriicke,

und letztendlich dem Einfiigen der Chinoxalin-Einheiten.!'**'%!
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2.2 Peptide

In lebenden Zellen vorkommende Polyamide aus Aminosduren werden als Peptide
bezeichnet, im engeren Sinne werden Oligomere mit weniger als 100 Aminosdureresten als
Peptide, groBere als Proteine bezeichnet. In ihnen sind die Aminosduren iiber eine
substituierte Amidbindung, die Peptidbindung, verkniipft. Die Bindung entsteht durch die
Kondensation der o-Aminogruppe der einen Aminosdure mit der o-Carboxygruppe der

Anderen (Abb. 19).

Peptidbindung

O R"
R OH
N
NH> O

Abb. 19: Uber eine Peptidbindung verkniipfte Aminosiuren

N-substituierte Sdureamidbindungen, wie in der Peptidbindung, sind stark resonanz-
stabilisiert. Die Peptidbindung erhalt durch Mesomerie partiellen
Doppelbindungscharakter, der sich im Abstand zwischen dem N- und dem C-Atom von
0.132 nm zeigt. Dieser liegt zwischen dem Abstand in der C=N-Doppelbindung mit
0.125nm und dem in der C-N-Einfachbindung von 0.147 nm. Der
Doppelbindungscharakter fiithrt dazu, daB die Peptidbindung relativ starr und die
Rotationsfihigkeit um die Peptidbindung eingeschrinkt ist, die Rotationsbarriere der
Peptidbindung betrdgt 105 kJ/mol. Die Peptidbindung kann als planar betrachtet werden,
obwohl hochaufgeloste Rontgenstrukturen gewisse Abweichungen von der Planaritét
zeigten."*®! Dieses Abweichung entsteht hauptsichlich durch Drehungen an der OC-N
Bindung und durch pyramidale Anordnung der Substituenten am Stickstoff oder am
Carbonyl-Kohlenstoff. Da in 48 a-Helices ein Durchschnittswert von 179 + 3° fiir den
Winkel der OC-N Bindung gefunden wurde, scheint die Annahme der Planaritit jedoch
gerechtfertigt.'’”! Peptide liegen im allgemeinen in der trans-Form vor, da diese 8 kJ/mol
stabiler als die cis-Form ist. Ausnahmen sind z.B. Peptidbindungen iiber N-disubstituierte

Aminosduren wie Prolin oder Hydroxyprolin, die zu ca. 6.5% in der cis-Form
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vorliegen.“og] Die hieraus resultierende Starrheit und Planaritit der Doppelbindung hat

groBen Einfluf} auf die definierte dreidimensionale Struktur der Peptide.

S
O 0 O O
N R
[
H N H |
Abb. 20: a) (links) Resonanzformen der Peptidbindung, b) (rechts) cis/trans-Isomerie der Peptidbindung

Natiirlich vorkommende Proteine und Peptide sind im allgemeinen aus 21, in seltenen
Fiéllen auch 22, unterschiedlichen Aminosduren aufgebaut, deren Sequenz durch die DNA
des zugehorigen Gens bestimmt wird. Deshalb werden diese Aminoséduren als genetisch
codierte Aminosduren bezeichnet. Diese proteinogenen Aminosduren sind, mit Ausnahme
des Glycins, C%substituiert und unterscheiden sich durch ihre Seitenkette. Die DNA-
codierten o-Aminosduren sind chiral und liegen als L-Isomere vor, nur das Glycin mit 2
Wasserstoffsubstituenten am o-C-Atom ist achiral. In der Natur finden sich jedoch auch
Peptide, die andere Aminosduren enthalten. Diese konnen z.B. D-Aminosiduren oder [3-
Aminosduren (v.a. B-Alanin) sein. Eine weitere Klasse von natiirlich vorkommenden, nicht
genetisch codierten Aminosauren sind o,0-dialkylierte Aminosduren. Diese tragen anstelle
eines H-Atoms und einer Seitenkette am «-C-Atom zwei Alkylreste (z.B.

oc—Aminoisobuttersiiure).[109]

"N cooH H2N><COOH

B-Alanin o-Aminobuttersidure
B-Ala Aib
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2.3 Peptidsynthese

2.3.1 Einfiihrung

Um zwei unterschiedliche Aminosduren oder Peptidfragmente in definierter Weise mit
einer Amidbindung zu verkniipfen, muf} dafiir gesorgt werden, dall eine Komponente eine
freie Carboxylgruppe und die andere eine freie Aminogruppe besitzt. Zur Bildung der
Peptidbindung muf} die freie Carboxylgruppe modifiziert bzw. aktiviert werden, um die
Reaktion thermodynamisch zu begiinstigen. Diese Aktivierung erfolgt mit einer
elektronenziehenden =~ Abgangsgruppe, die die  positive  Partialladung  am
Carbonylkohlenstoff erhoht, dessen Reaktivitit gegeniiber nucleophilen Aminogruppen
dadurch ansteigt. Anschlieend erfolgt die Reaktion mit der freien Aminogruppe des
anderen Fragments.

Um Mehrfachkupplungen und Reaktionen mit den Seitenketten zu verhindern, werden
diese mit Schutzgruppen maskiert. Hierbei werden zwei verschiedene Arten von
Schutzgruppen unterschieden. Permanente Schutzgruppen maskieren die Seitenketten und
gegebenenfalls den C-Terminus des Peptids bei Losungssynthesen und Kupplung der
ersten Aminosdure iiber die Seitenkette ans Harz bei Festphasensynthesen. Temporire
Schutzgruppen blockieren die Aminogruppe der aktivierten Aminosdure, damit keine
Mehrfachkupplungen erfolgen konnen. Temporire und permanente Schutzgruppen miissen
orthogonal zueinander sein, es muf3 also moglich sein, sie unabhidngig voneinander
abzuspalten.''"!

Die chemische Synthese von Peptiden beruht auf der wiederholten Verkniipfung von
Aminosduren iiber Peptidbindungen. Dies kann entweder komplett in Losung erfolgen oder

an einer festen Phase (Solid Phase Peptide Synthesis, SPPS).[””



2. Allgemeiner Teil 25

o) o) O Ry
H HoN R H )\
. + _ M Kupplungsreaktion .
SG \HJ\OH ? ﬁ)ko ——— SG %H COOR '_
R2 R~| R2 Entschitzen
SG : Schutzgruppe
B8 2,
Peptild mit P ~ N upplungsreaktion H N
gonerer <= SG H)ﬁ( T)LH COOR =25 72 %H COOR
O R § Ro
SG” OH
Rs

Abb. 21: Prinzip der Peptidsynthese

2.3.2 Losungssynthese

Diese Synthese erfolgt in homogener Phase. Die vollgeschiitzten Zwischenprodukte
miissen nach jedem Reaktionsschritt gereinigt werden. Hierbei wirkt sich die nachlassende
Loslichkeit der Peptide mit wachsender Linge negativ aus, wodurch dieses Verfahren auf

die Synthese gut 16slicher Peptidderivate beschréinkt ist.

2.3.3 Festphasensynthese

Die Festphasensynthese wurde 1963 von Merrifield in die Peptidsynthese eingefiihrt.!''?!
1984 wurde er fiir seine Arbeit mit dem Nobelpreis ausgezeichnet. Die am Stickstoff
tempordr geschiitzte Aminosidure wird iiber eine reversibel spaltbare Ankergruppierung
(Linker) an einen unloslichen Trédger gebunden. Als Triger fungieren meist als Harz
bezeichnete Polystyrole. Nach Abspalten der tempordren Schutzgruppe wird die nédchste
Aminosdure gekuppelt. Das Harz wird nach jedem Reaktionsschritt gewaschen, um
entstandene Nebenprodukte und Hilfsreagenzien zu entfernen. Diese Reaktionsfolge wird
solange wiederholt, bis die gewiinschte Peptidsequenz fertiggestellt ist. Nun wird das
Peptid vom Harz abgespalten und die permanenten Schutzgruppen entfernt. Das erhaltene
Produkt wird aufgereinigt und charakterisiert. Der Vorteil der Festphasensynthese ist, daf}
die Reagenzien in groBem Uberschuf eingesetzen werden konnen, wodurch eine praktisch
vollstandige Umsetzung bei kurzen Reaktionszeiten erreicht wird. Es ist moglich, die
tiberschiissigen Reagenzien und die bei der Reaktion entstandenen Nebenprodukte durch
Filtrieren und ausgiebiges Waschen des Harzes zu entfernen. Hierin liegt jedoch auch ein
Nachteil der Festphasenpeptidsynthese, da die Reagenzien und Nebenprodukte 16slich sein

miissen, um sie wieder entfernen zu konnen. Die gesamte Synthese kann automatisiert
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werden. Hierzu wird der Tréiger auf einem Filter vorgelegt und alle weiteren Reagenzien
konnen computergesteuert hinzugefiigt werden. Jede Teilreaktion sollte quantitativ
verlaufen, da die Gesamtausbeute von der Ausbeute jedes einzelnen Schrittes abhidngig ist.
Verlduft jede Anbindung einer Aminosidure mit 99.8 % Ausbeute, erreicht man bei 100
Aminosduren eine Gesamtausbeute von 82 %. Ein Enzym schafft dies mit 100 % in nur 5
Sekunden, wihrend der Syntheseautomat unter idealen Bedingungen 4 Tage bendtigt.
Nebenreaktionen, die auftreten konnen, sind z.B. Abspaltung von permanenten
Schutzgruppen und Folgereaktionen der entschiitzten funktionellen Gruppen. Verlduft die
Umsetzung mit einer Aminosdure nicht vollstindig, kommt es zur Bildung von Rumpf-
und Fehlsequenzen, die sich unter Umstidnden nur sehr schwer vom gewiinschten Produkt
trennen lassen. Zur Vorbeugung kann eine irreversible Blockierung nicht umgesetzter
Aminogruppen durch Acetylierung mit Essigsdureanhydrid erfolgen (Capping). Dies

schrinkt das Auftreten von Deletionspeptiden ein und erleichtert die spétere Aufreinigung.
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Abb. 22: Prinzip der Festphasenpeptidsynthese
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2.3.4 Kupplungsreagenzien

Die Aktivierung der Carboxylgruppe kann mit einer Reihe verschiedener Methoden
geschehen. Aktivierungsreagenzien sollten allgemein anwendbar und einfach zu
handhaben (auch in Syntheseautomaten) sein, sollten schnell hohe Ausbeuten liefern, keine
Razemisierung wihrend der Reaktion hervorrufen und es sollten keine Nebenreaktionen
auftreten.

In der klassischen Peptidsynthese nach Fischer werden zur Aktivierung der
Carboxylfunktion Sdurechloride verwendet.!'"”! Wie viele klassische Methoden spielt die
Saurehalogenid-Methoden nur noch eine untergeordnete Rolle, erlebte im letzten Jahr aber
eine Renaissance bei speziellen Syntheseproblemen, die nicht mit den heute iiblichen
Kupplungsreagenzien zu losen sind. Wihrend in der klassischen Peptidsynthese das zuvor
synthetisierte aktivierte Aminosdurederivat eingesetzt wird, erfolgt die Aktivierung der
Aminosdure mit Kupplungsreagenzien in Anwesenheit der Aminokomponente, das
aktivierte Derivat wird also erst in situ erzeugt.

Die ersten eingefiihrten Kupplungsreagenzien sind Carbodiimide (Abb.: 23 A)."'* Aus
theoretischer Sicht ist eine Grundvoraussetzungen fiir Kupplungsreagenzien, ndmlich
inertes Verhalten gegeniiber priméren und sekunddren Aminen, nicht erfiillt, da sie mit
ihnen zu Guanidinium-Derivaten reagieren konnen. Diese Nebenreaktion ist aber unter den
Bedingungen der Peptidsynthese sehr langsam gegeniiber der schnellen Addition der
Carboxylgruppe (B) und kann daher nicht mit der Saureaktivierung konkurrieren. Die
wichtigsten Reagenzien zur Aktivierung mit Carbodiimide sind
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC),!"¥ und N,N’-Diisopropylcarbodiimid (DIC).1'*!
Da die Entfernung der als Nebenprodukte entstehenden Harnstoffderivate (F) mitunter
Probleme bereitet, werden hidufig Carbodiimide eingesetzt, deren Harnstoffderivate durch
Extraktion mit waBriger Sdure abgetrennt werden konnen. Ein Beispiel hierfiir ist das
1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC),!"'® dessen Einsatz-
moglichkeit in wilriger Losung ein weiterer Vorteil ist.

Auch die Razemisierung bzw. Epimerisierung!''”! an C* iiber die Oxazolonbildung, die bei
N-Acyl-, aber nicht bei Urethan-geschiitzten Aminosduren auftritt, sowie die
basenkatalysierte intramolekulare Acylgruppenwanderung von O-Acyl- (C) zum
N-Acyl-Isoharnstoffderivat (I), die zum Abbruch der Reaktion fiihrt, sind problematisch.

t[118]

Diese Nebenreaktion kann durch Zusatz von HOB oder dessen Aza-Analogon
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HOA{H!™! (G) als Additiv zur Reaktionsmischung (Kbnig—Geiger—Protokoll[118])

unterdriickt werden.
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Abb. 23: Mechanismus der Peptidbindung durch Carbodiimide

Durch die Bildung symmetrischer Anhydride (J) entsteht ein alternativer Syntheseweg.
Die symmetrischen Anhydride entstethen durch die Addition eines weiteren
Sduredquivalents (B) an das O-Acyl-Isoharnstoffderivat (C). Das gebildete Anhydrid
reagiert mit der Aminofunktion (D) weiter zum Peptid (E). Hierbei wird die Bildung des
N-Acyl-Nebenprodukts (I) unterdriickt. Aus diesem Grund setzt man oft einen zweifachen
UberschuB an Siureedukt hinzu und das Carbodiimid dient nur der Voraktivierung zur

Bildung des Anhydrids, bevor die Mischung mit der Aminkomponente versetzt wird.
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Durch Zusatz von HOBt und HOAt wird ein Aktivester (H) gebildet, der mit zwei
N-Acyl-Tautomeren im Gleichgewicht steht, bei denen die Acylgruppe mit jeweils einem
der anderen Stickstoffe der Triazol-Einheit verbunden ist. Der strukturelle Beweis fiir die
Existenz des 2-N-Acyl-Derivates steht jedoch noch aus.'*” Die O-Acyl-Varianten sind
deutlich reaktiver als die N—Acyl—Tautomere.[m]

Bei racemisierungsanfilligen Kupplungen ist der Einsatz von HOAt vorzuziehen, da es die
Racemisierung im Vergleich zu HOBt deutlich stirker unterdriickt."'® Ein Grund fiir die
hohere Effizienz von HOAt liegt im Nachbargruppeneffekt des 7-Aza-Stickstoffatoms und
der Ausbildung eines siebengliedrigen cyclischen Ubergangszustandes (K)."2 Im
Gegensatz dazu wird beim HOBt ein weniger effektiver sechsgliedriger Ubergangszustand

(L) unter Einbeziehung des N-Atoms der 2-Position der Triazolgruppe diskutiert.!'*

Abb. 24: Ubergangszustinde der Guanidiniumsalze

Additive wie HOBt und HOAt iiberfithren bei Kupplungsreaktionen die iiberaktivierten
Zwischenprodukte bei der Carbodiimidmethode in die weniger reaktiven Aktivester. Mit
den Guanidinium- und Phosphoniumsalzen bilden sie Bestandteile einer eigenen Klasse
von Kupplungsreagenzien, die zu den am hiufigsten benutzten Kupplungsreagenzien
gehoren. Verwendet werden vor allem die Guanidiniumsalze TBTU,[m] HBTU,“ZS] sowie

das Aza-analoge HATU"?®! und die Phosphoniumsalze BOP''*"! und PyBOP.""**,

x©
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Y = CH;X=BF4:TBTU R=PP[N(CHg)sl. :BOP
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Y =N; X=PFg :TBTU y

Abb. 25: Als Kupplungsreagenzien verwendete Guanidinium- und Phosphoniumsalze.
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Der Einsatz von BOP wird zunehmend geringer, da als Nebenprodukt das toxische und
kanzerogene Hexamethylphosphorsiduretriamid (HMPT) bildet, was bei PyBOP nicht der
Fall ist. In Gegenwart einer tertidaren Base wie z.B. Diisopropylethylamin (DIPEA) oder
Collidin (TMP) sind die Guanidinium- und Phosphoniumsalze in der Lage, die
N-geschiitzte Carboxylkomponente vollstindig in den Aktivester (N) umzuwandeln (Abb.
26:).“26] Es entsteht eine Zwischenspezies (M), die durch eine intramolekulare
Acylgruppenwanderung in den Aktivester iiberfithrt wird. Die Vorteile der Guanidinium-
und Phosphoniumsalze sind die geringere Toxizitit, die einfache Handhabbarkeit, die hohe

Reaktionsgeschwindigkeit und die sehr geringe Neigung der Aktivester zur Racemisierung.

R
o o~
X @N %N O O
Ly R*[I O
°0 f\)&_ N MezN NM62
MeN NMe2 MezN NMe, N

Abb. 26: Mechanismus der Aminosiureaktivierung mit Guanidiniumsalzen

Mittlerweile sind in Analogie zu den Phosphoniumderivaten PyBOP und BOP auch die
Uroniumverbindungen O-TBTU und O-HATU synthetisch zugénglich. Sie unterscheiden
sich von den Guanidinium-Verbindungen durch die Lage des C'(NMe,),-Substituenten,
der sich bei diesen ,,echten* Uroniumverbindungen, wie urspriinglich auch fiir HATU und
TBTU postuliert, am 1-Oxy-Substituenten befindet.'*”! Diese Reagenzien haben eine noch
deutlich gesteigerte Reaktivitit, die sich moglicherweise aus der Lage des oben be-
schriebenen Gleichgewichts der HOBt-Acyl-Derivate ergibt. Bei den Guanidiniumsalzen
existieren im Gleichgewicht deutliche Mengen der N-Acyl-Tautomere, wéhrend bei den
Uroniumsalzen bei Verwendung von Collidin als tertidrer Base nahezu ausschlielich die
wesentlich reaktiveren O-Aktivester nachweisbar sind. Bei der Verwendung von DIPEA
verlagert sich das Gleichgewicht allerdings zu N-Acyl-Derivaten und die Reaktivitit

nimmt deutlich ab."'*”!

2.3.5 Schutzgruppen

Um die Carboxylgruppe und die Aminogruppe zu schiitzen, stehen eine Vielzahl
verschiedener Schutzgruppen zur Verfiigung deren wichtigster Unterschied die Methode

der Abspaltung nach der Reaktion ist. In der Regel werden Sdurefunktionen als Ester und
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Aminogruppen als Urethanderivate geschiitzt. Die Aminoschutzgruppe wird nach der
Bildung der Peptidbindung entfernt, damit die nédchste Aminosdure mit geschiitzter
Aminogruppe angefiigt werden kann. Sie ist deshalb eine temporire Schutzgruppe. Die
Schutzgruppe am Carboxylterminus des zu synthetisierenden Peptids ist eine permanente
Schutzgruppe. Sie bleibt solange am Peptid, bis alle Aminosdurereste angefiigt worden
sind.

Permanente Schutzgruppen miissen trotz wiederholter Abspaltung der temporidren
Schutzgruppen am Peptid verbleiben und mit milden Methoden vom Peptid entfernt
werden konnen. Tempordre Aminoschutzgruppen miissen leicht abspaltbar sein, das
benachbarte chirale Zentrum vor Racemisierung schiitzen, den zwitterionischen Charakter
der Aminosduren zerstoren und die Loslichkeit des Eduktes wihrend der Kupplung
erhohen.

Wichtig ist, dall temporire und permanente Schutzgruppen in einem Peptid sich entweder
orthogonal zueinander verhalten, oder zumindest abgestufte Siurelabilitit aufweisen, da
bei der Abspaltung der tempordren Schutzgruppe die permanente Schutzgruppe nicht
abgespalten werden darf. Auch sollte die Racemisierung der aktivierten Aminosduren
weitgehend ausgeschlossen sein.

In der Praxis wird meist entweder nach tert-Butoxycarbonyl- / Benzyl-Schutzgruppen-
strategie (Boc / Bzl) oder nach der 9-Fluorenylmethoxycarbonyl- / tert-Butyl-Schutz-
gruppenstrategie (Fmoc / ‘Bu) gearbeitet.

2.3.5.1 Boc / Bzl-Schutzgruppenstrategie

Die Boc / Bzl-Schutzgruppenstrategie basiert auf der unterschiedlichen Saurelabilitit der
tempordren und der permanenten Schutzgruppen. Als temporire Schutzgruppe wird die
Boc-Schutzgruppe verwendet, die mit 20 — 50 % TFA spaltbar ist. Die Seitenketten werden
mit Gruppen vom Benzyltyp geschiitzt, die unter den Abspaltbedingungen der temporéren
Schutzgruppen stabil sind. Aufgrund der hoheren Siurestabilitit erfolgt die Abpaltung der
permanenten Schutzgruppen erst am Ende der Peptidsynthese durch eine starke Saure, z.B.
wasserfreies HF, gleichzeitig mit der Abspaltung des Peptids vom Harz. Ein Nachteil
dieser Strategie ist der Umgang mit starken Sduren, ein weiterer die Tatsache, daB} sich der
Aufbau eines Peptids mit labilen Bindungen, wie Asp-Pro und Asp-Aib schlecht realisieren
1aBt. Auch die Synthese geschiitzter Peptide gestaltet sich schwierig. Ein Vorteil ist jedoch

die Moglichkeit der Synthese von Peptiden, die zur Ausbildung von B-Faltblattstrukturen
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neigen, da diese durch die wiederholte Azidolyse immer wieder aufgebrochen werden und

somit die Reaktion nicht negativ beeinflulen kdnnen.
2.3.5.2 Fmoc / ‘Bu-Schutzgruppenstrategie

Diese Strategie beruht auf der Orthogonalitit der Schutzgruppen. Als temporire
Schutzgruppe  wird die  basenlabile  9-Fluorenylmethoxycarbonyl-Schutzgruppe
(Fmoc)[130’131] eingesetzt, die von sekundidren Aminen wie Piperidin und 1,8-
Diazabicyclo[S.4.0]undec—7—en[132] (DBU) abgespalten wird. Als permanente
Schutzgruppen werden fiir viele Seitenkettenfunktionalitidten sdurelabile Schutzgruppen
vom fert-Butyl-Typ, aber zum Beispiel auch die 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-
5-sulfonyl-Schutzgruppe (Pbf) fiir Arginin eingesetzt (Abb. 27)."**' Je nach
Syntheseproblem kann noch auf eine Vielzahl weiterer Schutzgruppe zuriickgegriffen
werden. Es sind Aminosdurederivate verfiigbar, deren Seitenkettenschutzgruppen unter
Pd(0)-Katalyse, mit Hydrazin, Thiolen, Fluoriden oder auch durch Enzyme abgespalten

werden konnen.
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Abb. 27: Die Pbf-Schutzgruppe an der Guanidinogruppe eines Arginins

Die Fmoc-Schutzgruppe erlaubt die Bestimmung des Umsatzes einer Kupplung, da bei der
Abspaltung mit 20 % Piperidin Dibenzofulven entsteht, das von Piperidin abgefangen
wird. Das entstandene Dibenzofulven-Addukt kann als gutes Chromophor

UV-spektroskopisch detektiert werden.
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Abb. 28: Abspaltung der Fmoc-Gruppe und Bildung des Dibenzofulven-Piperidin-Adduktes
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Bei der Abspaltung der permanenten Schutzgruppen unter sauren Bedingungen werden
hiufig Scavenger wie Triisopropylsilan (TIPS) oder Ethandithiol (EDT) zugesetzt, die
reaktive Carbokationen abfangen und mogliche Nebenreaktionen so verhindern.!**"*” Die
Bildung von B-Faltblattstrukturen kann durch Zusatz strukturbrechender Losungsmittel wie
DMSO, Trifluorethanol (TFE), Hexafluorisopropanol (HFIP) verhindert werden 138139

Der Einbau von Pseudoprolindipeptidderivaten ist eine weitere Maoglichkeit, die
Aggregation und Assoziation der Peptidkette zu verhindern."'**'*!! Diese werden bei der
Abspaltung der permanenten Schutzgruppen mittels TFA in Threonin- oder Serinreste
umgewandelt. Auch der Einsatz von Aminosdurederivaten, die neben der Fmoc-Gruppe
z.B. noch einen o-Amino-Hmb-Schutz als Riickgrat-Amid-Schutz tragen verhindert

Aggregationen und Assoziationen der Peptidkette.' 4"

2.3.6 Harze fiir die Festphasensynthese

Die in der Festphasensynthese verwendeten Harze miissen einige Eigenschaften besitzen,
um in der Synthese Anwendung zu finden. Sie miissen unter allen verwendeten
Reaktionsbedingungen chemisch inert sein, diirfen sich nicht in den verwendeten
Losungsmitteln 16sen und miissen leicht filtrierbar sein. Es haben sich verschiedene
polymere Triger etabliert, in erster Linie mit 1-2% Divinylbenzol (DVB) quervernetztes
Polystyrol, aber auch Tentagel und Cellulose. Die verwendeten Polymere miissen eine
hohe Quellbarkeit in den benutzten Losungsmitteln haben. Mit 1-2% DVB quervernetztes
Polystyrol quillt in Dichlormethan (DCM) um das 5-fache, in DMF um das 3,5-fache und
in Methanol um den Faktor 0,95.

Der wichtigere Teil des Harzes ist allerdings der Linker, iiber den das Peptid an das Harz
gebunden ist. Es stehen viele verschiedene Linker zur Verfiigung, die sich durch
unterschiedliche Abspaltbedingungen fiir die Peptide unterscheiden. Die Saurestabilitét
146t sich z.B. bei Benzyl-Typ-Linkern durch elektronenliefernde Substituenten verringern,
durch die das als Intermediat auftretende Benzyl-Kation zusitzlich stabilisiert wird, so daf}
die Abspaltung bereits unter schwach sauren Bedingungen durchgefiihrt werden kann.

Von Merrifield"*®! wurde chlormethyliertes, quervernetztes Polystyrol (Merrifield-Harz)
eingefiihrt. Heute wird je nach verwendeten temporiren Schutzgruppen meist das Wang-
Harz verwendet, ein mit 1% DVB quervernetztes Polystyrol, an das ein sdurelabiler p-
Hydroxybenzyl-Linker gebunden ist.147! Héufig wird auch z.B. das sehr siurelabile 2-

Chlor—Trityl—Harz[MS] (Barlos-Harz) oder ein Safety-catch-Harz eingesetzt. Weiterhin seien
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noch der Hycram-Linker, der unter Pd(0)-Katalyse gespalten wir

d,[149] und die Existenz

photolabiler Linker erwihnt, die durch Licht bestimmter Wellenlingen gespalten

werden 170152
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2.3.6.1 Safety-catch-Harze

Bei Safety-catch-Harzen sind die Linker, mit denen die Peptide an das Polymer gebunden
werden, unter den Reaktionsbedingungen der Peptidsynthese stabil und miissen vor der
Abspaltung des Peptids aktiviert werden. Die Aktivierung kann auf verschiedenste Art
geschehen. So kann z. B. die Carbonylgruppe durch den negativen induktiven Effekt
(-I-Effekt) einer Nachbargruppe aktiviert werden. Hierzu muf3 diese Nachbargruppe nach
der Peptidsynthese mit einem Reagenz umgesetzt werden, das durch die Reaktion den
elektronenziehenden Effekt der Nachbargruppe erhoht.!>*!

An das 4-Sulfamylbutyryl-Harz ist die erste Aminosdure als N-Acylsulfonamid
gebunden.“SS] N-Acylsulfonamide sind sowohl unter basischen als auch stark nucleophilen
Reaktionsbedingungen stabil.

Um das Peptid nach der Reaktion vom Harz abzuspalten, wird das N-Acylsulfonamid erst
mittels lodacetonitril zum N-Cyanomethyl-Derivat umgesetzt. Dieses kann dann mit

Nucleophilen unter milden Reaktionsbedingungen abgespalten werden. Im Falle eines

N-Nucleophils entstehen das Sdureamid aus dem Peptid und dem Nucleophil.
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Abb. 29: SPPS mit 4-Sulfamyl-butyryl-Harz

Weitere Moglichkeiten der Abspaltung sind z. B. Aktivierung durch den mesomeren Effekt
(-M-Effekt) einer der Carbonylgruppe benachbarten X-Y=Z-Einheit. Dies erfolgt
beispielsweise durch Abspaltung von Wasser zum Enolester (X = O, Y = CH, Z = C) mit
anschlieBender Freisetzung des Peptids durch ein Amin.">® Da die Abspaltung des

Wassers mit TFA erfolgt, wird die Verwendung sdurelabiler Schutzgruppen
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ausgeschlossen. Auch photochemische Abspaltung des Zielmolekiils nach Oxidation,*”

oder enzymatische Aktivierung mit anschlieBender intramolekularer Umlagerung und

Abspaltung sind méglich (Abb. 30).19%1]
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Enzymatische Aktivierung mit anschlieBender intramolekularer Umlagerung

oMme X= 0O, NH, NR

Zielmolekil—X
Zielmolekil—X.__OMe
HE@\/ Penicillin G
{ MN Acylase
NM o)
lo
H2N ° @
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Abb. 30: Weitere Moglichkeiten zur Abspaltung des Zielmolekiils vom Harz
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2.4 Photoschaltbare Peptide

2.4.1 Einleitung

Die Konformation eines Peptides oder Proteins ist entscheidend fiir die Wechselwirkung
mit seinem Bindungspartner. Auf welche Art auch immer die Bindung stattfindet, sei es
elektrostatisch, iiber Wasserstoffbriickenbindungen oder durch Interkalation, wenn die
daran beteiligten Atome nicht an der fiir einen Kontakt notwendigen Position sind, kann
eine  Wechselwirkung nicht in der iiblichen Weise stattfinden. Wenn man die
Konformation von au3en beeinflussen konnte, wire es also moglich, die Bindungsfahigkeit
ein- und auszuschalten.

Eine mogliche Art, die Konformation zu verdndern, wire der Einbau eines
photoschaltbaren Strukturelementes, das durch Licht bestimmter Wellenldngen zwischen
zwel definierten Zustdnden hin- und hergeschaltet werden kann. Weitere Moglichkeiten
wiren z.B. Schaltung durch Anderungen im pH-Wert oder Anderungen in den

Konzentrationen von Salzen im Medium.

2.4.2 Photoschalter

Licht bietet viele Vorteile als Mittel der Manipulation an Systemen, da es durch moderne

Laser sehr eng rdumlich und zeitlich begrenzt angewendet werden kann, und es keine

[160]

Riickstinde im System hinterldBt. Das am hiufigsten verwendete System ist

Azobenzol, das in den vergangen Jahrzehnten in einer groen Anzahl photoschaltbarer

Systeme eingesetzt wurde. Hier wird zwischen dem cis- und dem trans-Isomer hin und her

[161] [162]

und Proteinen wurde

[165]

geschaltet. Neben verschiedenen Anwendungen bei Peptiden

es auch in auch Polymere,"'®'*" fliissig-kristalline Polymere und Cyclodextrine

eingebaut.[léé] Die Anwendung bei Peptiden kann entweder im Peptidriickgrat, sowohl bei

[1 [160,168-175]

671 als auch bei cyclischen und bicyclischen Peptiden oder auch als

[176-191]

linearen,

funktionelle Gruppe in der Seitenkette erfolgen, wobei auch ein schaltbarer

cyclischer Abschnitt im Peptid entstehen kann.!'**"%"
Neben Azobenzol kann auch ein Spiropyran-Derivat eingesetzt werden, das zwischen der
geschlossenen, neutralen Spiro-Form und der gedffneten, zwitterionischen Merocyanin-

Form hin und her geschaltet werden kann."'®"'**1%%! Sowohl vom Azobenzol als auch vom
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Spiropyran existieren verschiedene Derivate, die vor allem verbesserte Loslichkeit in
wilrigen Systemen haben.!'?7-1%¥!

Eine weitere Moglichkeit ist die direkte Photomodulierung des Peptidriickgrates. Dies
gelingt durch die Verwendung einer Thioxopeptidbindung. Dies ist ein isosterer Ersatz der
Peptidbindung der sich zwischen der cis- und der frans-Form hin und her schalten
148t.112°U Die weiteren Eigenschaften des Biomolekiils dndern sich kaum, im Gegensatz

zu den vorgenannten Systemen.

360 nm

450 nm

Dunkelheit

270 nm

Tageslicht
O NO, 500-550 nm

N
R
H Yaa
Xaa N 20 Xaa ll\l
\n/ “Yaa 2o nm, 310 nm \ﬂ/ "H
S S

Abb. 31: Verschiedene Photoschalter: Azobenzol (oben), Spiropyran (mitte), Thioxopeptidbindung (unten)

2.4.3 Azobenzol

Azobenzolderivate haben viele positive Eigenschaften, die sie zu den am héufigsten
eingesetzten Photoschaltern machen. Besonders die hohe Photostabilitit, die hohe
Quantenausbeute und die sehr schnelle nahezu vollstindige, reversible Schaltung zwischen
den Isomeren,™™ die in 1 ps von cis nach frans und in 10 ps von frans nach cis

203207 \yobei signifikante Anderungen in der Geometrie und Polaritit auftreten,

erfolgt,
zeichnen dieses System aus.'® Die thermische Riickschaltung ist langsam, dauert iiber
200h,[16” und fiihrt zu 100% zum trans-Isomer.!'’+?0%208] je nachdem, in welches

Peptidsystem der Photoschalter eingebaut ist, werden nach Bestrahlung 70-90 % des cis-
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Isomers erhalten.'"®” Aus diesem Grund sollte in der inaktiven Form das frans-Isomer des

Molekiils vorhanden sein.

. 9A 6A
N@ 360 nm, 10 ps
@NI 450 nm, 1 ps
N=N

Abb. 32: Photoschaltung von Azobenzol!'**"!

Beispielsweise kann durch einen Ringschluf3 mittels einer Azobenzoleinheit zwischen den
Seitenketten von Aminosduren innerhalb einer o-Helix diese entweder stabilisiert oder
destabilisiert werden, je nachdem in welchem Abstand die iiberbriickten Aminoséduren sich

in der o-Helix befinden (Abb. 33).1'%
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Abb. 33: Destabilisierung einer oi-Helix durch Isomerisierung von trans nach cis bei einem Abstand von 11
Aminosdureresten zwischen den tiberbriickten Seitenketten (links). Stabilisierung einer o-Helix durch
Isomerisierung von cis nach trans bei einem Abstand von 4 Aminosdureresten zwischen den iiberbriickten
Seitenketten (rechts)'*

Werden zwei basische Binderegionen eines bZIP-Proteins iiber eine Azobenzoleinheit
verbunden, kann die Photoschaltung von frans nach cis in Gegenwart von DNA
stattfinden, ist dann jedoch ca. 8x langsamer als in Abwesenheit von DNA. Dies wird mit
einer Stabilisation des trans-Isomers erklirt, die durch unspezifische, elektrostatische
Wechselwirkungen mit der DNA erreicht werden soll. Die Riickschaltung von cis nach

trans scheint nicht moglich zu sein(Abb. 34).1%"!
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Abb. 34: Uber einen Photoschalter verbundene DNA-bindende bZip-Domiinen.!'¢”*'%
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2.5 Oberflachenplasmonresonanz

2.5.1 Einleitung

Die Bestimmung der Bindungskonstanten fiir spezifische Bindung von Proteinen oder
Peptiden an DNA ist nicht trivial. Zur qualitativen und/oder quantitativen Bestimmung
dieser Affinititen konnen u. a. Mikrokalorimetrie, Kraftspektroskopie, optische Pinzetten,
Fluoreszenzkorrelationsspektroskopie (FCS), oder Oberflichenplasmonresonanz (SPR),
herangezogen werden. Daneben gibt es einer Vielzahl anderer, biochemischer Methoden
wie z. B. EMSA oder Footprinting.[21 ' Die Kraftspektroskopie und die optischen Pinzetten
arbeiten jeweils nur mit einem einzelnen Molekiil, wihrend in der Mikrokalorimetrie und
bei der Oberflichenplasmonresonanz ein Molekiilensemble zur Bestimmung der
Bindungskonstanten eingesetzt wird.

Die Oberflichenplasmonresonanz verlangt keine Markierung der zu untersuchenden
Bindungspartner, weshalb sie eine sehr populidre Analysemethode geworden ist, um
qualitative ~ und  quantitative  Untersuchungen  reversibler, = makromolekularer
Wechselwirkungen biologischer Systeme durchzufiihren. Hierzu wird ein Bindungspartner,
als Ligand bezeichnet, auf der Sensoroberfliche immobilisiert, und die Wechselwirkung
mit einem in einer Losung iiber die Sensoroberfliche geleiteten zweiten Bindungspartner,
dem sogenannten Analyten, in Echtzeit untersucht.

Vorteile sind der sehr geringe Substanzbedarf, da biologische Makromolekiile oft nur in
kleinen Mengen erhiltlich sind, und die geringe Anforderung an die Reinheit eines der
Bindungspartner.

Mit der Oberflachenplasmonresonanz konnen Affinitdten im Bereich von mM bis pM
bestimmt werden. Die Oberflichenplasmonresonanz ist mittlerweile der Standard, um

Wechselwirkungen von Biomolekiilen in Echtzeit zu untersuchen.'*'

2.5.2 Physik der Oberflichenplasmonresonanz

Das Phinomen der Oberflichenplasmonresonanz wurde bereits 1912 beschrieben.*"!

Wird ein Metallgitter mit in der Einfallsebene polarisiertem Licht senkrecht zum Gitter
bestrahlt, ist im reflektierten Licht eine scharfe Linie zu beobachten, die ihre Lage mit dem

Einfallswinkel dndert. Das Phinomen wurde erst in den frithen 40er Jahren des
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20. Jahrhunderts als Anregung elektromagnetischer Oberflichenwellen an der Metall-Luft-
Grenzfliche erklirt,”'* und 1960 wurde der Begriff Oberflichenplasmonresonanz fiir das
Phinomen eingefiihrt.”’” Ende der 1970er wurden die Moglichkeiten der

[216]

Charakterisierung von diinnen Schichten und der Verfolgung von Prozessen auf

Metalloberfléichen erkannt.'*!”! Im Jahr 1983 wurden dann erste Biosensoren auf Grundlage
der Oberfldchenplasmonresonanz entwickelt.[?!#21!

Die Plasmabeschreibung der Maxwell-Theorie liefert den theoretischen Hintergrund fiir
die Oberflachenplasmonresonanz. Die Maxwell-Theorie beschreibt freie Elektronen in
Metallen als Elektronenfliissigkeit hoher Dichte, als Plasma. Ladungsdichtefluktuationen
auf der Oberfliche der Plasmen werden als Oberflichenplasmonen bezeichnet.”*”! Dies
sind Wellen oszillierender Oberflachenladungsdichte, die iiber die Metalloberfldche
wandern.”?!! An diinnen Metallschichten konnen die Oberflichenplasmonen durch
reflektierte Photonen oder Elektronen, die die Metalloberfliche passieren, unter
Resonanzbedingung angeregt werden. Im Folgenden wird die photonische Anregung
beschrieben. Plasmonen konnen nur an Grenzflichen von Medien mit
Dielektrizititskonstanten unterschiedlicher Vorzeichen photonisch angeregt werden, z. B.
Metall<>Dielektrikum.*****! Hierbei muB eine Resonanzkopplung zwischen Licht und
freien Metallelektronen erfolgen. Die Auswahl des Metalls ist entscheidend, da sich die
Elektronen entsprechend des freien Elektronen-Modells verhalten miissen.'”**! Geeignete
Metalle sind z. B. Silber, Gold, Kupfer und Aluminium, wovon Silber aufgrund des
schmalen SPR-Resonanzpeaks und Gold aufgrund der Stabilitdt am haufigsten genutzt
werden.*”! Eine direkte Anregung der Oberflichenplasmonwelle an einer planaren Metall-
Dielektrikum-Grenzfliche ist von der Seite des Dielektrikums nicht moglich, weil der
Impuls der Oberflichenplasmonwelle immer grofler ist als der Impuls des Lichtes im
Dielektrikum.”?®! Eine Moglichkeit zur Anregung bietet der Effekt der abgeschwiichten
Totalreflexion oder attenuated total reflection, ATR. Dieser Effekt wird bei der Technik
der Prismen-Koppler genutzt, auf der auch die Biosensoren des in dieser Arbeit
verwendeten Biacore® 3000 beruhen. Diese Art von Biosensoren nutzt die Totalreflexion
von Licht an der Grenzschicht zwischen einem mit einer diinnen Metallschicht bedampften

Glasprisma und der Probenldsung (Schichtdicke d < Wellenlidnge A).[22722
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Abb. 35: Aufbau eines SPR-Biosensors mit Prismen-Koppler
TR: Totalreflektion, ny,s: Brechungsindex der Losung in der
Umgebung der Sensoroberflidche, I(z): Intensitit des
evaneszenten Feldes im Abstand z zur Sensoroberfliche!>”

Die Resonanz-Anregung der Plasmonen an der duBleren Grenzschicht der Metallschicht
erfolgt durch eine evaneszente elektromagnetische Welle. Diese wird durch das einfallende
Licht unter Totalreflektion am Glasprisma generiert, und erzeugt oberfldchliche
Ladungsdichtewellen, also Oberflichenplasmone, die parallel zur Grenzschicht verlaufen.
Das Phianomen der Totalreflektion tritt auf, wenn Licht durch ein optisch dichtes Medium
auf eine Grenzschicht zu einem Medium mit geringerer optischer Dichte trifft. Hierbei
durchdringt ein Teil des Lichtes, die evaneszente Welle bzw. das evaneszente Feld, die
Oberfliche in das Medium mit geringerer optischer Dichte bis auf eine Eindringtiefe von
einer Wellenlinge."! Dabei fillt die Amplitude des elektromagnetischen Feldes der
Oberflachenplasmone exponentiell mit dem Abstand senkrecht zur Oberfldche ab. Sie
reicht wenige Hundert Nanometer in das angrenzende Medium des Sensors, wobei die
Anregung auch innerhalb der Metallschicht erfolgt. Die Verteilung des
elektromagnetischen Feldes der Oberflichenplasmone ist dabei sehr asymmetrisch,

90-95% des Feldes sind im Dielektrikum konzentriert.
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Abb. 36: simulierte Kurve des evaneszenten Feldes als Funktion des
Abstandes von der Prisma-Metall-Grenzschicht*?

Die Anregung der Plasmonen kann nur unter einem definierten Einfallswinkel, dem
Resonanzwinkel, erfolgen. Zur Anregung der Plasmone muf} der Wellenvektor des Lichts
bzw. der Impuls des Photons, der in der Ebene der Metalloberfliche auf den Wellenvektor
der Plasmone trifft, den gleichen Betrag und die gleiche Richtung bei gleicher Frequenz
haben. Wenn beide Wellen miteinander wechselwirken, kommt es durch Resonanz zum
Energietransfer. Dieser Effekt wird als Oberflichenplasmonresonanz oder surface plasmon
resonance, SPR, bezeichnet. Die Resonanzkopplung verursacht einen Energieverlust des
reflektierten Lichtes. Bei variierendem Einfallswinkel fiihrt die Resonanzkopplung zu
einem scharfen Minimum der Lichtintensitit des reflektierten Lichtes bei Einstrahlung im
Resonanzwinkel, dieses Signal wird primir in einem SPR-Spektrum aufgenommen.”!
Der Resonanzwinkel ist direkt vom Brechungsindex bzw. der Dielektrizititskonstante der
Probe in der evaneszenten Welle oberhalb der Sensoroberfliche abhingig. Der lokale
Brechungsindex wird von Adsorptions- und Desorptionsprozessen an der Sensoroberflidche
verdndert, was zu einer Verschiebung des Resonanzwinkels fiihrt. Dieser ist in guter
Nihrung bis zu einer Beladung von ca. 50 ng/mm? proportional zur Konzentration der
Makromolekiile auf der Sensoroberfliche.****¥ Die Eindringtiefe der evaneszenten Welle
und ihre Amplitude nimmt exponentiell mit dem Abstand zur Grenzschicht ab (Abb. 37).

Aus diesem Grund ist sie nur fiir die Metall-Dielektrikum-Grenzschicht sensitiv und

Wechselwirkungen mit dariiber liegenden Molekiilen der angrenzenden Losung spielen
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keine Rolle.

[220]

Bei der Oberflichenplasmonresonanz wird also die Anderung des

Brechungsindices in der Nihe der Oberfliche des Sensors an dem die Liganden

immobilisiert sin

d [236]
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Abb. 37: Theoretisches SPR-Spektrum an der Grenzfliche Prisma-Silber-Wasser mit dem
Intensitdtsminimum bei O=Ogesonan,- Anregungswellenldnge 632 nm, Ag-Schichtdicke 60 nm, ¥:

Einfallswinkel, Ogesonanz: RESONanzwinke

1[232]

Die evaneszente Welle wird auch von anderen Biosensoren genutzt, z. B. Resonanz-

Spiegel-

Sensoren oder Gitter-Koppler.

Von einer Beschreibung dieser wird hier

abgesehen, sie besitzen aber eine geringer Empfindlichkeit als die im Biacore® 3000

verwendeten Prismenkoppler. Eine genauere Beschreibung dieser Methoden liefert die

Literatur.

[222,226]
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2.5.3 Anwendung der Oberflichenplasmonresonanz

2.5.3.1 Einleitung

Urspriinglich war die Anwendung von SPR als Gassensor und als Biosensor
vorgesehen.[218’237]

Mittlerweile sind die Anwendungsbereiche der SPR sehr umfangreich und es werden
immer noch weitere Anwendungsgebiete erschlossen.”®! Es wurden u. a. die optischen

Eigenschaften von Metallfilmen,[239] deren Schichtdicken,[240] Schichtdicke und

dielektrische Eigenschaften von organischen Schichten auf Metalloberflichen, !
Protein-Adsorption an Biomaterialien auf der Metallschicht, ¢
Polymerschichten'”’2°"! und die Adsorption von Gasmolekiilen untersucht.?*? Die

Anwendungen als Biosensor sind noch viel umfangreicher.[263'265] Es konnen sowohl
qualitative als auch quantitative Wechselwirkungen aller moglichen Biomolekiile
untereinander untersucht werden. Biosensor-Analysen gestatten schnell und ohne groflen
Materialeinsatz Aussagen zu einer Vielzahl biochemisch wichtiger Fragen, wie etwa:

1. Bindet ein Biomolekiil an einen zweiten vorgegebenen Partner?

2. Gibt es Bindungspartner und wo sind sie lokalisiert - im Rohextrakt, Uberstand

oder Serum?
3. Wie hoch ist die Affinitit zwischen den Molekiilen?
4. Welcher Kinetik folgt die Bindung (Komplexbildung und Stabilitét)?

Die beiden am héufigsten untersuchten Wechselwirkungen sind die zwischen Antigenen

(266-2701 ¢ wie zwischen Rezeptor und Liganden.[271'275] Weiterhin wurden

[276,277]

und Antikorpern

auch die Wechselwirkungen zwischen Proteinen und Nukleinsduren, kleinen

[279]

Molekiilen®”® und anderen Proteinen sowie die von Nukleinsduren mit kleinen

Molekiilen?®”! oder zwischen Zellen.!*®!! Weitere neue, anwendungsorientierte Gebiete

sind Nahrungsmittelsanalysen, Proteomics und Immunogenizitit.”®*  Qualitative

Anwendungen liegen im Bereich der Beobachtung der Aufreinigung von Proben,”*’!

[284] [285]

epitope mapping, ligand fishing und um Leitstrukturen kleiner organischer

Molekiile zu bestimmen.”® Quantitative Messungen erlauben u. a. die Bestimmung von
k., kqund KD[287’288] und der aktiven Konzentration von Molekiilen.*®! Thermodynamische
Informationen konnen durch Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten und

[290]

Reaktionsraten bei verschiedenen Temperaturen erhalten werden. Mit prizise
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durchgefiihrten Messungen konnen auch die Bindungsstochiometrie und der
Interaktionsmechanismus bestimmt werden.”®”! Untersuchungen an DNA wurden in

verschiedenen Systemen durchgefiihrt, u. a. Systemen mit einer 1:1 Stochiometrie,”!!

[292-305] \y obei dies in

sowie mit homo- und heteropolyvalent bindender DNA und Liganden,
hohem Malle zum molekularen Verstindnis der DNA-Protein Wechselwirkungen
beigetragen hat %% Selbst ligandeninduzierte Konformationsinderungen von
Rezeptoren konnen mittels SPR untersucht werden, da die Anderung des
hydrodynamischen Radius zu einem verdnderten Brechungsindex an der Grenzfliache

Losung/Metallschicht fiihrt.?'%3!!

2.5.3.2 Immobilisierung

Um Oberflachenplasmonresonanz zur Aufkldrung von Wechselwirkungen zwischen
Bindungspartnern einzusetzen, muf} einer der Bindungspartner auf der Oberfliche des
Biosensors immobilisiert werden. Der andere Bindungspartner wird dann bei der Messung
in einer Losung iiber die Oberfliche des Biosensors geleitet, und die Bindung in Echtzeit
beobachtet.

Die Bindungspartner benotigen kein Labelling mittels Radioaktivitit oder eines
Chromophors, allerdings kann der Biosensor als makroskopisches Label betrachtet werden.
Die Immobilisierung fiithrt zu einer Einschrinkung der Beweglichkeit des an der
Sensoroberfliche befestigten Bindungspartners, wodurch das System nur noch
2-dimensional ist. Dies imitiert jedoch die biologische Situation in vielen Fillen, z. B.
Ligand-Rezeptorwechselwirkungen bei membrangebundenen Rezeptoren.”'*! Fiir solche
Systeme wurde gute Ubereinstimmungen der Daten mit denen aus der isothermen Titration
gefunden.!”®13313] Bei der Untersuchung der Wechselwirkung von human replication
protein A, RPA, und ssDNA, einem System, dessen Bindungspartner in der Natur frei
beweglich sind, ergab sich jedoch ein bei FCS 20-25 hoher Wert fir die
Gleichgewichtskonstante als bei SPR. Hieraus ergibt sich auch ein Unterschied in AG,
wihrend AH bei beiden Methoden innerhalb der MeBgenauigkeit identisch ist. Der
Unterschied diirfte auf verschiedene Reaktionsentropien bei beiden Methoden
zuriickzufiihren sein. Im dreidimensionalen System der FCS ist die Reaktion entropisch
weniger bevorzugt als bei der Reaktion an der Oberfliche in der SPR.*'®

Die Immobilisierung erfolgt je nach Oberflidche des Biosensorchips iiber unterschiedliche

Methoden. Urspriinglich wurde ein Bindungspartner direkt auf der Goldoberfliche
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immobilisiert. Alternativ dazu ist auf der Goldschicht eine carboxy-methylierte
Dextranschicht verﬁigbar,B”] die ein flexibles, hydrophiles Gel bildet. An diese wird
mittels unterschiedlicher Linker einer der Bindungspartner kovalent oder nicht-kovalent
befestigt. Die gelartige Struktur ermdglicht eine hohe Bindungskapazitit, was aufgrund der
grofleren Effektivitit des evaneszenten Feldes zu einem Anstieg des SPR-Signals fiihrt.
AuBerdem neigt diese Oberflache zu geringeren unspezifischen Oberfldchensignalen und
ermdglicht den Bindungspartnern einen besseren Zugang zueinander.”'®*'! Die
vielfiltigen Moglichkeiten zur Derivatisierung der Dextranmatrix erlauben es, die Bindung
iiber ein breites Spektrum an funktionellen Gruppen zu kniipfen, z.B. -NH,, -SH, -CHO,
-OH, -COOH. Die Immobilisierung erfolgt dann z.B. iiber ein Variante des Wiinsch-
Weygand-Protokolls,??***") bei der die Carboxylgruppen der Dextranmatrix mittels
N-Hydroxysuccinimid und  1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethyl-carbodiimid, = EDC,
aktiviert werden und anschlieBend mit den Aminogruppen der zu immobilisierenden
Molekiile reagieren. Die Effektivitit der Immobilisierung wird durch die elektrostatische
Anziehung der Molekiile zur negativ geladenen Matrix beeinflu3t. Aus diesem Grund muf}
bei Proteinen in Puffern gearbeitet werden, deren pH-Wert unterhalb des pl-Wertes des

Proteins liegt’ [318,322]

[323]

allerdings kann das Protein in ungiinstigem Puffermilieu

denaturieren. Auch konnen durch diese Bindungsmethode verschiedene Sub-

populationen unterschiedlicher Affinitit entstehen, wenn die Immobilisierung an

verschiedenen Aminogruppen stattfindet, also an verschiedenen Lysin-Seitenketten.***!

Diese Nachteile fiihrten zur Entwicklung spezifischerer Methoden wie des Thiol/Sulfid-

Austausches oder der Aldehyd-Kupplung."****! Immobilisierungen konnen auch iiber

[327,328]

spezifische Antikorper, die einen der Bindungspartner hochaffin binden, und eine

Vielzahl weiterer Methoden erfolgen. Eine Moglichkeit ist die Chelatbindung von

[329]

Oligohistidin-Tags {iiber Nickel-Komplexe, weiterhin die Verankerung von mit

[330,331]

Lipidankern versehenen Molekiilen in Lipidschichten und die direkte Einbettung

von Membranproteinen in membrandhnlichen Doppelschichten.mz]

Zur Untersuchung von Wechselwirkungen mit DNA eignet sich besonders ein mit
Streptavidin beschichteter Chip, an den die biotinylierte DNA nicht-kovalent gebunden
wird.?**%332 Hierbei wird die hohe Affinitit der Streptavidin-Biotin-Wechselwirkung
ausgenutzt. Diese Methode der Immobilisierung fithrt jedoch unter Umstinden zu nicht
reproduzierbaren Ergebnissen.***! Eine weitere Moglichkeit ist die kovalente Kupplung an

[334]

eine Dextranmatrix, wobei unter Umstidnden ein Detergenz hinzugefiigt werden muf,



2. Allgemeiner Teil 50

um die AbstoBung zwischen DNA und der Dextranmatrix zu verringern.”*' Bei dieser

Methode zur Immobilisierung ist die Reproduzierbarkeit der Messungen besser. ¥

2.5.3.3 Massentransfereffekte und weitere Probleme

Massentransfereffekte treten auf, wenn die Bindungsgeschwindigkeit des Analyten in der
Losung an den immobilisierten Liganden hoher ist als die Diffusion des Analyten zur
Oberfliche. Der Effekt kann also als das Nicht-Aufrechterhalten der
Ausgangskonzentration der mobilen Spezies auf der Sensoroberfliche in der Umgebung
der Bindungsstellen wihrend des Bindungsprozesses beschrieben werden. Dies fiihrt zu
einem Konzentrationsgradienten innerhalb der Flulzelle wihrend der Assoziationsphase,
da die immobilisierten Bindungstellen um eine limitierte Menge Analyten konkurrieren,
wodurch eine lokal verringerte Konzentration des Analyten hervorgerufen wird, die durch
die Transportrate limitiert ist.*****") Aus diesem Grund ist die Konzentration weder
rdaumlich noch zeitlich einheitlich, und kann deswegen nicht mit einem einfachen
bimolekularen Reaktionsmodell beschrieben werden.**® Wihrend der Dissoziationsphase
fillt die Konzentration des Analyten nicht sofort auf 0, was zur Riickbindung an nicht
besetzte Bindungsstellen fiihrt, wenn die Dissoziationsrate hoher ist als die Transportrate.
Dies dndert die Bindungskinetik und fiihrt zu Transport-kontrollierter Bindung, die sich
zuweilen stark von der Diffusions-kontrollierten Bindung in Losung unterscheidet, was zu
Geschwindigkeitskonstanten fiihrt, die um Groé8enordnungen geringer sein konnen als die
realen intrinsischen Geschwindigkeitskonstanten der Wechselwirkung."*-**"! Durch eine
Variation der FluBrate oder Messungen bei unterschiedlicher Sensoroberflichenbeladung
laBt sich einfach bestimmen, ob dieser Effekt im untersuchten System eine Rolle
spielt, 341342
Der Massentransfer kann jedoch auch genutzt werden, um die aktive Konzentration eines
Analyten in einer Losung zu bestimmen, indem bei unterschiedlichen FluBraten gemessen
wird [343:344]

Weitere Probleme konnen durch sterische Effekte hervorgerufen werden. Durch die
Immobilisierung hervorgerufene Konformationsénderungen in der Bindungsregion sowie
sterische FEinschrinkungen des Zugangs des mobilen Analyten zum immobilisierten
Liganden fiihren zu Anderungen in den Bindungseigenschaften. Durch nichtspezifische
Immobilisierungsprotokolle konnen Subpopulationen mit verschiedenen Orientierungen

und Affinititen entstehen.”** Hohe lokale Konzentrationen der immobilisierten Spezies
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auf der Sensoroberfliche konnen zu gegenseitiger Beeinflussung der Bindungsstellen

fiihren.

Im FluBsystem des Biosensors bei der SPR miissen im Gegensatz zu Bindungsprozessen

homogen verteilter Reaktanden in Losung also drei zusitzliche Transportprozesse

beriicksichtigt werden:
- makroskopischer Transport durch das System und iiber die Sensoroberfliche, der
abhiingig von der FluBgeschwindigkeit der Losung ist>*>*"!

- Diffusion durch die stationdre Grenzschicht oberhalb der Grenzschicht,
hervorgerufen durch den laminaren Fluf3, der von der Flu3zellengeometrie und dem
Diffusionskoeffizienten des Analyten bestimmt wird">*-**>3%!

- Diffusion durch und innerhalb der Immobilisierungsmatrix, beeinfluf3t von Dicke

und Dicht der Dextranmatrix, Ladung, Grofle und dem Diffusionskoeffizienten des

Analyten in der Polymerlésung[339]
&
ve o** °
-. ... ®ge : Geschwindigkeitsprofil
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Abb. 39: Darstellung der Faktoren, die den Transport des Analyten () zum auf
der Sensoroberfliche immobilisierten Liganden (Y) beeinflussen >
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2.5.3.4 Datenaufbereitung

Die  Datenanalyse ist mit Abstand der anspruchsvollste  Aspekt der
Oberflachenplasmonresonanz. Falsche Interpretation, inklusive der ungeniigenden
Beachtung von Massentransfereffekten, kann dazu fiihren, daf3 trotz einer eigentlich guten
Datenbasis falsche Schliisse gezogen werden.?' Um gute Daten zur Analyse zu erhalten,
sollte eine moglichst gering beladene Sensoroberfliche verwendet werden, moglichst hohe
FluBraten benutzt und die Oberfliche nach jeder Messung sorgfiltig regeneriert
werden.**?°!2¥7] Eine gering beladene Sensoroberfliche minimiert Massentransfereffekte,
Aggregationen und Crowding-Effekte, bei denen zu viele immobilisierte Molekiile
vorhanden sind, die sich gegenseitig bei der Bindung behindern.”*****>* Eine geringer
beladene Sensoroberflache bendtigt weniger Molekiile des Analyten zur Abséttigung des
Liganden, so dal Massentransfereffekte minimiert werden. Auch eine hohe Flufrate fiihrt
zu Verringerung von Massentransfereffekten, indem eine groe Anzahl an Molekiilen des
Analyten fiir die Bindung zur Verfiigung gestellt wird.”>>! Wenn beide MaBnahmen nicht
ausreichen, um die Effekte zu eliminieren, mufl der Konzentrationsgradient in der Formel
zur Beschreibung der Bindung beriicksichtigt werden.”*® Hierbei erfolgt die Bindung in
zwel Schritten, Transport des Analyten an die Sensoroberfliche und anschlieBend die
Bindung an den immobilisierten Liganden.

Eine geringe Beladung der Oberfliche fiihrt jedoch zu einem geringeren Verhiltnis von
MeBsignal zu Hintergrundrauschen. Bei der Aufnahme von Oberflichenplasmon-
resonanzsensogrammen treten zwei verschiedene Typen von unerwiinschten Signalen auf,
systematische Artefakte, die durch die Probenapplikation hervorgerufen werden, und
zufilliges Hintergrundrauschen, das vom Detektor abhingig ist.”®! Die systemischen
Artefakte lassen sich durch Differenzbildung mit einer Referenzzelle, die genau wie die
MeBzelle behandelt wird, beriicksichtigen.””! Im Idealfall wird auf ihr noch eine
moglichst dhnliche Verbindung immobilisiert, die jedoch mit den in Losung befindlichen
Analyten nicht wechselwirkt. Durch dieses Experiment lassen sich die Artefakte, die von
der Injektion herriihren, herausrechnen, da sie in beiden Zellen identisch sind. Bei dieser
Differenzbildung werden noch nicht die Unterschiede der einzelnen FluBzellen
beriicksichtigt. Wird die zu untersuchende Losung injiziert, ist eine Drift zu beobachten,
die spezifisch fiir das jeweilige experimentelle Setup ist. Sie tritt in gleicher Form auch bei
der Injektion von Laufpuffer auf, was es ermoglicht, diese Effekte durch Subtraktion mit

einer Laufpufferinjektion unter identischen Bedingungen herauszurechnen.'”*”
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2.5.3.5 Datenanalyse

Als Ergebnis einer Oberflichenplasmonresonanzmessung erhdlt man ein sogenanntes
Sensorgramm. Vor der Injektion sollte eine konstante Baseline vorhanden sein. Direkt
nach der Injektion, in der Assoziationsphase, ist die Bindung an der Oberfliche durch
einen Anstieg im Signal zu erkennen, im Idealfall bis zum Gleichgewicht, wo wieder ein
konstanter Bindungslevel erreicht wird. Mit Beendigung der Injektion beginnt die
Dissoziationsphase, in der das Resonanzsignal wieder abnimmt. Nach der Messung muf3
die Oberfliche durch Injektion geeigneter Regenerationslosungen wieder regeneriert
werden, so daB3 nach der Regeneration wieder der konstante Baseline-Level von vor der
Messung erreicht werden sollte. Die Datenausgabe erfolgt in response units, RU, wobei 1

RU bei Proteinen ungefihr 1 pg/mm? entspricht.'**¥

Resonanz-
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Abb. 40: Darstellung eines Sensorgrams'>"’

Werden nun Messungen bei verschiedenen Konzentrationen durchgefiihrt, lassen sich
kinetische Daten wie k,, kq und auch die Gleichgewichtskonstante Kp berechnen. Durch
Bestimmung der Gleichgewichtskonstanten bei verschiedenen Temperaturen lassen sich
zusitzlich noch thermodynamische Daten erhalten.'**"!

Um aus den Messwerten brauchbare Daten zu gewinnen, muf} ein geeignetes Modell fiir
die untersuchte Reaktion unter Beriicksichtung der Einfliisse der Meftechnik gefunden

werden. Eine einfache 1:1 Stochiometrie (Gleichung 1), wie sie anfinglich verwendet
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wurde,[zgl] ist in den meisten Fillen nicht anwendbar, da der Massentransfer und andere in

2.5.3.3 erwihnte storende Faktoren nicht beriicksichtigt werden. Allerdings konnen durch
sorgfiltige Probenvorbereitung, gutes Design des Experimentes und sorgfiltige
Durchfiihrung der  Messung die meisten dieser  Effekte minimiert

werden.[342’345’349’354’356'358]

k

a

A+L AL (§))

kg

Urspriinglich wurden gerade Linien an die linearisierten Ergebnisse gefittet, was jedoch
sehr subjektiv ist und sich nur zur Auswertung einfacher 1:1 Wechselwirkungen eignet."**”
Spiter wurden direkt die erhaltenenen Response-Signale mittels eines nicht-linearen
least-square Fits ausgewertet.[Ssg] Viele Systeme lieBen sich jedoch nicht mit nur einer
integrierten Geschwindigkeitsgleichung l6sen, eventuell aufgrund der in 2.5.3.3 genannten
Griinde. Wird allerdings die Summe von zwei integrierten Geschwindigkeitsgleichungen
verwendet, lieBen sich die Daten gut fitten,276:334:360-3661 yjege Analysenmehode kann
jedoch zu Fehlinterpratation des wahren Bindungsmechanismus fihren."*”  Die
Verwendung von mehreren Gleichungen beschreibt Bindung an mehreren verschiedenen,
von einander unabhingigen Bindestellen. Allerdings ist es moglich, mit einer geniigend
groBen Anzahl an Gleichungen jede Kurve zu fitten, was zu Fehlinterpretationen fiihren
kann. Die gleichzeitige Analyse mehrerer Sensorgramme bei unterschiedlichen
Konzentrationen, als globale Analyse bezeichnet, kann eingesetzt werden, um

verschiedene Bindungsmechanismen zu unterscheiden.*®®!

Anfinglich wurden die
Wechselwirkungen sehr komplex beschrieben, wobei es nicht sicher war, ob die
Komplexitit am untersuchten System oder an der MeBmethode liegt.[349] Mittlerweile

lassen sich sorgfiltig kreierte Daten mittels eines 1:1 Modells erfolgreich fitten,*~"" wa

S
darauf schliefen 14Bt, daB3 die Oberflichenplasmonresonanz in der Lage ist, brauchbare
Daten fiir eine erfolgreiche globale Analyse zu liefern.

Wenn sich Massentransfereffekte nicht vermeiden lassen, kann zur Datenanalyse ein

Modell hinzugezogen werden, das von zwei getrennten Kompartimenten ausgeht, wobei
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der Analyt erst von einem Kompartiment in das andere wechseln muf}, bevor es in einem

zweiten Schritt an den Liganden binden kann (Gleichung 2).[3 4]

k

a

Ay A+L AL 2)

m kd

Der Massentransportkoeffizient k, ist vom Diffusionskoeffizienten des Analyten, der
GroBe und Form der FluBzelle und der FluBrate abhingig.”"***""" Dieses Modell liefert
auch bei Massentransferproblemen verldliche Daten. 27027372

Zur Auswertung der Bindung von verschiedenen Liganden in unterschiedlichen
stochiometrischen =~ Verhdltnissen an DNA wurden je nach Bindungsmodell
unterschiedliche Reaktionsgleichungen und damit unterschiedliche Gleichungen zur
Bestimmung der Geschwindigkeitskonstanten aufgestellt. Bei der Auswahl der
Bindungsmodelle muf} jedoch darauf geachtet werden, da3 diese der biologischen Realitiit
entsprechend erklart werden konnen, da sonst leicht Fehlinterpretation der Daten die Folge
sein konnen. >

Zur Durchfiihrung der Analysen existieren mehrere Softwarepakete, u. a. CLAMP""* und
BIAevaluation©, das zum Softwarepaket der Firma BIACORE® gehort, und mit den
Geriten ausgeliefert wird. Diese Programme ermoglichen die Auswertung der Daten
entsprechend verschiedener Bindungsmodelle und auch die Beriicksichtigung von
Massentransfereffekten. Die Auswertung kann jedoch auch mit einem einfachen Programm
zur Tabellenkalkulation erfolgen, wie MS Excel®, oder einem speziellen Programm zum

Fitten von Gleichungen an MefB3ergebnisse wie Datafit, wobei dort individuell aufgestellte

Reaktionsmodelle verwendet werden konnen.
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2.6 CD-Spektroskopie

2.6.1 Einleitung

Zirkularer Dichroismus (circular dichoism, CD) tritt dann auf, wenn optische aktive
Molekiile links und rechts zirkular polarisiertes Licht etwas unterschiedlich absorbieren.
Die Messung erfolgt bei Wellenlidngen zwischen 600 und 160 nm. Der CD-Effekt ist eine
Funktion der Wellenldnge. Die Differenz der Absorptionen A(1)-A(r) ist sehr gering, im
Bereich von 0,0001, was einer Elliptizitit von wenigen Hundertstel eines Grades
entspricht.

Die CD-Spektren verschiedener Sekundirstrukturtypen in Peptiden, Proteinen und
Nukleinséduren sind unterschiedlich. Aus diesem Grund kann die Analyse von CD-Spektren
wertvolle Informationen iiber die Sekundérstrukturen von biologischen Makromolekiilen
liefern, es sollte aber vermieden werden, zuviel aus den gewonnen Daten herauszulesen.
Die CD-Spektroskopie liefert im Gegensatz zur Rontgenstrukturanalyse und zur NMR-
Spektroskopie keine exakten Strukturdaten, 148t jedoch schnell den ungefihren Anteil der
verschiedenen Sekundirstrukturtypen abschitzen. Sehr sinnvoll ist auch die Untersuchung
von Verdnderungen der CD-Spektren bei Zugaben von Bindungspartnern der

Makromolekiile oder Variation des Losungsmittels.

2.6.2 Physik der CD-Spektroskopie

Elektromagnetische Strahlung ist eine komplexe Wellenform von der angenommen werden
kann, dal sie als zwei senkrecht zueinender stehende Wellenbewegungen beschrieben
werden kann, einer magnetischen (M) und einer elektrischen (E). Elektromagnetische
Wellen werden von oszillierenden magnetischen oder elektrischen Dipolen erzeugt und
breiten sich mit Lichtgeschwindigkeit aus. Unpolarisiertes Licht enthilt Oszillationen der
E-Komponenten in alle Richtungen senkrecht zur Ausbreitungsrichtung. Linear
polarisiertes Licht ergibt sich wenn die Richtung der E-Komponente auf eine Ebene
senkrecht zur Richtung der Ausbreitung beschrinkt ist. Zirkular polarisiertes Licht ist eine
weitere Form der Polarisation, in diesem Fall ist die GroBe der Oszillation konstant,
wihrend die Richtung oszilliert. Linear polarisiertes Licht einer Wellenlinge A kann als
Uberlagerung von gegensiitzlich zirkular polarisiertem Licht gleicher Amplitude und Phase
mit den Vektoren E; und Ey betrachtet werden. Die Projektion der addierten Amplituden

entlang der Ausbreitungsrichtung ergibt eine Linie (Abb. 41). Durchquert dieses Licht eine
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optisch aktive Probe mit unterschiedlicher Absorption A fiir die beiden Anteile, wird die
Amplitude des stdrker absorbierten Anteils kleiner als die der weniger stark absorbierten
Komponente. Als Konsequenz ergibt sich als Projektion der resultierenden Amplitude nun

eine Ellipse anstatt einer Linie.

Abb. 41: a): (links) Linear polarisiertes Licht als Uberlagerung von gegensiitzlich polarisiertem Licht
gleicher Amplitude und Phase. b): (rechts) Unterschiede in der Absorption der beiden Anteile fiihrt zu
Elliptizitdt (CD) und optischer Rotation (OR). Der wahre Effekt ist sehr klein und wird hier stirker
dargestellt als er in der Realitiit ist.”*!

Dieses Auftreten der Elliptizitat wird als circular dichroism bezeichnet. Als weiterer Effekt
wird optische Rotation beobachtet. E; und Er durchqueren die optisch aktive Probe mit
unterschiedlicher Geschwindigkeit, ihr Brechungsindex ist also verschieden. Hierdurch
wird die Ebene der Polarisation verdndert und kann in Winkelgraden oy, gemessen werden.
Die Rotation steigt erst stark in eine Richtung an, féllt beim Absorptionsmaximum auf null
ab, und steigt dann stark in die andere Richtung an. Diese Verteilung wird als Cotton-
Effekt bezeichnet.””! Die Anderung der optischen Rotation in Abhingigkeit von der
Wellenldange wird als optical rotary dispersion, ORD bezeichnet. ORD ist also die
Messung der Fihigkeit eines Molekiils, die Ebene der Polarisation linear polarisierten
Lichts zu rotieren, wihrend CD die Messung des Unterschieds in der Absorption links- und
rechtszirkular polarisierten Lichtes ist. Beide Effekte sind eng verbunden, und da beide
Phinomene durch dieselben Ladungsdnderungen im Molekiil hervorgerufen werden,
konnen die Effekte mittels einer Kronig-Kramers Umformung ineinander umgerechnet

werden.’7®!
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positiver Cotton-Effekt negativer Cotton-Effekt
¢

Ay Ay

Abb. 42: Eine typische Absorptionsbande, (A) mit den assoziierten CD- und ORD-Banden.”"”!

Gemessen wird die Differenz der Absorptionen von links und rechts zirkular polarisierten

Lichtes AA bei einer bestimmten Wellenlidnge

AA=(A, - Ap) 3)

Dies kann auch als

AA= (g, —&,)cl “4)

ausgedriickt werden, wobei ¢ die molare Konzentration und 1 die Lange der Messzelle ist.

Der molare zirkulare Dichroismus

A‘9:(‘5‘L _gR) 5

wird iiblicherweise als zirkularer Dichroismus der Substanz bezeichnet wird.

Obwohl {iiblicherweise AA gemessen wird, werden die Ergebnisse aus historischen

Griinden in Elliptizitdtsgraden angegeben. Die molare Elliptizitit ist
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[6]=3298 Ae (6)

Die CD-Spektroskopie ist eine Absorptionsdifferenz, wihrend die optische Rotation ein
Phinomen des Brechungsindex ist. Aus diesem Grund kann Letztere auch bei
Wellenlingen abseits des Absorptionsmaximum gemessen werden.””’”! Dies fiihrt zu zwei
Vorteilen der CD-Spektroskopie gegeniiber der ORD-Spektroskopie. Es entsteht nur eine
CD-Bande im Gegensatz zu einem positiven und einem negativen ORD-Signal, weswegen
die Banden besser getrennt und zugeordnet werden konnen. Auflerdem sind CD-Banden im
Gegensatz zu ORD-Banden von bestimmter Breite und enthalten keine Beitrige von
Banden auflerhalb des gemessenen Wellenldngenbereichs. Aus diesem Grund wird seit
Ende der 60er Jahre hauptsidchlich die CD-Spektroskopie zur Untersuchung von Proteinen

eingesetzt.

2.6.3 Anwendung der CD-Spektroskopie

Zur Bestimmung der Sekundérstruktur von Proteinen und Peptiden werden CD-Spektren
tiblicherweise im Bereich von 180-260 nm aufgenommen. Die meisten Chromophore in
Aminosduren erzeugen nur geringe CD-Effekte, es ist die Konformation des Proteins oder
Peptids, die asymmetrische und periodische Ausrichtung im Raum, die zu

charakteristischen CD-Spektren fiihrt.®!

0] H

Abb. 43: mogliche Elektroneniibergénge an der Peptidbindung.

Die Anregung im fernen UV fiihrt zu Ubergiingen der n- und m-Elektronen nach 7. Der
n—n Ubergang liegt bei ungefihr 220 nm und involviert die nicht bindenden Elektronen

des Carbonyl-Sauerstoffs. Der T—7 Ubergang liegt bei ungefihr 190 nm und involviert
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die m-Elektronen der Carbonylgruppe. Die Intensitit und genaue Lage dieser Uberginge

hingt von den Winkeln y und ¢, und somit von der Sekundérstruktur ab (Tabelle 1).

Tab. 1: Lage der Banden der Sekundrstrukturtypen im CD-Spektrum!*”!

* 3

n—T n-mn

Random Coil | Positiv 212 nm Negativ 195 nm

B-Faltblatt Durch Exciton-Kupplung entstehen: | negativ 215 nm
positiv 195 nm

negativ 175 nm

o-Helix Durch Exciton-Kupplung entstehen: | Negativ 222 nm
(T—T)senkrecht POSItIV 192 nm (rotverschoben)

(=T paratiet NGtV 208 Nm

Weiterhin treten im Vakuum-UV nochfolgende zusitzliche Banden auf: Bei a-Helices eine
positive Schulter bei 175 nm, eine negative Bande bei 160 nm und eine positive bei unter
140 nm, wobei die letzten beiden in Losung nicht zugédnglich sind. ! B-Faltblitter haben
eine negative Bande bei 175 nm und eine positive bei 168 nm.*®"! Die CD-Spektren von
310-Helices sind denen von o-Helices sehr dhnlich, eine Unterscheidung ist nur durch das
Verhiltnis der Intensititen der Banden zueinander moglich.***7*®! Hierzu wird das
Verhiltnis der Intensititen der Banden bei 222 nm und 208 nm zueinander betrachtet. Bei
einer o-Helix liegt dieses bei ungefahr 1, bei einer 3;p-Helix bei unter (.4,1382,383.387.388]
AuBerdem ist die Intensitét der positiven Bande bei 192 nm geringer. Bei einer a-Helix hat
sie ungefdhr denselben Betrag wie die negative bei 208, bei einer 3;o-Helix ist die
Intensitidt wesentlich geringer.[3 82,383,387-350]
In CD-Spektren in nahen UV (250-350 nm) dominieren Banden von Phenyalanin, Tyrosin,
Tryptophan und Disulfiden. Wenn der aromatische Rest sich in einer rdumlich starren
Struktur befindet, ist seine Umgebung asymmetrisch, und wird CD-Effekte zeigen. Wenn
man globuldre Proteine ,,schmilzt®, ihre Sekundirstruktur auflost, dndert sich das CD-
Spektrum im fernen UV, das im nahen UV bleibt jedoch gleich. Aromaten haben erlaubte
T Ubergange (lLa and 1Lb), die senkrecht zueinander in der Ebene
des m-Systems liegen. Phenylalanin hat einen  kleinen
Extinktionskoeffizienten =~ aufgrund  hoher OH
“HaN coo Symmetrie und ist am wenigstens anfillig fiir
Veridnderungen in der Umgebung. Die Absorptionsmaxima treten

bei 254, 256, 262 und 267 nm auf. Tyrosin hat eine geringere *H3N~ "COO"

Symmetrie als Phenylalanin, und deswegen stirkere Absorptionsbanden. Das
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Absorptionsmaximum liegt bei 276 nm mit einer Schulter bei 283 nm. Eine
Wasserstoffbriickenbindung zur Hydroxylgruppe fiihrt zu einer Rotverschiebung um 4 nm,
auch die Dielektrizititskonstante beeinflult das Spektrum. Tryptophan hat die intensivste
Absorptionsbande aller aromatischen Aminosduren, sie liegt bei
282 nm. Eine Wasserstoffbriicke zum NH kann die 1La—Bande

bis zu 12 nm verschieben. Disulfide weisen eine inhirente

"HiN

Beweglichkeit bevorzugt wird. Ist die Cystin-Einheit frei beweglich, und ihr dihedraler

Asymmetrie auf, da die gauche-Konformation bei freier

Winkel nahe 90°, weist sie keinen Netto-CD-Effekt auf, da die entsprechenden n—o
Elektroneniibergéinge entartet sind, verschiedene Vorzeichen aufweisen und sich damit
gegenseitig autheben.”*"! Ist die Cystin-Einheit jedoch gespannt, und weicht der
Torsionswinkel von 90° ab, sind die Uberginge nicht mehr entartet und ein
Elektroneniibergang verschiebt sich zu kiirzeren, der andere zu lingeren Wellenlédngen. Es
treten ein Minimum und ein Maximum auf, deren Lage abhingig von der Chiralitit der
Cystin-Einheit sind, ein Extremum im Bereich von 250-300 nm, das andere mit
entgegengesetztem Vorzeichen im Bereich von 230-250 nm. Sind die Torsionswinkel
zwischen 0° und 90° und liegt ein Maximum >250 nm und ein Minimum zwischen 230
und 250 nm vor, handelt es sich bei der Cystin-Briicke um eine rechtsgingige Helix,
ansonsten entsprechend umgekehrt.[392] Die von den aromatischen Aminosduren und
Disulfidbriicken hervorgerufenen Banden konnen die Auswertung der CD-Spektren
komplizieren.[393] Um diese Effekte herausrechnen zu konnen, konnen Koeffizienten
benutzt werden, Diese werden erhalten, indem Modellpeptide mit grof3tenteils identischer,
regelméfig wiederholter Sequenz synthetisiert werden, die sich durch einzelne aromatische
oder aromatische Aminosiurereste unterscheiden. Durch den Unterschied in den CD-
Spektren dieser Modellpeptide lassen sich die Korrekturfaktoren ermitteln.**

Soll der Anteil an a-Helices, parallelen und antiparallelen B-Faltblittern, S-turns und
random coil bestimmt werden, ergibt dies eine Gleichung mit fiinf Unbekannten. Mit
einem Spektrum, das bis 200 nm gemessen wurde, kann man nur zwei 16sen (enthélt zwei
Banden), bis 190 nm drei oder vier, und bis 178 fiinf.**! Mit Messungen bis 168 nm
kommt noch eine weitere Bande dazu.”**® Der apparative Aufwand, um bei so niedrigen

Wellenldngen zu messen, ist jedoch recht gro8.
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Abb. 44: Vakuum-UV CD Spektren von Modelpeptiden mit den Aminosduren mit aromatischen
Seitenketten. Glutamyltyrosin (Y); Lysylphenylalanin (F); Glutamyltryptophan (W),

Fir die Ermittlung des Zusammenhangs der Sekundirstruktur von Proteinen und den

dazugehorigen CD-Spektren und zur Auswertung letzterer gibt es sehr viele

Methoden.?>=%%4%1 " Alle gegenwiirtig benutzten Methoden machen folgende vier

Annahmen:?*%407!

1. Die dreidimensionale Struktur  der  Referenzproteine, die mittels
Rontgenstrukturanalyse ermittelt wurde, bleibt in der wéBrigen Losung enthalten.

2. Die Beitrige der einzelnen Sekundirstrukturelemente zum Gesamtspektrum ist
additiv, und der Effekt der Tertidrstruktur auf das Spektrum ist vernachldssigbar.

3. Nur die Chromophore aus den Peptidbindungen sind verantwortlich fiir das CD-
Spektrum im fernen UV, Beitrdge von anderen Chromophoren konnen
vernachlissigt werden.

4. Jedes Strukturelement kann mit einem eigenen CD-Spektrum beschrieben werden,
der Einflu} der geometrischen Anordung der Strukturelemente untereinander wird

als vernachlédssigbar betrachtet.

Das CD-Spektrum eines Proteins S(A) 148t sich also als Linearkombination von k Spektren

Bi(A) (fiir 100 % o-Helix etc.) mit folgender Formel beschreiben:

S =Y fB,(A) )



2. Allgemeiner Teil 63

Hierbei ist N die Anzahl der Sekundirstrukturtypen und fx der Anteil der k-ten

Sekundirstruktur. Die Randbedingungen fiir fy sind:

fi =1 und  f, 20 ®)

I

Zur Bestimmung des jeweiligen Anteils der Sekundérstrukturen bendtigt man einen Satz
CD-Spektren von Proteinen mit bekannter Sekundarstruktur und einen mathematischen
Algorithmus, um das Spektrum an den Datensatz zu fitten und die Anteile der jeweiligen
Sekundirstrukturtypen zu bestimmen. Als Datensitze eignen sich entweder Datensitze von
Proteinen, deren Struktur bekannt ist, oder Modellpeptide, die nur einen
Sekundérstrukturtyp annehmen kénnen.

CD-Spektren eines Modellpeptids mit 100% Anteil einer Sekundirstruktur werden als
Referenzspektren bezeichnet."®  Ein als Modellpeptid geeignetes Peptid ist
poly-L-Lysin,***'? das abhingig von Temperatur und pH-Wert alle drei Strukturtypen
annehmen kann. Bei pH 7.0 liegt es ungeordnet als random coil vor, bei einem pH-Wert
von 10.8 ist es o-helical, und bei pH 11.1 hat es nach Erhitzen auf 52°C und
anschlieBendem Abkiihlen B-Faltblattstruktur. Mit poly-L-Lysin als Modellsubstanz wurde
es moglich, ORD™"! und CD"'¥ auf den Anteil der jeweiligen Sekundirstrukturtypen hin
auszuwerten, indem die gemessenen Daten an die bekannten Daten mittels eines
least square Fit entsprechend Gleichung 3 gefittet werden.''”! Weitere hierfiir verwendete
Modellpeptid-Daten sind Myoglobin, das 80% a-helical ist, fiir den Anteil an a-Helix,
(Lys-Leu), in 0.1 M NaF bei pH 7 fiir den Anteil an B-Faltblattstruktur, (Pro-Lys-Leu-Lys-
Leu), in salzfreier neutraler Losung oder poly-L-Ser in 8M LiCl fiir den random coil
Strukturanteil O>*144104171 Ayugerdem kann der Anteil an S-furns mit dem Vergleich des
Spektrums einer Kombination aus Pro-Ala, (Ala;-Gly,;), und Pro-Gly-Leu bestimmt
werden.'"”! Ein groBer Vorteil ist, daf das experimentell erhaltene Spektrum nur an
wenige Referenzspektren gefittet werden muf3. Der grofite Nachteil ist die Unsicherheit bei
der Auswahl des Modellpeptidsystems, da die CD-Spektren von Modellpeptiden fiir einen
Sekundirstrukturtyp groBere Unterschiede aufweisen. AuBlerdem ist das CD-Spektrum der
o-Helix abhingig von der Lange der Peptidkette. In Proteinen ist der Bereich, in dem ein
Sekundérstrukturtyp auftritt, fir =~ gewdhnlich  kurz, in  Modellpeptiden
,unendlich F7>:403-404]

Alternativ zu Modellpeptiden konnen Datensidtze mit den Sekundirstrukturdaten von

Proteinen, deren Sekundérstrukturen aus Rontgenstruktur- oder NMR-Analysen bekannt
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sind, benutzt werden. Hierzu werden aus den bekannten Datensidtzen sogenannte

t,[403 A8 die anschlieBend

[408,419-425]

Basisspektren fiir die einzelnen Strukturtypen berechne
entsprechend Gleichung 7 an das auszuwertende Spektrum gefittet werden.
Sowohl die Methoden, die Referenzspektren von Modellpeptiden verwenden, als auch die,
die Basisspektren aus Proteine bekannter Sekundirstruktur berechnen, erreichen relativ
gute Ergebnisse fiir den Anteil an o-Helices. Diese lassen sich dariiber hinaus durch
Beriicksichtigung der Liangenabhéngigkeit des CD-Spektrums einer o-Helix und durch
Einfilhrung von 3j0- oder verdrehten Helices verbessern. Die Korrelation von
Rontgenstrukturdaten und Abschidtzungen aus CD-Daten fiir B-Faltblitter und B-turns
hingt im Gegensatz dazu stark von der Auswahl der Basis- bzw. Referenzspektren ab. Die
Genauigkeit fiir o-Helices ist iiblicherweise besser als fiir B-Faltblitter und B-turns. Dies
wird zum Teil auf die groBere Intensitit der fiir o-Helices typischen Banden
zuriickgefiihrt, wodurch diese die CD-Spektren dominieren. Andererseits gibt es
verschiedene Typen von PB-Faltblittern (parallel und antiparallel) und B-turns, wodurch es
moglich sein konnte, daf} ein einziges CD-Spektrum nicht ausreicht, um als Basisspektrum
fiir B-Faltblitter oder B-turns zu dienen.!*®!

Neben dem Fitten mittels least square Fit gibt es noch weitere Methoden zum Fitten der
experimentellen Daten an die bekannten CD-Spektren. Bei der Auswertung mittels der
ridge regression werden CD-Spektren von Proteinen mit bekannter Sekundérstruktur an
das CD-Spektrum des Proteins mit unbekannter Sekundérstruktur gefittet. Hierzu wird
nicht die Methode des least square Fit benutzt, da diese eine unvollstindige Losung liefert,
sondern die Methode der constrained statistical regularization.****® Zur Auswertung
mittels dieser Methode gibt es das Programm CONTIN.***! Eine weitere Methode ist das
Fitten mittels singular value decomposition, bei der aus einem Satz CD-Spektren von
Proteinen mit bekannter Sekundirstruktur fiinf besonders signifikante CD-Spektren
ausgewihlt werden.""™ Zur Auswahl der signifikanten Spektren fiir diese Methode

. . 396,430
existieren weitere Prozeduren,[ !

die jedoch kaum zu einer Verbesserung der
Ergebnisse fithren. Weiterentwicklungen dieser Methode jedoch bringen sowohl
Zeitgewinn, wie das locally linearized model,"*" als auch bessere Ergebnisse wie die self
consistent method.****? Eine weitere Prozedur ist die principal component factor
analysis,"*** die der singular value decomposition hnlich ist. Die convex constraint
analysis fiihrt mit der Volumenminimierung eine dritte Randbedingung ein (vgl.
Gleichung 8)."**7* Hicrauf beruht auch der Algorithmus LINCOMB.'***! Auch
neuronale Netze werden zur Sekundirstrukturauswertung eingesetzt.[432’440’441’443] Die

Einteilung der Proteine mit bekannter Sekundirstruktur in Cluster mit &dhnlichen
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vorherrschenden Sekundirstrukturtypen, und die Beschriankung des Fits auf den Cluster,
der dem zu untersuchenden Protein am nédchsten kommt, verbessert die Ergebnisse. Hierbei
muB jedoch zuerst einmal der am besten passende Cluster gefunden werden. Bisher gibt es
noch keine Methode, die ohne einen Satz an Proteinen mit bekannter Struktur auskommt,
die Auswertung ist also rein empirisch. Speziell fiir kurze Peptide mit weniger als 30
Aminosiureresten gibt es das Programm PEPFIT."**! Dieses enthilt neun Basisspektren
fir o-Helix, P-Faltblatt, random coil, PLturn, PBllturn, PlLturn und }turn. Die
Basisspektren werden aus Referenzspektren von Peptiden mit bekannter Sekundirstruktur
berechnet. Da jeweils Polypeptide aus verschiedenen Aminosdureresten verwendet werden,
wird der Einflul der Seitenketten auf das Spektrum minimiert. Der erhaltene Satz an
Basisspektren kann als Basis fiir alle bekannten Fitting-Algorithmen benutzt, oder aber
mittels des in PEPFIT integrierten Algorithmus angewendet werden.

Bei allen Methoden sind die Ergebnisse fiir die a-Helix sehr gut, fiir B-Faltblitter und
random coils weniger gut, und fiir B-furns am schlechtesten. Die Abweichungen zu den
Anteilen der Sekundirstrukturen in Rontgenkristallstrukturen liegen bei den besten
Methoden bei unter 10%.“Y Im Vergleich von ridge regression, singular value
decomposition und neuralen Netzwerken schneidet die Methode der ridge regression am
besten ab.**¥

Eine weitere Methode zur Bestimmung des Anteils an a-Helices ist das Umrechnen der
molaren Elliptizitit bei einer bestimmten Wellenlinge in den Anteil an a-Helices.!*?>**]
Zur Auswertung gibt es mehrere Programme, die zu Programmpaketen wie CDPro oder

g.[446.447]

Dichroprot zusammengefasst erhéltlich sin oder online iiber z.B. Dichroweb

zuginglich sind.****"

Dichroweb  bietet online Zugang zu SELCON3**#!  CONTINLL,**7+!
VARSCLC™%452! ynd CDSSTR,[453] und K2D.**1 CDPro erlaubt die Auswertung mittels
SELCON3,*34U  cONTINLL*7#*! ynd  CDSSTR™?  unabhiingig von einem
Internetzugang mit einen groBem Satz an bekannten Proteinstrukturen.”**®! Dichroprot
bietet die Moglichkeit der CD-Auswertung mittels “Least Square Fite 403414422454
Varselec,**?  SELCON2,**!  SELCON3,"" k2D, CONTIN,"****!  und
entsprechend der molaren Elliptizitit bei 220 nm.'***! Von JASCO wird zum MeBgeriit das
Programm “Spectra Analysis* in der Version 1.53.04 mitgeliefert, das auf der Auswertung

nach Yang[403] beruht.
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Zur Auswertung der experimentell erhaltenen CD-Spektren werden je nach

Problemstellung unterschiedliche Programme empfohlen:'*>43¢!

1. Zur Abschitzung der Konformation von globuliren Proteinen in Losung
SELCON3,®14347 gopt#H ynd CDNNM!

B! oder

2. Zur Bestimmung der Konformation von Modellpolypeptiden LINCOM
CONTIN*

3. Zur Bestimmung der Konformation eines Proteins, wenn die genaue Konzentration
unbekannt ist, oder wenn die Anderung der Konformation bei Bindung eines
Liganden betrachtet werden soll MLR**®! oder LINCOMB!***!

4. Um Anderungen in der Sekundirstruktur als Funktion veridnderter Umgebungs-

bedingungen zu beobachten LINCOMB!***! oder CONTIN!*"

Eine weitere Anwendung der CD-Spektroskopie ist die Untersuchung der Anderung der
CD-Spektren von Proteinen oder Peptiden bei Wechselwirkung mit Bindungspartnern wie
DNA oder anderen Proteinen bzw. Peptiden. Hierbei kann sich sowohl das CD-Spektrum
des Peptids oder Proteins als auch das CD-Spektrum der DNA &ndern, wobei fiir beide
Anderungen  Strukturverinderungen und elektronische = Wechselwirkungen  der
Bindungspartner verantwortlich sein konnen. Bei unspezifischer Bindung ftritt im
Allgemeinen eine Verringerung der Intensitidt der Banden auf. Spezifische Bindung ist
schwerer zu beobachten und untersuchen, da weniger Bindungspartner involviert sind, und
deshalb die Anderungen am Spektrum kleiner ausfallen. AuBerdem muf beriicksichtigt
werden, daB3 auch nicht oder unspezifisch gebundenes Protein oder Peptid zum CD-
Spektrum beitrdagt, was die Quantifizierung der Auswertung erschwert.!**”! Spezifische
Bindung von Proteinen verursacht eine mehr oder weniger stark ausgeprégte Verschiebung
der Banden der DNA im CD-Spektrum oberhalb von 260 nm, wobei entweder eine

Rotverschiebung[459'462] 4634681 Dyje

oder auch eine Verschiebung nach Blau auftritt.
Verschiebung tritt nur bei spezifischer Bindung auf, binden die Peptide an DNA ohne
spezifische Bindesequenz, tritt sie nicht auf. Weiterhin dndert sich die Intensitét einzelner
Banden im CD-Spektrum der DNA.*°“%! Bei Proteinen mit basischer DNA-
Bindungsregion erhoht sich bei Bindung an DNA der Anteil an o-Helices, da diese
amphipathische o-Helices ausformen, die an die DNA binden."®*"" Hierbei bleibt das
CD-Spektrum der DNA oberhalb 250 nm erhalten.”*’"! Auch bei unspezifischer Bindung
von Proteinen mit basischer DNA-Bindungsregion erhoht sich der Anteil an o-Helices,

und oberhalb von 240 nm bleibt das Spektrum unverindert.*’* Die CD-Spektren lassen

sich also zur Untersuchung der Wechselwirkungen von DNA mit Proteinen oder Peptiden
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in zwei Bereiche einteilen, den unter 250 nm, der hauptsichlich vom Protein bzw. Peptid
dominiert wird, und den iiber 250 nm, der von der DNA dominiert wird. In letzterem
lassen sich Anderungen der DNA bei der Bindung gut beobachten, da er sehr empfindlich
gegeniiber kleinen Anderungen in der Sekundirstruktur der DNA ist. Die Anderungen in
diesem Bereich des CD-Spektrums der DNA konnen als Anderungen in der Packung der
Basen oder im einzelnen Nukleotid interpretiert werden. Der andere Bereich wird wichtig,

wenn ein groBer Anteil an a-Helices vorliegt, der das Spektrum dominiert.*®!
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2.7 Kraftmikroskopie und Kraftspektroskopie'*’*

2.7.1 Einleitung

Seit der Erfindung durch Binnig, Quate und Gerber im Jahr 19867 ist die
Kraftmikroskopie von einer Methode zur Abbildung von Oberfldchen, der eigentlichen
Kraftmikroskopie, zu einer Methode weiterentwickelt worden, mit der sich molekulare
Krifte an Grenzfldchen untersuchen lassen, der Kraftspektroskopie. Aulerdem erlaubt sie
die Manipulation von Molekiilen oder Molekiilkomplexen auf Oberflachen. So ist es

[476]

moglich Chromosomen zu schneiden,*””! Proteinkomplexe kontrolliert zu trennen™’® oder

Konformationsinderungen in einzelnen Molekiilen auszuldsen.*””
Die Methoden beruhen auf den Wechselwirkungen zwischen der Probe und der Spitze des

AFM, die an einer Tastfeder angebracht ist.

2.7.2 Kraftmikroskopie

Bei der Kraftmikroskopie werden die Oberfliache der Probe und die Spitze einer Tastfeder
gegeneinander bewegt, wobei die Oberflichenstruktur mittels eines auf der Tastfeder
reflektierten Laserstrahls oder durch Aufzeichnung der Bewegung des Probenhalters
abgebildet wird. Das Abtasten der Oberfldche kann dadurch erfolgen, dafl die Spitze durch
leichtes Andriicken in stindigem Kontakt mit der Oberfliche gehalten wird, wobei es
jedoch vorkommen kann, daf} nicht fixierte Proben auf der Oberfliche vor der Spitze
hergeschoben und nicht gemessen werden. Eine andere Moglichkeit besteht darin, die
Spitze auf- und abschwingen zu lassen, so dal} sie nicht im stédndigen Kontakt mit der
Oberfliache ist. Hier wird die Oberflachenstruktur aus den Phasenverschiebungen der
gemessenen Oszillation und der die Tastfeder antreibenden Oszillation berechnet. Hierbei
kann es jedoch vorkommen, daf die Spitze an der Tastfeder die Probe deformiert, wodurch

falsche Oberfliachenstrukturen erhalten werden.
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Abb. 45: Beschreibung des apparativen Aufbaus eines AFM. Die Probe wird mittels des x-y-z-
Piezostellgliedes unterhalb der stationdren Tastfeder bewegt. Der segmentierte Photodetektor mif3t die
Ablenkung des Laserstrahls an der Tastfeder.!*”!

Die erreichbare Auflosung ist von der Form der Spitze abhingig, im Idealfall besteht sie

am Ende aus nur einem Atom. Hiermit konnen Auflésungen von 1 nm erreicht werden.®!

SPITZE

Abb. 46: Beschreibung des Prinzips der Kraftmikroskopie. Die Spitze folgt Kontur B, wobei eine konstante

Kraft zwischen der Spitze und der Probenoberfliche aufrecht erhalten wird.*"*!

2.7.3 Kraftspektroskopie

Bei der Kraftspektroskopie werden sowohl die Spitze als auch die Oberflache kovalent
funktionalisiert, und es wird die Kraft gemessen, die notig ist, um die Spitze von der
Oberfldche zu entfernen (Abb. 46). Zum Beispiel kann ein Peptid iiber einen Linker an die
Spitze und DNA {iber einen Linker auf die Oberfliche gebunden werden. Bei diesem

Experiment wird mit der funktionalisierten Spitze nicht auf den Wechselwirkungspartner
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gezielt, sondern die komplette Oberfliche wird abgescannt, und nur die Messungen

beriicksichtigt, bei denen eine Wechselwirkung stattgefunden hat.

)] 2) 3)

- Crosslinker

<+— Peptid

oA l T

PEG-Linker

[ ] [

Abb. 46: Schematische Darstellung der Kraftspektroskopie. 1. Ausgangsanordnung. 2. Annéherung der
Spitze an die Oberfliache und Bindung des Peptids an die DNA. 3. Die Spitze wird von der Oberflache
weggezogen und die Bindung zwischen Peptid und DNA reif3t ab.

Mittels der dynamischen Kraftspektroskopie, bei der eine Variation der Geschwindigkeit,
mit der die Spitze der Tastfeder von der Oberfliche entfernt wird, erfolgt, kann durch
Extrapolation die Dissoziationsgeschwindigkeit fiir das entsprechende System ermittelt
werden.!*”!

Eine weitere Moglichkeit ist es, ein Molekiil sowohl an der Spitze als auch an der
Oberfldache zu befestigen und es auseinanderzuziehen (Abb. 47). Die Kraft-Distanz Kurve

[479]

enthdlt Informationen iiber intramolekulare Strukturinderungen. Wenn nun ein

Bindungspartner mit dem immobilisierten Molekiil wechselwirkt, wird sich die Kraft-

Distanz-Kurve dndern.

dsDNA

DNA-bindendes Molekiil

Au-Oberfliche

I I /
Abb. 47: Darstellung der zweiten Methode zur Kraftspektroskopie.
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Die zu untersuchenden Molekiile miissen in beiden Fillen kovalent gebunden werden, da
diese Bindungen bei der Untersuchung der molekularen Erkennung um Groflenordnungen
stabiler sein miissen als die zu Untersuchenden. Hierdurch wird sichergestellt, da} die zu
untersuchenden Bindungen zuerst reillen. Es lassen sich Bindungskrifte ab einer Stéirke
von 10 pN untersuchen, Krifte darunter konnen mittels optischer Pinzetten gemessen
werden.****8! Der limitierende Faktor ist hier die Empfindlichkeit des optischen Systems,

mit dem die Ablenkung des Laserstrahls detektiert wird."*”®!

2.7.4 Anwendungen

2.7.4.1 Einleitung

Die Kraftmikroskopie und die Kraftspektroskopie werden leicht durch die
Versuchsbedingungen beeinflut. Werden die Messungen mit getrockneten Proben an Luft
vorgenommen, iiberlagern Kapillarkrifte die van-der-Waals Krifte, die eine Folge der
Kondensation von  Wasserdampf im Bereich des Kontakts Spitze-Probe
(Kapillarkondensation) sind. Hierdurch wird die erreichbare Aufldsung limitiert.*®

Bei Messungen in Fliissigkeiten sind diese Krifte vernachldssigbar, deshalb ist die
erreichbare Auflosung hier groBer. Messungen in Fliissigkeiten erlauben Untersuchungen

von Proben unter ihren natiirlichen Bedingungen, z.B. Ligand-Rezeptor Studien unter

physiologischen Bedingungen.

2.7.4.2 Anwendungen der Kraftmikroskopie

Mittels der Kraftspektroskopie konnten sowohl verschiedene Oberflichen als auch
einzelne Molekiile abgebildet werden. Sie kombiniert die rdumliche Auflosung der
Elektronenmikroskopie mit der Fahigkeit optischer Mikroskope, in wiriger Losung zu
arbeiten. Im Gegensatz zum scanning-tunneling microscope, bei dem die lokale
Leitfihigkeit gemessen wird,”*®* konnen mittels der Kraftmikroskopie nichtleitende, und

[483]

damit auch organische Oberflichen untersucht werden. Die erste mittels

Kraftmikroskopie in atomarer Auflosung erhaltene Abbildung ist eine Bornitrid-
Oberfléche,[484] und auch eine Oberfliche aus Kristallen von DL-Leucin wurde

abgebildet."*® Selbst subatomare Auflosung ist mdglich.”*®® Mittlerweile wurden viele

t [487-489] [490]

biologische Molekiile abgebilde auf molekularer Ebene u. a. Proteine,
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[491] [492] [493]

Lipide, Nukleinsduren, und biomedizinische Polymere. Mittels der der
Kraftmikroskopie konnten auch durch virale Infektion ausgeloste Prozesse auf lebenden
Zellen'™ und Membranproteine dargestellt werden.”*”>*®! Auch die Bindung von

Proteinen mit DNA wurde untersucht.*7*"

Zeitaufgeloste  Abbildungen von
Wechselwirkungen erlauben die Korrelation struktureller Daten mit dynamischem
Verhalten und der Funktion von  Biopolymeren und supramolekularen
Aggregaten.*?***°% Dje Aufnahme von AFM-Abbildungen erlaubt auch die Bestimmung
qualitativer und quantitativer Daten wie der Persistenzlinge von DNA und der Elastizitét

von Zellen und Vesikeln.”*!!

[502]

Die Ausweitung auf lebendige Zellsysteme ist natiirlich auf Oberflichen beschrinkt,

eine Weiterentwicklung, die anstelle der 2D-Position des Cantilevers die 3D-Position einer

Kugel bestimmt, ermoglicht auch Messungen in drei Dimensionen.”™

2.7.4.3 Anwendungen der Kraftspektroskopie

In der Kraftspektroskopie wird der Cantilever als sehr empfindlicher Kraftsensor
eingesetzt,[504] der Messungen von Bindungskriften zwischen Molekiilen im Bereich von
pN erlaubt, wodurch sie zur Untersuchung von biologischen Wechselwirkungen auf
molekularer Ebene geeignet ist.”***®! Die Kriifte, die zur Separation der Bindungspartner
benotigt werden, hdngen von der loading rate ab, die auf den Komplex ausgeiibt wird.

Diese ist definiert als:

loading rate = Geschwindigkeit des Auseinanderziehens x Elastizitat der Molekdle (9)

Sie beschreibt also die Zeitabhingigkeit der externen Kréfte. Eine langsam ansteigende
loading rate gibt mehr Zeit fiir Energieumverteilungen im System, und fiihrt dadurch zu
geringeren AbriBkriften.””! Nahe dem thermischen Gleichgewicht ist die Abhingigkeit
logarithmisch, wenn nur eine einzige Barriere auftritt.”**>'"

Bei der Kraftspektroskopie muf3 darauf geachtet werden, dafl der Linker zwischen der
Probe an der Spitze und der Spitze lang genug ist. Ist dieser zu kurz, konnen unspezifische
Wechselwirkungen zwischen der Spitze selbst und dem auf der Oberfldche fixierten
Molekiil gemessen werden. Durch Immobilisierung eines Bindungspartners auf der

Oberflache und des anderen Bindungspartners an der Spitze des Cantilevers wurden die

Wechselwirkungen zwischen Adenin und Thymin,[sm die einer einzelnen
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[513] [515]

Wasserstoffbriickenbindung und zwischen Avidin und Biotin"”'* bzw. Iminobiotin
und zwischen Streptavidin und Biotin"”'® bestimmt. Selbst die Stirke der Adhision
zwischen Zellen konnte gemessen werden.”'”! Neben Proteinen wurden Untersuchungen
der elastischen Krifte, die bei der durch Auseinanderziehen verursachten Entfaltung eines
Molekiils entstehen, auch an anderen Biomolekiillen wie DNA, Polysacchariden, und
Alkoholen durchgefiihrt.****?% Weiterhin wurden auch zeitaufgeloste Studien von

Enzymaktivititen gemacht.”'®*'! Die Kraftspektroskopie erlaubt auch die Untersuchung

[508,515,516,520-523] [524-527]

molekularer Bindungskréfte, z.B. zwischen Antigen und Antikorper,

supramolekularen Wirt-Gast Systemen[528] und zwischen DNA und verschiedenen

[50,51,529] [479,530-532]

Bindungspartnern, sowohl spezifischer als auch unspezifischer Natur.
Durch Immobilisierung eines DNA-Stranges sowohl an der Spitze des Cantilevers als auch
auf der Oberfliche und Aufnahmen von Kraft-Distanz Kurven mit verschiedenen DNA-
bindenden Molekiilen im Puffer lassen sich verschiedene Bindungstypen
unterscheiden.'*”**'%3 Hierbei tritt zuerst eine Anderung der Form der DNA von der B-
Form zur gestreckten S-Form auf, und anschlieBend reilen die Stringe der DNA

auseinander.

Kraft (pN)
= sSDNA
500 4 JI:
1 f
400 f !I
] Schmelzibergang | |
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200 ! i

" ; |
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Abb. 48: Vergleich der S-Form der DNA mit der B-Form (links) und Darstellung eines Kraft/Distanz-
Diagramms von DNAP*
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3. Aufgabenstellung

Zur Synthese sequenzspezifisch an beliebig ausgewihlte DNA bindender Peptide ist es
wichtig, moglichst viel iiber die Interaktion der Aminosduren mit den Nukleotiden zu
wissen. Zu diesem Zweck konnen Peptide mit der Aminosduresequenz der an der
DNA-Bindung beteiligten Bereiche eingesetzt werden. Dies hat den Vorteil, da3 die
Peptide relativ einfach synthetisiert werden konnen, wihrend die Proteine meist nicht so
einfach zugénglich sind.

Basierend auf der Helix o aus PhoB [E. coli], den Aminosdureresten 190-209 mit der
Sequenz VEDRTVDVHIRRLRKALEPG, sollen Peptide synthetisiert werden, in denen die
DNA-bindenden Aminosaurereste, die aus der NMR- und der Rontgenstruktur sowie aus
Mutationsversuchen bekannt sind,”” " jeweils einzeln gegen Alanin ausgetauscht
werden; um ihren jeweiligen Beitrag zur Bindung zu untersuchen. AuBerdem sollen
Peptide synthetisiert werden, bei denen nicht an der Bindung beteiligte Reste gegen
basische Reste ausgetauscht werden, was die Bindung verbessern konnte. Auch
unterschiedlich N- und C-terminal modifizierte Peptide sollen synthetisiert werden. Es
sollen verschiedene Synthesewege zur Synthese der Peptide verwendet und diese
verglichen werden. Die Wechselwirkung der synthetisierten Peptide mit DNA sollen im
Molekiilensemble mittels Oberflachenplasmonresonanz und CD-Spektroskopie und auf
Einzelmolekiilniveau mittels Kraftspektroskopie untersucht werden.

Weiterhin soll ein als Azotandem bezeichnetes, photoschaltbares Cyclodepsipeptid auf
Basis des synthetischen, auf Triostin A basierenden Bisinterkalators TANDEM
synthetisiert werden.” Als Photoschalter soll ein vorhandener Azobenzolbaustein

971 Die Photoschaltbarkeit des Cyclodepsipeptides soll mittels

verwendet werden.
UV-Spektroskopie untersucht werden.

AuBlerdem soll die Aminosduresequenz des DNA-bindenden Epitops in ExpG aus S.
meliloti aufgeklirt werden. Das epitope mapping soll durch Synthese kurzer Peptide
tiberlappender Aminosduresequenzen aus dem Protein und der anschlieBenden
Untersuchung ihrer Wechselwirkung mit der DNA erfolgen. Wird dieser Prozell mehrmals
nacheinander durchgefiihrt, sollte das Peptid mit der groften Affinitit zum Protein

aufgefunden werden konnen. Die Interaktion mit der DNA soll mittels

Oberflachenplasmonresonanz untersucht werden werden.
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4. Spezieller Teil

4.1 Der Transkriptionsaktivator PhoB und Mutanten

4.1.1 Einleitung

Um die Bindung des DNA-bindenden Epitopes aus PhoB [E. coli] an die entsprechende
DNA zu untersuchen, sollte ein mit einem Linker am C-Terminus versehenes Peptid mit 20
Aminosdureresten synthetisiert werden. Dessen Sequenz sollte die Primirsequenz der
DNA-bindenen, amphiphilen Helix o’  enthalten. Als Sequenz  wurde
VEDRTVDVHIRRLRKALEPG gewihlt, entsprechend den Aminosdureresten 190 bis
209. Der Linker ist notig, um einen gewissen Abstand des Peptids nach seiner
Immobilisierung auf der Mica-Oberfliche zu gewihrleisten, die zur Durchfiihrung der
Kraftspektroskopie notig ist. Als Linker wurde 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan verwendet.
Der N-Terminus des Peptids wurde acetyliert. Im Weiteren wird dieses Konstrukt als
PhoB(190-209)Linker bezeichnet. Aullerdem sollte das entsprechende Epitop aus der
V190M-Mutante des PhoB [E. coli] mit der Sequenz MEDRTVDVHIRRLRKALEPG
sowie das entsprechende Epitop aus PhoB [S. meliloti] mit der Sequenz
VDERTVDVHVGRLRKALNES synthetisiert werden (Abb.: 49). Die V190M-Mutante
des Proteins bindet besser an die entsprechende DNA als die natiirlich vorkommende
Variante. Alle drei Peptide sollten mittels AFM und SPR auf ihre Bindungseigenschaften

an DNA-Fragmente, die das Erkennungsmuster TGTCA enthalten, untersucht werden.
VEDRTVDVHIRRLRKALEPG PhoB [E. coli]
MEDRTVDVHIRRLRKALEPG V190M-Mutante PhoB [E. coli]

VDERTVDVHVGRLRKALNFS PhoB [S. meliloti]

Abb.49: Vergleich der Sequenzen der zu synthetisierenden Peptide.



4. Spezieller Teil 76

4.1.2  Synthese

4.1.2.1 Einleitung

Die Modifikation des C-Terminus mit dem Linker kann auf verschiedenen Wegen
erfolgen. Es ist moglich, das abgespaltene, voll geschiitzte Peptid in Losung am
C-Terminus zu modifizieren, jedoch ist die Aufreinigung eines voll geschiitzten Peptides
nicht trivial, da seine Loslichkeit in den iiblicherweise verwendeten Losungsmitteln sehr
gering ist. AuBlerdem hat es die Tendenz, hydrophobe Wechselwirkungen mit den in den
RP-HPLC-Sidulen verwendeten Trennphasen, modifizierten C18-Kieselgelen, einzugehen.
Dies fiihrt zu Problemen bei der Reinigung.

Eine weitere Moglichkeit besteht in der Peptidsynthese am Safety-catch-Harz. Von diesem
kann es nach automatisierter SPPS, die mit Standard-Peptidsynthesemethoden erfolgen
kann, und anschlieBender Aktivierung mit Iodacetonitril mit einem Nucleophil, hier 1,8-
Diamino-3,6-dioxaoctan, abgespalten werden. Jedoch ist in diesem Fall die Beladung des
Harzes mit der ersten Aminosdure und die Aktivierung relativ zeitaufwendig, und die
Methode erlaubt nicht die Verwendung aller Aminosédurederivate. Aulerdem muf} ein
Mono-Boc-geschiitztes Derivat des Linkers synthetisiert werden, um eine mdgliche
Dimerisierung zu verhindern.

Weiterhin wire es auch moglich, das Peptid in zwei Fragmenten zu synthetisieren. Nach
der Abspaltung des vollgeschiitzten N-terminalen Fragments konnte dieses in Losung oder
an das noch ans Harz gebundene C-terminale Fragment gekuppelt werden. Auch hier
besteht jedoch wieder das Problem der Aufarbeitung vollgeschiitzter Peptide.

Als letzte Moglichkeit bietet es sich an, die erste Aminosdure bereits vor der
Peptidsynthese zu funktionalisieren, und funktionalisiert auf dem Harz zu immobilisieren,
jedoch 146t sich auch eine C-terminal funktionalisierte, N-terminal geschiitzte Aminosiure
nur unter groBem Aufwand aufreinigen. Im Idealfall kann zuerst das Harz mit dem
gewiinschten Linker beladen werden und dieses modifizierte Harz dann mit der ersten

Aminosaure.



4. Spezieller Teil 77

4.1.2.2 Versuch der Synthese des PhoB(190-209)Linker am Safety-catch-Harz
Ac-Val-Glu-Asp-Arg-Thr-Val-Asp-Val-His-lle-Arg-Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Glu-Pro-Gly-Linker 5

Der erste Versuch zur Synthese des PhoB(190-209)Linker erfolgte am Safety-catch-Harz.
Die Synthese am Safety-catch-Harz hat fiir das amphiphile, helicale Modellpeptid
Ac(LARL);Linker problemlos funktioniert,””*! und sollte deshalb auch fiir das Epitop aus
PhoB [E. coli] verwendet werden.

Die Beladung des Safety-catch-Harzes erfolgte nach Quellen des Harzes in Chloroform mit
5 Aquivalenten DIPEA und 3 Aquivalenten der entsprechenden Fmoc-geschiitzten
Aminosiure bei -20°C unter Zugabe von 3 Aquivalenten PyBOP innerhalb von 8h.!"**! Die
Beladungsbestimmung nach Reinigung und Trocknung ergab eine Beladung von 0.43
mmol/g im Falle des Fmoc-Gly-OH. Die Synthese des Peptids erfolgte automatisiert im
Peptidsynthesizer. Zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wurde das Harz mit 2% DBU
und 2% Piperidin in DMF versetzt. Die Kupplung der nichsten Fmoc-geschiitzten
Aminosiure erfolgte mit 3 Aquivalenten TBTU und 6 Aquivalenten DIPEA sowie 3
Aquivalenten des entsprechenden Aminosiurederivates bezogen auf die Beladung des
Harzes fiir 30 min. Die Acetylierung erfolgte in DMF mit 1 Aquivalent Essigsdureanhydrid
und 2 Aquivalenten Pyridin innerhalb von 1h.

Zur Aktivierung wurde das Harz unter Lichtausschluf unter Argon in NMP mit 20
Aquivalenten Iodacetonitril und 5 Aquivalenten DIPEA fiir 24 h geschiittelt. Die
Abspaltung erfolgte durch Zugabe von 3 Aquivalenten N-tert-Butoxycarbonyl-1,8-
diamino-3,6-dioxaoctan zum in DMF unter Argon gequollenen Harz. Nach Schiitteln iiber
Nacht wurde das Harz abfiltriert und mehrfach mit DCM und DMF gewaschen. Die
vereinigten organischen Phasen wurden zur Trockne eingeengt. Um die
Seitenkettenschutzgruppen abzuspalten, wurde der Riickstand in einer Losung von 5%
TIPS in TFA gel6st und 6h geschiittelt. Nach Einengen am Rotationsverdampfer wurde das
Produkt HPL-chromatographisch gereinigt. Es zeigte sich jedoch, da} die Synthese nicht
erfolgreich war, da auch das Trityl-geschiitzte Histidin 198 mit dem Iodacetonitril

reagiert.l>*"
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4.1.2.3 Versuch der Synthese des PhoB(190-209)Linker [S. meliloti] mittels

Fragmentkondensation

Um das Problem der Inkompatibilitidt von His(Trt) in einer Synthese am Safety-Catch-Harz
zu umgehen, wurde eine Fragmentkondensation versucht. Hierzu wurde das Epitop aus
PhoB [S. meliloti] ausgewihlt, VDERTVDVHVGRLRKALNFS, da es an giinstiger Stelle
mitten in der Sequenz ein achirales Glycin enthdlt. Die Kupplung an dieser Stelle
vermeidet die Moglichkeit einer Razemisierung wihrend der Kupplung. Das N-terminale
Fragment VDERTVDVHVG wurde am 2CIl-Trt-Harz synthetisiert, von dem es
vollgeschiitzt abgespalten werden kann, und das C-terminale Fragment RLRKALNFS-
Linker wurde am Safety-Catch-Harz synthetisiert. Anschlieend sollten beide in Lésung

gekuppelt werden.

Val-Asp-Glu-Arg-Thr-Val-Asp-Val-His-Val-Gly-OH 6

Zur Synthese des N-terminalen Fragmentes wurde 2CIl-Trt-Harz mit Fmoc-Gly-OH
beladen. Die Beladung des 2Cl-Trt-Harz erfolgte nach Quellen des Harzes in DCM mit 4.8
Aquivalenten DIPEA und 1.2 Aquivalenten der entsprechenden Fmoc-geschiitzten
Aminosdure. AnschlieBend wurde mit DCM/MeOH/DIPEA (17/2/1) gewaschen, um nicht
abreagierte Kupplungspositionen am Harz zu cappen. Die Beladungsbestimmung nach
Reinigung und Trocknung ergab eine Beladung von 0.68 mmol/g im Falle des
Fmoc-Gly-OH. Der erste Versuch der Synthese erfolgte im Syntheseautomaten, mit 3
Aquivalenten TBTU, 6 Aquivalenten DIPEA und 3 Aquivalenten der jeweiligen
Aminosdure. Die Abspaltung erfolgte mit 1% TFA in DCM, wobei das vollstindig
geschiitzte Peptid erhalten wurde. Bei der Aufreinigung mittels HPLC treten jedoch die
bereits erwidhnten Probleme der Hydrophobizitit auf, das Produkt konnte erst nach

mehreren Laufen von der HPLC-Siule gewaschen werden und war nicht rein.

Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Asn-Phe-Ser-OH 7

Zur Synthese des C-terminalen Fragmentes wurde das Safety-Catch-Harz mit
Fmoc-Ser('Bu)-OH beladen. Die Beladung des Safety-catch-Harzes erfolgte nach Quellen
des Harzes in Chloroform mit 5 Aquivalenten DIPEA und 3 Aquivalenten der

entsprechenden Fmoc-geschiitzten Aminosdure bei -20°C unter Zugabe von 3
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Aquivalenten PyBOP innerhalb von 8h."* Die Beladungsbestimmung nach Reinigung
und Trocknung ergab eine Beladung von 0.43 mmol/g im Falle des Fmoc-Ser(‘'Bu)-OH.
Die Synthese erfolgte im Syntheseautomaten, mit 3 Aquivalenten TBTU, 6 Aquivalenten
DIPEA und 3 Aquivalenten der jeweiligen Aminosidure. Die Aktivierung des Harzes
erfolgte unter LichtausschluB unter Argon in NMP mit 20 Aquivalenten Iodacetonitril und
5 Aquivalenten DIPEA fiir 24 h. Die Abspaltung erfolgte durch Zugabe von 3
Aquivalenten N-tert-Butoxycarbonyl-1,8-diamino-3,6-dioxaoctan zum in DMF unter
Argon gequollenen Harz. Nach Schiitteln {iber Nacht wurde das Harz abfiltriert und
mehrfach mit DCM und DMF gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden zur
Trockne eingeengt. Nach der Aufreinigung mittels HPLC konnte kein Produkt mehr
isoliert werden.

Der néchste Syntheseversuch fiir das C-terminale Fragment erfolgte manuell am
2CI-Trt-Harz 8. Gekuppelt wurde mit 3 Aquivalenten TBTU, 6 Aquivalenten DIPEA und 3
Aquivalenten der jeweiligen Aminosiure. Die Abspaltung der temporiren Schutzgruppe
erfolgte mit je 2% DBU und Piperidin in DMF fiir zweimal 15 min. Die Abspaltung vom
Harz erfolgte mit HFIP in DCM im Verhiiltnis 1:4. Die Kupplung soll mit dem Rohprodukt
durchgefiihrt werden.

Die nichste Synthese des C-terminalen Fragments erfolgte wieder automatisch, diesmal
jedoch am 2CI-Trt-Harz 9. Dies bedeutet, da nach der Kupplung der Fragmente das
Peptid C-terminal mit N-fert-Butoxycarbonyl-1,8-diamino-3,6-dioxaoctan modifiziert
werden muf3. Die Beladung des 2CI-Trt-Harzes erfolgte nach Quellen des Harzes in DCM
mit 4.8 Aquivalenten DIPEA und 1.2 Aquivalenten der entsprechenden Fmoc-geschiitzten
Aminosdure. AnschlieBend wurde mit DCM/MeOH/DIPEA (17/2/1) gewaschen, um nicht
abreagierte Kupplungspositionen am Harz zu cappen. Die Beladungsbestimmung nach
Reinigung und Trocknung ergab eine Beladung von 1.26 mmol/g im Falle des Fmoc-
Ser(‘Bu)-OH. Die Synthese erfolgte im Syntheseautomaten mit 3 Aquivalenten TBTU, 6
Aquivalenten DIPEA und 3 Aquivalenten der jeweiligen Aminosiure zur Kupplung und je
2% DBU und Piperidin in DMF zur Abspaltung der temporiren Schutzgruppe. Nach der
Synthese wurde das Harz aufgeteilt, und das Peptid von der einen Hélfte mit HFIP in DCM

im Verhiltnis 1:4 abgespalten.
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Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Asn-Phe-Ser O

10

Es wurde versucht, den C-Terminus dieses Fragments in Losung mittels 2CI-TrtCl zu
schiitzen. Hierzu wurde wieder das Rohprodukt eingesetzt, und zu Berechnung der
einzusetzenden Menge von 100% Ausbeute ausgegangen. Das Rohprodukt wurde in 2 mL
DMF gel6st und 1.2 Aquivalente in 500 uL. DMF gelostes 2CI-TrtCl sowie 4 Aquivalente
DIPEA in 500 uLL. DMF wurden hinzugegeben. Die Reaktionskontrolle im MALDI-ToF-
MS zeigte jedoch auch nach einer Reaktionszeit von mehreren Tagen nicht das gewiinschte

Produkt, sondern nur noch nicht identifizierbare Fragmente.
Ac-Val-Asp-Glu-Arg-Thr-Val-Asp-Val-His-Val-Gly-Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Asn-Phe-Ser-Linker 11

Mit der anderen Hilfte des Harzes wurde versucht, das komplette Peptid am Harz zu
synthetisieren 11a. Hierzu wurde das Harz in 500 uL DMF gequollen, das Rohprodukt der
manuellen Synthese des N-Terminus in 1750 uL DMF, 1.1 Aquivalente HATU in 1000 uL
DMF gelost und alles mit 2.2 Aquivalenten DIPEA zusammen gegeben. Nach 2 Tagen
wurden nochmals 1.1 Aquivalente HATU und 2.2 Aquivalente DIPEA hinzugegeben,
trotzdem war kein vollgeschiitztes Peptid, sondern nur noch undefinierbare Fragmente im
MALDI-ToF-MS zu finden.

Als ndchstes wurde das C-terminale Fragment nochmals im Syntheseautomaten
synthetisiert, und versucht, es in einem Medium zu 16sen, mit dem die HPLC arbeiten
kann. Dies geschah in der Hoffnung, dal ein Wechsel der Laufmittel eine Aufreinigung
mittels HPLC ermoglicht. Es zeigte sich, daB3 das vollgeschiitzte C-terminal Fragment
weder in 95 % Wasser, 5 % Acetonitril und 0.1% TFA noch in 95 % Acetonitril, 5 %
Wasser und 0.1% TFA, den Standard-Eluenten der RP-HPLC, 16slich war. Auch die
Verwendung eines 100 mM KH,PO, / NaHPO, Phosphatpuffers statt des Wassers dnderte
dies nicht. Die Zugabe der chaotropen Reagenzien 0.1 mM NaClO; oder 6M
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Guanidinium-HCI verbesserten die Loslichkeit nicht. Selbst in DMSO war das
vollgeschiitzte Peptid nicht 16slich.
Dies ldt vermuten, dal eine Aufreinigung dieses vollgeschiitzten Fragmentes und

vermutlich auch des vollgeschiitzten kompletten Peptides mittels HPLC nicht méglich ist.

4.1.2.4 Versuch der Synthese des PhoB(190-209) [S. meliloti] am 2Cl-Trt-Harz mit

anschlieBender C-terminaler Funktionalisierung

Nachdem die Synthese am Safety-catch-Harz und die Versuche mit vollgeschiitzten
Fragmenten fehlgeschlagen waren, erfolgte als néchstes der Versuch, das Fragment
komplett am 2-Cl-Trt-Harz zu synthetisieren 11b, und es anschlieBend mit N-tert-
Butoxycarbonyl-1,8-diamino-3,6-dioxaoctan C-terminal zu funktionalisieren. Zu diesem
Zweck wurde am mit Fmoc-Ser(‘Bu)-OH beladenem 2CI-Trt-Harz im Syntheseautomaten
das vollstindige Epitop des PhoB [S. melilotil, VDERTVDVHVGRLRKALNEFS,
aufgebaut. Die Kupplung erfolgte mit 3 Aquivalenten TBTU, 6 Aquivalenten DIPEA und
3 Aquivalenten der jeweiligen Aminosiure, die Abspaltung mit je 2% DBU und Piperidin
in DMF. Es gelang jedoch nicht, das Peptid vollgeschiitzt vom Harz abzuspalten, weder
mit 0,5% oder 1% TFA in DCM, noch mit HFIP in DCM im Verhiltnis 1:4. Auch die
Trityl-Schutzgruppen am Histidin- und/oder Glutamin-Rest wurden abgespalten, so daf3
kein vollgeschiitztes Peptid zu finden war.

Da auch bei dieser Methode das schlecht 16sliche vollgeschiitzte Peptid aufgearbeitet

werden miiflte, wurde diese Strategie zu Gunsten der nichsten nicht weiterverfolgt.

4.1.2.5 Synthese des PhoB(190-209)Linker am 2CIl-Trt-Harz

Um die C-terminale Modifikation am vollgeschiitzten Peptid tiberfliissig zu machen, wird
angestrebt, das bereits modifizierte Peptid am Harz zu synthetisieren, und dies
anschlieBend komplett entschiitzt abzuspalten. Zu diesem Zweck wird an die Fmoc-
geschiitzte C-terminale Aminosdure, im Fall von PhoB [S. meliloti] Fmoc-Ser(Bzl)-OH,
der monogeschiitzte Linker, N-tert-Butoxycarbonyl-1,8-diamino-3,6-dioxaoctan,
kondensiert. Die Seitenkette des Serins wird mit der hydrogenolytisch abzuspaltenden
Benzyl-Schutzgruppe permanent geschiitzt, da die fert-Butyl-Schutzgruppe bei der
Abspaltung der Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe vom Linker nach der Kondensation auch

abgespalten werden wiirde. Von diesem Konstrukt wird C-terminal die Boc-Schutzgruppe
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abgespalten. Anschlieend wird das 2Cl-Trt-Harz mit diesem Konstrukt beladen, und die
Peptidsynthese im Syntheseautomaten durchgefiihrt. Nach der Synthese kann das Peptid

komplett entschiitzt abgespalten werden.

4.1.2.5.1 Kondensation von Fmoc-Leu-OH mit N-tert-Butoxycarbonyl-1,8-diamino-3,6-
dioxaoctan und Abspaltung der Boc-Schutzgruppe

Als Probereaktion wurde aus Kostengriinden anstelle von Fmoc-Ser(Bzl)-OH Fmoc-Leu-

OH verwendet, um die Reaktion zu testen.

)

O. OTHJLHNOwONHTO+
O _T7 O

12

Zur Kondensation von Fmoc-Leu-OH mit N-fert-Butoxycarbonyl-1,8-diamino-3,6-
dioxaoctan wurden 1 Aquivalent EDCsHCI und 1 Aquivalent NMM in auf 0°C gekiihltem
DCM gelost. Es wurden 1 Aquivalent HOBteH,0, 1 Aquivalent Fmoc-Leu-OH und 1
Aquivalent  N-tert-Butoxycarbonyl-1,8-diamino-3,6-dioxaoctan  hinzugegeben. Nach
Beendigung und Aufarbeiten der Reaktion wurde das Produkt mittels
Sadulenchromatographie mit verschiedenen EtOAc/PE 60/80 Gradienten gereinigt. Zur
Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurde das Produkt 2 h mit TFA/DCM 2:5 (v/v)
behandelt.

Nach der Aufreinigung konnte das Produkt mit 88% Ausbeute isoliert werden, so dal3

dieser Syntheseweg geeignet erscheint.
4.1.2.5.2 Beladung des 2CI-Trt-Harzes mit Fmoc-Leu-Linker
Zur Beladung des 2CI-Trt-Harzes wurde das Harz in DMF gequollen und mit 1.2

Aquivalenten der modifizierten Aminosiure sowie 4.8 Aquivalenten DIPEA versetzt. Nach

Aufarbeiten und Trocknen des Harzes ergab die Beladungsbestimmung eine Beladung von
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0.25 mmol/g. Es ist also moglich, das 2Cl-Trt-Harz mit der modifizierten Aminosdure zu

beladen.

4.1.2.5.3 Kondensation von Fmoc-Ser(Bzl)-OH mit N-tert-Butoxycarbonyl-1,8-diamino-

3,6-dioxaoctan und Abspaltung der Boc-Schutzgruppe

()

O. OTHJLH/\/O\/\O/\/HTO-—
o)

o
¢!

13

Zur Kondensation von Fmoc-Ser(Bzl)-OH mit N-fert-Butoxycarbonyl-1,8-diamino-3,6-
dioxaoctan wurden 1.5 Aquivalent EDC.HCI und 1.5 Aquivalent NMM in auf 0°C
gekiihltem DCM gelost. Es wurden 1.5 Aquivalent HOBteH,0, 1 Agquivalent Fmoc-
Ser(Bzl)-OH und 1 Aquivalent N-tert-Butoxycarbonyl-1,8-diamino-3,6-dioxaoctan
hinzugegeben. Zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurde das Produkt 2 h mit
TFA/DCM 2:5 (v/v) behandelt. Nach Beendigung und Aufarbeiten der Reaktion wurde das

Produkt mittels Sdulenchromatographie gereinigt.
4.1.2.5.4 Beladung des 2CI-Trt-Harzes mit Fmoc-Ser(Bzl)-Linker

Zur Beladung des 2CI1-Trt-Harzes wurde das Harz in DMF gequollen und 1.2 Aquivalente
der modifizierten Aminosiure sowie 4.8 Aquivalente DIPEA wurden hinzugegeben. Nach
Aufarbeiten und Trocknen des Harzes ergab die Beladungsbestimmung eine Beladung von

0.8 mmol/g.
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4.1.2.5.5 Beladung des 2CI-Trt-Harzes mit Fmoc-Gly-Linker

D

O. OTHQLH/\/O\/\O/\/HTO%
0 0

14

Um nicht nur das DNA-bindende Epitop aus PhoB [S. meliloti], sondern auch die aus PhoB
[E. coli] und der V190M-Mutante des PhoB [E. coli] zu synthetisieren, wurde Fmoc-Gly-
OH auf dieselbe Weise mit dem Linker kondensiert und 2Cl-Trt-Harz mit dem Konstrukt
beladen. Zur Beladung des 2CIl-Trt-Harzes wurde das Harz in DMF gequollen und 1.2
Aquivalente der modifizierten Aminosiure sowie 4.8 Aquivalente DIPEA hinzugegeben.
Nach Aufarbeiten und Trocknen des Harzes ergab die Beladungsbestimmung eine

Beladung von 0.76 mmol/g.

4.1.2.5.6 Synthese der DNA-bindenden Epitope aus PhoB [S. meliloti], PhoB [E. coli]
und der V190M-Mutante des PhoB [E. coli] am 2Cl-Trt-Harz

Die Synthese der drei verschiedenen DNA-bindenden Epitope aus PhoB [S. meliloti],
PhoB [E. coli] und der V190M-Mutante des PhoB [E. coli] sollte parallel im
Syntheseautomaten erfolgen. Da nur der letzte Aminosiurerest in der V190M-Mutante von
PhoB [E. coli] abweicht, und noch dazu ein Methioninrest ist, der mit Luftsauerstoff
oxidiert werden kann, soll die letzte Aminosidure manuell gekuppelt werden. Es wurden
also Peptide mit den Sequenzen VDERTVDVHVGRLRKALNES fiir PhoB [S. meliloti]
und EDRTVDVHIRRLRKALEPG fiir PhoB [E. coli] und die V190M-Mutante des PhoB
[E. coli] synthetisiert. Die Synthese erfolgte im Syntheseautomaten, die Kupplung erfolgte
mit 3 Aquivalenten TBTU, 6 Aquivalenten DIPEA und 3 Aquivalenten der jeweiligen
Aminosiure, die Abspaltung mit je 2% DBU und Piperidin in DMF.
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4.1.2.5.7 Acetylierung von PhoB(190-209) [S. meliloti]

Um den N-Terminus des Peptids zu acetylieren, wurde das Harz in DMF gequollen, 2
Aquivalente Pyridin und 1 Aquivalent Essigsiureanhydrid hinzugegeben, 2 h geschiittelt

und anschlieBend gewaschen.

4.1.2.5.8 Synthese von PhoB(190-209) [S. meliloti]

Ac-Val-Asp-Glu-Arg-Thr-Val-Asp-Val-His-Val-Gly-Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Asn-Phe-Ser-Linker 15

Das N-terminal acetylierte, C-terminal mit dem Linker funktionalisierte Peptid wurde mit
5% TFA in DCM vom Harz abgespalten. Es wurde bewullt eine kurze Reaktionszeit
gewihlt, da die kurze Kontaktzeit des TFA/DCM-Gemisches verhindert, daf sich zu viel
Harz auflost, welches anschlieBend vom Produkt getrennt werden muf3. Allerdings war die
Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen noch unvollstindig. Um die Schutzgruppen
vollstdndig zu entfernen, wurde das Produkt {iber Nacht in 76% TFA, 13% Wasser, 8%
Thioanisol und 3% TIPS geschiittelt und aufgearbeitet. Nach der Gefriertrocknung muf3te
noch die Bzl-Schutzgruppe vom Peptid abgespalten werden, dies geschah katalytisch mit
Pd/Aktivkohle und Wasserstoff. Die abschlieBende Reinigung des Peptides erfolgte mittels
HPLC in zwei aufeinander folgenden Laufen mit verschiedenen Gradienten. Es konnten

0.8 mg Produkt isoliert werden, dies entspricht einer Ausbeute von 0.05%

4.1.2.5.9 Synthese von PhoB (190-209) [E. coli]

Ac-Val-Glu-Asp-Arg-Thr-Val-Asp-Val-His-lle-Arg-Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Glu-Pro-Gly-Linker 16

Das Harz der Synthese von EDRTVDVHIRRLRKALEPGLinker wurde in zwei Teile
geteilt. Zur Synthese von PhoB(190-209)Linker aus [E. coli] wurde manuell Fmoc-Val-OH
an das harzgebundene Peptid gekuppelt. Die Kupplung erfolgte mit je 1.5 Aquivalenten
Fmoc-Val-OH und TBTU sowie 3 Aquivalenten DIPEA, die anschlieBende Abspaltung
der Fmoc-Schutzgruppe erfolgte mit 2% DBU und 2% Piperidin in DMF. Anschlie3end
wurde das Peptid mit 1 Aquivalent Essigsiureanhydrid und 2 Aquivalenten Pyridin
acetyliert. Die Abspaltung des Peptids erfolgte mit 95% TFA, 2.5% TIPS und 2.5%
Wasser. Die abschlieBende Aufreinigung des Peptids erfolgte mittels HPLC in zwei
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aufeinander folgenden Liufen mit verschiedenen Gradienten. Es konnten 22.4 mg Produkt

isoliert werden, dies entspricht einer Ausbeute von 6%.

4.1.2.5.10 Synthese der V190M-Mutante von PhoB (190-209) [E. coli]

Ac-Met-Glu-Asp-Arg-Thr-Val-Asp-Val-His-lle-Arg-Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Glu-Pro-Gly-Linker 17

Der zweite Teil des Harzes der Synthese von EDRTVDVHIRRLRKALEPGLinker wurde
in DMF gequollen. Zur Synthese der V190M-Mutante von PhoB [E. coli] wurde manuell
Fmoc-Met-OH an das harzgebundene Peptid gekuppelt. Die Kupplung erfolgte mit je 1.5
Aquivalenten Fmoc-Met-OH und TBTU sowie 3 Aquivalenten DIPEA, die anschlieBende
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgte mit 2% DBU und 2% Piperidin in DMF.
AnschlieBend wurde das Peptid mit 1 Aquivalent Essigsiureanhydrid und 2 Aquivalenten
Pyridin acetyliert. Nach Abspaltung des Peptids mit 95% TFA, 2.5% TIPS und 2.5%
Wasser war kein Produkt mehr im MALDI-ToF-MS nachzuweisen.

4.1.2.6 Synthese der DNA-bindenden Epitope aus PhoB (190-209) [S. meliloti] und
PhoB (190-209) [E. coli] am mit 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan

funktionalisierten 2CIl-Trt-Harz

Da die Aufreinigung der mit dem Linker oder dem Boc-geschiitztem Linker
funktionalisierten Fmoc-geschiitzten Aminosidure sehr zeitaufwendig ist, wird zuerst das
Harz mit dem Linker beladen, und anschlieBend die erste Aminosidure manuell ans Harz
gekuppelt.

Die Beladung des Harzes erfolgte nach Quellen des Harzes in DCM, anschlieBendem
Entfernen des DCM und Zugabe von 10 mL 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan /g Harz, was bei
einer Beladung von 1.4 mmol potentieller Bindestellen /g Harz einem 50fachen Uberschu3
entspricht. Nach 1 h Schiitteln wurde das Harz gewaschen und getrocknet.

Die Kupplung der ersten Aminosiure erfolgte mit 1.5 Agquivalenten TBTU, 1.5
Aquivalenten der Aminosiure und 3 Aquivalenten DIPEA in DMF. Nach Waschen und
Trocknen wurde die Beladung bestimmt, fiir Fmoc-Gly-OH wurde eine Beladung von 0.61
mmol/g erreicht, im Falle des Fmoc-Ser(‘Bu)-OH von 0.88 mmol/g.

Die Synthese der Peptide erfolgte im Syntheseautomaten, mit 3 Aquivalenten TBTU, 6

Aquivalenten DIPEA und 3 Aquivalenten der jeweiligen Aminosiure zur Kupplung. Die
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Kupplung wurde als Doppelkupplung durchgefiihrt, also zweimal nacheinander ohne
zwischenzeitliche Abspaltung der temporidren Fmoc-Schutzgruppe. Dies verringert das
Auftreten von Fehlsequenzen und erhoht die Ausbeute. Die Abspaltung der temporidren

Schutzgruppe erfolgte mit 2% DBU und 2% Piperidin in DMF.

4.1.2.6.1 Synthese von PhoB (190-209) [E. coli]

Der N-Terminus des Peptids wurde mit 2 Aquivalenten Pyridin und 1 Aquivalent
Essigsdureanhydrid acetyliert, und das Peptid wurde mit 50% TFA, 47.5% DCM und 2.5%
TIPS vom Harz abgespalten. Die Reinigung erfolgte mittels HPLC, in zwei aufeinander
folgenden Lédufen mit verschiedenen Gradienten. Es konnten 2.5 mg Produkt 18 isoliert

werden, dies entspricht einer Ausbeute von 0.5 %.

4.1.2.6.2 Synthese von PhoB (190-209) [S. meliloti]

Der N-Terminus des Peptids wurde mit 2 Aquivalenten Pyridin und 1 Aquivalent
Essigsdureanhydrid acetyliert, und das Peptid wurde mit 50% TFA, 47.5% DCM und 2.5%
TIPS vom Harz abgespalten. Die Reinigung erfolgte mittels HPLC, in vier aufeinander
folgenden Laufen mit verschiedenen Gradienten. Am Ende konnte kein Produkt 19 isoliert

werden.

4.1.2.7 Durchfiihrung eines Alanin-Scans im DNA-bindenden Epitop PhoB(190-209)

aus E. coli

Auf der Basis des Synthesewegs fiir das DNA-bindende Epitop aus PhoB [E. coli], wurde
ein Alanin-Scan durchgefiihrt. Hierzu wurden Peptide synthetisiert, in denen sdmtliche
basischen Aminoséurereste und andere an der Bindung beteiligte Aminoséurereste in der

Sequenz jeweils einzeln gegen Alanin ausgetauscht sind (Tab. 2, Abb. 50).
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Tab. 2: Sequenz der fiir den Alanin-Scan synthetisierten Peptide, die variierte Aminosdure ist jeweils gelb
markiert.
18 VEDRTVDVHIRRLRKALEPG PhoB [E. coli]

20 VADRTVDVHIRRLRKALEPG PhoB [E. col] E191A
21 VEDATVDVHIRRLRKALEPG PhoB [E. col] R193A
22 VEDRAVDVHIRRLRKALEPG PhoB [E. col] T194A
23 VEDRTVDVAIRRLRKALEPG PhoB [E. col] H198A
24 VEDRTVDVHIARLRKALEPG PhoB [E. col] R200A
25 VEDRTVDVHIRALRKALEPG PhoB [E. col] R201A
26 VEDRTVDVHIRRLAKALEPG PhoB [E. col] R203A
27 VEDRTVDVHIRRLRAALEPG PhoB [E. col] K204A

Abb. 50: Darstellung der Bindung eines Molekiils PhoB an die komplementire DNA mit Blick entlang der
DNA-bindenden Helix of’. Die Seitenketten der basischen Reste (Arg, Lys, His) sind blau dargestellt, die des
Thr-Rests rot und die der Glu-Reste weiB.'*).

Vergleichende Bindungsstudien mittels Oberflichenplasmonresonanz und Kraft-
spektrokopie sollten dann Aufschlul iiber den Grad der Beteiligung der einzelnen

Aminosduren an der Bindung zur DNA geben konnen.



4. Spezieller Teil 89

Die Synthese wurde am mit dem Linker 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan funktionalisiertem
und mit Fmoc-Glycin beladenem 2Cl-Trt-Harz im Syntheseautomaten durchgefiihrt. Die
Kupplung erfolgte mit 1.5 Aquivalenten TBTU, 3 Aquivalenten DIPEA und 1.5
Aquivalenten der jeweiligen Aminosiure. Die Kupplung wurde als Doppelkupplung
durchgefiihrt. Die Abspaltung der temporiren Schutzgruppe erfolgte mit 6% Piperazin in
DMF, da die Rohprodukte im MALDI-ToF-MS sauberer zu sein scheinen und die
Ausbeuten besser sind als bei der Abspaltung mit 2% DBU und 2% Piperidin in DMF. Der
N-Terminus der Peptide wurde mit 2 Aquivalenten Pyridin und 1 Aquivalent
Essigsdureanhydrid acetyliert. Die Peptide wurden mit 95% TFA, 2.5% TIPS und 2.5%
Wasser vom Harz abgespalten, und mittels HPLC mit mehreren Ladufen und

unterschiedlichen Gradienten aufgereinigt.

4.1.2.8 Synthese weiterer C- und N-terminal modifizierter Peptide

Zur Untersuchung des Einflusses der N- und C-terminalen Modifikation mit einer Acetyl-
Gruppe und dem Linker wurden vier Peptide synthetisiert, die beide, keine und nur jeweils

eine Modifikation enthalten (Tab. 3).

Tab. 3: Sequenz der fiir die Untersuchung des Einflu3es der unterschiedlichen
Modifikationen des Peptids synthetisierten Peptide.
18 Ac-VEDRTVDVHIRRLRKALEPG-Linker

28 AC-VEDRTVDVHIRRLRKALEPG
29 VEDRTVDVHIRRLRKALEPG-Linker
30 VEDRTVDVHIRRLRKALEPG

Durch Bindungsstudien mittels der Oberfldchenplasmonresonanz sollte dann untersucht
werden, welchen Einflul die Modifikationen auf die Bindungseigenschaften der Peptide
haben.

Die Synthese erfolgte am 2CIl-Trt-Harz, das im Falle der C-terminal mit dem Linker
funktionalisierten Peptide noch mit dem Linker 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan beladen
wurde. Die Kupplung erfolgte mit 1.5 Aquivalenten TBTU, 3 Aquivalenten DIPEA und
1.5 Aquivalenten der jeweiligen Aminosiure. Die Kupplung wurde als Doppelkupplung
durchgefiihrt, also zweimal nacheinander ohne zwischenzeitliche Abspaltung der
tempordren Fmoc-Schutzgruppe. Die Abspaltung der tempordren Schutzgruppe erfolgte
mit 6% Piperazin in DMF, da die Rohprodukte im MALDI-ToF-MS sauberer zu sein
scheinen und die Ausbeuten besser sind als bei der Abspaltung mit 2% DBU und 2%
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Piperidin in DMF. Jeweils eine C-terminal funktionalisierte und nicht funktionalisierte
Harzfraktion wurde mit 2 Aquivalenten Pyridin und 1 Aquivalent Essigsiureanhydrid
acetyliert. Die Peptide wurden mit 95% TFA, 2.5% TIPS und 2.5% Wasser vom Harz
abgespalten, und mittels HPLC mit mehreren Liufen und unterschiedlichen Gradienten

aufgereinigt.

4.1.2.9 Durchfithrung eines Arginin-Scans im DNA-bindenden Epitop PhoB(190-
209) aus [E. coli]

Um zu versuchen, die Bindungsfahigkeit des Peptids mit der Primérsequenz des natiirlich
vorkommenden Proteins zu verbessern, wurden Peptide synthetisiert, in denen an geeignet
scheinenden Stellen andere Aminosdurereste gegen Argininreste ausgetauscht sind. Diese
Stellen wurden so ausgewihlt, daB die amphiphile Struktur der DNA-bindenden Helix of’
verstarkt wird. Dies kann dadurch erreicht werden, daB die zusitzlichen basischen
Argininreste im Peptid so eingefiigt werden, dal im Abstand von 3-4 Aminosédureresten
basische Reste auftreten. So 148t sich an der o-Helix, die 3,6 Aminosiurereste fiir eine
vollstindige Windung bendtigt, ein einheitlich basisch geladener Bereich erzeugen, der mit
den Phosphatgruppen der DNA wechselwirken kann. Die erhohte Anzahl der basischen
Aminosdurereste kann zwar nicht die Spezifitdt der Bindung verbessern, jedoch sollte es
moglich sein, eine festere Bindung nach Erkennung der spezifischen Bindungssequenz zu
erreichen.

Aspartat'®, Valin'”’ und Glutamat®®’ liegen an geeigneter Position, und es wurden Peptide
mit den einzelnen mutierten Aminosduren und zwei Peptide mit jeweils zwei Mutationen,
Glu*" und jeweils entweder Asp196 oder Val'”’ synthetisiert (Tab. 4).

Tab. 4: Sequenz der fiir den Arginin-Scan synthetisierten Peptide, die variierte Aminosdure ist jeweils gelb

markiert, die im nativen Peptid enthaltenen basischen Aminosédurereste sind blau markiert.
18 VEDRTVDVHIRRLRKALEPG PhoB [E. coli]

31 VEDRTVRVHIRRLRKALEPG PhoB [E. coli] D196R
32 VEDRTVDRHIRRLRKALEPG PhoB [E. col] V197R
33 VEDRTVDVHIRRLRKALRPG PhoB [E. coli] E207R
34 VEDRTVRVHIRRLRKALRPG PhoB [E. colil D196R E207R
35 VEDRTVDRHIRRLRKALRPG PhoB [E. col] V197R E207R

Besonders gut ist in der Netzdarstellung des Peptids zu erkennen, da3 diese Aminosiduren

an geeignet Positionen sind um die basischen Bereiche zu vergrofern. Fiir eine
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Netzdarstellung wird der ,Zylinder der o-Helix ,aufgeschnitten”, so kann das

,.Netzwerk* der Seitenketten betrachtet werden kann (Abb. 51).

v Ac E v Ac E v Ac = v Ac i v Ac E v Ac z
D D D D D D
T v T v T v T v T v | T v
D D D R D
v v R R v \Y R
I I I I I I
L L L L L L
L A L A L A L A L A L A
E E E B R p R 5 R
a g | B s | F G G G
Linker Linker Linker Linker Linker Linker
PhoB D196R V197R E207R D196R E207TR  V197R E207R

Abb. 51: Netzdarstellung der fiir den Arginin-Scan synthetisierten Peptide, die variierte Aminosédure ist
jeweils griin markiert, die im nativen Peptid enthaltenen basischen Aminosaurereste sind blau markiert.

Auch die Darstellung als “Edmundson-Rad* zeigt die Verstiarkung der Amphiphilie durch

die zusitzlich eingefiihrten basischen Aminosédureste (Abb. 52).

E207R D196R E207R V197R E207TR

Abb. 52: Darstellung der Edmundson-Rider der fiir den Arginin-Scan synthetisierten Peptide, die variierte
Aminosidure ist jeweils griiln markiert, die im nativen Peptid enthaltenen basischen Aminoséurereste sind blau
markiert.
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Die Synthese wurde am mit dem Linker 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan funktionalisiertem
und mit Fmoc-Glycin beladenem 2Cl-Trt-Harz im Syntheseautomaten durchgefiihrt. Die
Kupplung erfolgte mit 1.5 Aquivalenten TBTU, 3 Aquivalenten DIPEA und 1.5
Aquivalenten der jeweiligen Aminosiure. Die Kupplung wurde als Doppelkupplung
durchgefiihrt, also zweimal nacheinander ohne zwischenzeitliche Abspaltung der
tempordren Fmoc-Schutzgruppe. Die Abspaltung der tempordren Schutzgruppe erfolgte
mit 6% Piperazin in DMF. Der N-Terminus der Peptide wurde mit 2 Aquivalenten Pyridin
und 1 Aquivalent Essigsiureanhydrid acetyliert. Die Peptide wurden mit 95% TFA, 2.5%
TIPS und 2.5% Wasser vom Harz abgespalten, und mittels HPLC mit mehreren Liufen
und unterschiedlichen Gradienten aufgereinigt. Nach der Aufreinigung von D196R konnte
kein  Produkt isoliert ~werden. Da die Bindungsstudien mittels der
Oberflachenplasmonresonanz mit den iibrigen Peptiden jedoch nicht zufriedenstellend

waren (4.1.3.3) wurde von einer erneuten Synthese von D197R abgesehen.

4.1.3 Oberflichenplasmonresonanz

Zur Gewinnung kinetischer Daten iiber die Bindung der PhoB Peptide an die zu PhoB [E.
coli] ~ komplementire = DNA  wurden  Oberflichenplasmonresonanz-Messungen
durchgefiihrt. Hierfiir wurde ein BIACORE® 3000 verwendet. Das MeBsystem besteht aus
einem auswechselbaren Chip mit vier FluBkammern von je 2.1 mm Lénge, 0.55 mm Breite
und 0.05 mm Hohe. Diese Fluflzellen sind sowohl unabhiéngig als auch gegeneinander
schaltbar, wodurch Referenzmessungen moglich sind.

Fiir die Messungen wird auf der MeBzelle die zu PhoB(190-209) [E. coli] komplementére
5’-biotinylierte DNA {iber die Streptavidin / Biotin Wechselwirkung immobilisiert, die das
Bindemotiv mit vier aufeinander folgenden Bindestellen fiir PhoB enthilt (Sequenz siehe
unter 6.1.3.1). Auf der Referenzzelle wird eine identische Menge des pFPR-Fragments der
EBNA-DNA ebenfalls iiber die Streptavidin / Biotin Wechselwirkung immobilisiert
(Sequenz siehe unter 6.1.3.3), um unspezifische Wechselwirkungen detektieren zu konnen.
Fiir die Messungen wurde angenommen, da3 die Bindung an eine Bindungsstelle die
Bindung an die iibrigen Bindungsstellen nicht beeinfluft, so daf fiir die Auswertung von
einem 1:1-Modell ausgegangen werden kann. Im Verlaufe der Datenanalyse zeigt sich

jedoch, daf} dies fiir das gewihlte Versuchs-Setup nicht zulédssig zu sein scheint.
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4.1.3.1 Bindungsstudie mit PhoB und den aus dem Alanin-Scan stammenden

Peptiden

4.1.3.1.1 Immobilisierung der DNA

Die Immobilisierung der DNA auf der Oberfliche eines SA-Sensor-Chips erfolgt mittels
5’-biotinylierter DNA. AnschlieBend wird so lange eine Losung der DNA im Laufpuffer
mit zusitzlich 5 M NaCl bei einem Flu3 von 5 uL / min injiziert, bis die gewiinschte
Bindungsantwort erreicht wird. Als Puffer wird ein Phosphatpuffer mit 100 mM KH,PO,
und 50 mM NaCl mit einem pH von 7.4 verwendet. Das zusétzliche NaCl im Laufpuffer
soll durch Zerstorung von Sekundir- und Tertidrstrukturen der DNA sicherstellen, dafl das

Biotin an der DNA auch frei vorliegt.

4.1.3.1.2 Erste Messung mit PhoB(190-209) [E. coli]

Die erste Messung mit dem Peptid mit der nativen Sequenz PhoB(190-209) [E. coli]
erfolgte bei einem Flufl von 20 uL / min. Fiir die ersten Experimente wurden 2118 RU der
DNA (Sequenz siehe 6.1.3.1) immobilisiert. Die Messungen erfolgten durch 5 min
Injektion der Peptidlosung und 10 min zur Dissoziation der Peptide von der DNA, als
Puffer wurde ein Phosphatpuffer mit 100 mM KH,PO,4 und 50 mM NaCl mit einem pH
von 7.4 verwendet. Die abschlieende Regeneration erfolgte mit 0.5 M NaCl und 50 mM
NaOH fiir 15 Sekunden. Fiir den ersten Test war auf der Oberfliche der Referenzzelle
keine DNA immobilisiert. In dieser MeBreihe wurde durch die Differenzbildung die
unspezifische Wechselwirkung mit der Dextranmatrix beriicksichtigt, keine unspezifische

Bindung an die DNA.
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Abb. 53: Vergleich der Sensogramme der ersten Messung von PhoB(190-209) [E. coli], Bei diesen
Experimenten war keine DNA auf der Referenzzelle immobilisiert.

o

Die Sensogramme fiir die unterschiedlichen Konzentrationen zeigen alle einen schnellen
Anstieg zu Beginn der Injektion, dann einen langsamen Anstieg wéhrend der
Assoziationsphase bis zum Ende der Injektion, einen schnellen Abfall direkt nach der
Injektion und einen langsameren wéhrend der Dissoziationsphase (Abb. 53). Der erreichte
ARUmax Wert ist offensichtlich konzentrationsabhédngig. Die Tatsache, dafl dieser zum
Ende der Injektion noch nicht konstant ist, zeigt, dal die Assoziation noch nicht

abgeschlossen ist.

4.1.3.1.3 Test auf Massentransfer-Limitierung

Massentransfer-Limitierungen treten auf, wenn die Molekiile schneller an einen Liganden
binden als durch den FluB3 der Injektion weitere Molekiile herangebracht werden konnen
(siehe 2.5.3.3). Um zu iiberpriifen, ob diese Diffusions-limitierten Prozesse hier eine Rolle
spielen, wurden Messungen mit unterschiedlichen Fluraten durchgefiihrt. Die Messungen
wurden mit einer Konzentration von 0.1 mM des untersuchten Peptides PhoB(190-209)
R201A [E. coli] im Standardpuffer, 100 mM KH,PO4 und 50 mM NaCl mit einem pH von
7.4, durchgefiihrt. Auf der Oberfliche der Referenzzelle wurde jedoch zusitzlich eine
identische Menge eines biotinylierten pFPR-Fragmentes der EBNA-DNA immobilisiert

(Sequenz siehe 6.1.3.3). Durch Subtraktion der Messungen an diesem Fragment sollten
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sich unspezifische Wechselwirkungen mit der DNA getrennt ermitteln lassen. Fiir die
Messung wurde jedesmal fiir 3 min die Peptidlosung injiziert, und dann 10 min lang die
Dissoziation der Peptide von der DNA beobachtet. Die abschlielende Regeneration erfolgt
mit 0.5 M NaCl und 50 mM NaOH fiir 15 Sekunden.

Die Messungen mit FluBraten von SuL / min bis 30 uLL / min ergaben keinen Hinweis auf
eine Massentransferlimitierung, jedoch zeigte sich spiter, da mit noch hoheren FluBraten
gemessen werden miifite, um den Einflul der Massentransferlimitierung zu minimieren.

Die folgenden Messungen wurden bei 20 uL / min durchgefiihrt.

4.1.3.1.4 Bindungsstudien mit den aus dem Alanin-Scan stammenden Peptiden

Fiir die Messung wurde jedesmal wéhrend 3 min die Peptidlosung injiziert, und dann
withrend 10 min die Dissoziation der Peptide von der DNA beobachtet. Die abschlie3ende
Regeneration erfolgte mit 0.5 M NaCl und 50 mM NaOH fiir 15 Sekunden. Fiir die
Bindungsanalyse wurden unterschiedliche Konzentrationen von 2 mM bis 0.001 mM
untersucht. Auf der Messzelle waren 2118 RU der komplementidren DNA (Sequenz siehe
6.1.3.1), auf der Referenzzelle die entsprechende Menge des pFPR-Fragmentes der EBNA-
DNA (Sequenz siehe 6.1.3.3) immobilisiert.
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Abb. 54: Vergleich von ARU,,,, nach 180 s der Peptide des Alanin-Scans bei 0.25 mM.
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Es zeigt sich, da3 das Peptid mit der Sequenz PhoB(190-209) R193A [E. coli] einen
hoheren ARU,,.x Wert erreicht als das mit der nativen Sequenz PhoB(190-209) [E. coli].
Das Peptid PhoB(190-209) R203A [E. coli] zeigt sogar eine negative Bindung, es scheint
an der Referenzzelle besser zu binden als an der Mef3zelle. Von den iibrigen Peptiden zeigt
nur noch PhoB(190-209) R201A eine nennenswerte Bindung, die anderen zeigen keine

spezifische Bindung mehr an die DNA (Abb. 54).
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Abb. 55: Vergleich der Sensogramme des Peptides PhoB(190-209) R193A [E. coli] im
Konzentrationsbereich von 0.05 mM bis 0.25 mM

Ein Beispiel fiir eine Konzentrationsreihe ist in Abb. 55 fiir das Peptid PhoB(190-209)
R193A [E. coli] zwischen 0.05 mM bis 0.25 mM dargestellt. Der erreichte ARU,,,x-Wert
ist eindeutig von der Konzentration abhédngig. Bei hohen Konzentrationen sind genug
Molekiile vorhanden, um die DNA soweit abzusittigen, dal eine langsamere Zunahme der
Response eintritt, bei geringeren nicht, so dafl die Assoziationsphase dort noch im Bereich

des nahezu linearen Anstiegs der Sittigungskurve ist.

4.1.3.1.5 Datenanalyse

In diesem Kapitel wird die Anwendung verschiedener Methoden zur Gewinnung
kinetischer Daten aus den erhaltenen Sensogrammen beschrieben. Zunidchst wurden die
MeBbedingungen fiir die SPR so gewihlt, da3 sie mit denen der Kraftspektroskopie
moglichst gut vergleichbar sind. Um die MeBergebnisse vergleichen zu konnen, wird

dasselbe System fiir die CD-Spektroskopie und die Untersuchungen mittels
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Oberflichenplasmonresonanz verwendet. Das komplementidre DNA-Fragment ist mit 360
bp sehr lang, besonders wenn man bedenkt, dal ein Peptidmolekiil nur 11 bp bei der
Bindung bedeckt. Es ist also eine Vielzahl unspezifischer Bindungen mdoglich, deren
Anzahl die der spezifischen Bindungen {iibersteigen kann. Dieser Effekt soll iiber die
Differenzbildung mit der Referenzzelle herausgerechnet werden, an die das pFPR
Fragment der EBNA-DNA in gleicher Menge immobilisiert ist.

Fir eine zuverlissige Analyse mit BIAevaluation®, der vom Hersteller zum Gerit
gelieferten Software, sollte der gemessene RUj.x-Wert auf den einzelnen FluBzellen
100 RU nicht iiberschreiten. Daher ist es praktisch unmoglich, fiir die spezifischen
Wechselwirkungen getrennt kinetische oder thermodynamische Daten zu bestimmen.

All diese Einschriankungen fithren dazu, dafl die Ergebnisse der Bindungsanalyse der
Sensogramm mit Unsicherheit behaftet sind.

Zur Datenanalyse wurde die globale Analyse und die Einzelanalyse mittels
BlAevaluation® verwendet. AuBerdem wurde eine Auswertung durch Scatchard Plots>*"!
und einen Fit an eine Sittigungskurve mittels Datafit® versucht. Auch ein Vergleich der
MefBergebnisse der Mefizelle mit denen der Referenzzelle und der aus ihnen mit den
vorgenannten Methoden zur Datenanalyse erhaltenen kinetischen Daten wurde versucht.

Alle Versuche, verldBliche kinetische Daten zu erhalten, sind jedoch gescheitert.
4.1.3.1.6 MaBnahmen zur Verbesserungen der Sensogramme

Es wurden verschiedene MaBnahmen ergriffen, um die Qualitit der erhaltenen
Sensogramme in diesem System zu verbessern.

Als erstes wurden Messungen in einem anderen Puffer durchgefiihrt, der zwar weiterhin
100mM KH,POy, bei einem pH von 7.4 enthilt, dessen NaCIl-Gehalt jedoch von 50mM auf
200 mM erhoht wurde. Der hohere NaCl-Gehalt soll durch vermehrte Wechselwirkungen
zwischen Na* und DNA die unspezifische Bindung der Peptide an die DNA verringern.
Das grundsitzliche Problem bleibt hierbei jedoch bestehen, da auch weiterhin mit
unspezifischer Wechselwirkung zu rechnen ist.

Weiterhin wurden die Gegenionen des Peptids ausgetauscht. Nach der Peptidsynthese liegt
das Peptid als TFA-Salz vor, durch Lyophilisation aus verdiinnter HCI-Losung sollte
erreicht werden, daf} das Peptid nur noch CI" als Gegenionen enthélt. Dies sollte bewirken,
daB mogliche unerwiinschte Bulk-Effekte, die durch sprunghafte Anderung des

Brechungsindices der Losung, bedingt durch z.B. Dichteinderungen der Losung durch das
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enthaltene Peptid oder durch vorher nicht vorhandene Ionen, hervorgerufen werden,
minimiert werden.

Eine dritte Moglichkeit die Daten zu verbessern, ist eine geringere Beladung der
Sensoroberflidche, also eine geringere Immobilisierung von DNA auf den jeweiligen
FluBzellen. Dies verhindert sowohl Crowding-Effekte, bei denen zu viele immobilisierte
Molekiile vorhanden sind, die sich gegenseitig bei der Bindung behindern, als auch
Massentransfer-Effekte, da weniger Bindungspartner auf der Oberfldche vorhanden sind,
und aus diesem Grund weniger Molekiile aus der Losung fiir Bindungen ,,verbraucht
werden. Andererseits vergroBert eine Verringerung der Beladung das Problem des
Verhiltnisses von unspezifischer zu spezifischer Bindung, das in 4.1.3.1.5 beschrieben
wurde, da eine verringerte Beladung auch zu einem verringerten ARU ,x-Wert fiihrt.

Als letzte Moglichkeit wurde noch eine Erhohung der FluBgeschwindigkeit auf 50 pL /
min vorgenommen. Dies soll mogliche Massentransfereffekte, die im Test auf
Massentransfereffekte (4.1.3.1.3) nicht aufgefallen sind, verhindern. Eine drastische
Erhohung der FluBrate wird jedoch durch die Injektionsdauer eingeschrinkt, da daf
verwendete Gerdt nur maximal insgesamt 300 uL injizieren kann. Dies konnte ein Grund
dafiir sein, dal die Auswertung iiber den Scatchard Plot und die Analyse mittels Datafit®
keine brauchbaren Ergebnisse liefert. Es konnte keine Messung bis zum Gleichgewicht
durchgefiihrt werden, da nur ein gewisses Volumen maximal injiziert werden kann, und
damit in keinem der untersuchten FluBraten / Injektionsdauer / Konzentrationsbereich —
Systeme das Gleichgewicht erreicht wurde, die DNA erschien nie abgesittigt.

Fiir erneute Messungen wurden auf den FluBzellen jeweils ca. 120 RU immobilisiert, als
Puffer wird ein Phosphatpuffer mit 100 mM KH,PO4 und 200 mM NaCl mit einem pH von
7.4 verwendet.

Als erstes zeigt sich, daB der erreichte ARU,-Wert mit ca. 440 RU eine #hnliche
GroBenordnung erreicht wie bei den ersten Messungen im anderen Puffer mit der htheren
Beladung der FluBzellen, dort waren es ca. 380 RU. Auch ein Vergleich der Sensogramme
der einzelnen FluBzellen zeigt, da3 dhnliche ARU,.x-Werte im Bereich von 4100 RU fiir
die MefBzelle im Vergleich zu ca. 4500 RU bei der ersten Messung und 3700 RU im
Vergleich zu ca. 4100 RU unter den alten Bedingungen. Die geringere Beladung fiihrt wie
erwartet zu insgesamt etwas niedrigeren Werten fiir die RUy.-Werte. Die
Assoziationsphase zeigt nun zu Beginn keinen steilen Anstieg mehr, so da3 anscheinend
vorhandene Bulk-Effekte tatsdchlich durch den Austausch des Gegenions vermindert

werden konnten. Die Kurve des Differenz-Sensogrammes zeigt zu Beginn negative
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ARUp.-Werte. Das Peptid scheint zuerst schneller an die Referenz-DNA zu binden, erst
nach ungefihr 130 Sekunden ist die Bindung an die komplementire DNA groer. Dies
konnte mit einer Massentransferlimitierung erklart werden. Die Losung lduft nicht
gleichzeitig iiber beide Zellen, sondern zuerst iiber die Referenzzelle, anschlieend iiber
die MefBzelle. Wenn nun die DNA auf der Referenzzelle einen groBen Teil der in Losung
befindlichen Peptidmolekiile ,,wegfingt®, ist die Konzentration der Losung beim Fluf3
durch die MefBzelle geringer, und die Assoziation erfolgt dementsprechend langsamer. Erst
wenn die Referenz-DNA mit Bindungspartner abgesittigt ist, stinde dann die volle
Konzentration fiir die Bindung an die komplementidre DNA zur Verfiigung. Bei den ersten
Messungen konnte dieser Effekt vermutlich deswegen nicht beobachtet werden, weil die

Assoziationsphase durch den Bulk-Effekt dominiert wurde.

4.1.3.2 Bindungsstudien mit den verschieden N- und C-terminal modifizierten

Peptiden

Zur Untersuchung des Einflusses der N- und C-terminalen Modifikation mit einer Acetyl-
Gruppe und dem Linker wurden vier Peptide synthetisiert, die beide, keine und nur jeweils
eine Modifikation enthalten. Durch Bindungsstudien mittels der
Oberflachenplasmonresonanz soll dann untersucht werden, welchen Einflul3 die
Modifikationen auf die Bindungseigenschaften der Peptide haben.

Die Bindungsstudien mit den Peptiden mit den unterschiedlichen N- und C-terminalen
Modifikationen wurden bei einem Flu3 von 20 pL / min iiber 5 Minuten durchgefiihrt, die
Regeneration der FluB3zellen erfolgte mit 0.5% SDS im Puffer fiir eine Minute wiederum
bei einer FluBrate von 20 puL / min. Als Puffer wurde ein Phosphatpuffer mit 100 mM
KH;PO,4 und 50 mM NaCl mit einem pH von 7.4 verwendet. Zur Untersuchung wurde auf
einem Biacore SA-Chip iiber die Streptavidin/Biotin-Bindung auf der MeBzelle das
entsprechende DNA-Fragment (Sequenz 6.1.3.1) immobilisiert, auf der Referenzzelle das
pFPR-Fragment der EBNA-DNA (Sequenz 6.1.3.3). Da eine quantitative Auswertung
aufgrund der in 4.1.3.1.5 genannten Griinde nicht sinnvoll erscheint, erfolgt nur eine

qualitative Betrachtung der erhaltenen Sensogramme.
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Vergleich der Modifikationen
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Abb. 56: Vergleich von ARU,,,,,-Wert nach 300 s Injektion der Peptide mit den unterschiedlichen N- und C-
terminalen Modifikationen bei einer Konzentration von 1mM.

Ein Sensogramm, das auf spezifische Bindung hinweist, wird nur mit dem an beiden
Termini modifizierten Peptiden erreicht (Abb. 56). Der Grund hierfiir diirfte in der
ladungskontrollierten Assoziation des Peptids an die DNA als ersten Schritt der Bindung
zu suchen sein. Ein ungeschiitzter C-Terminus ist unter den gewihlten Bedingungen
negativ geladen, was zu einer AbstoBung von der ebenfalls negativ geladenen DNA fiihren
miiflte. Ein nicht acetylierter N-Terminus sollte unter den gewéhlten Bedingungen positiv
geladen sein, was unspezifische Bindungen mit der negativ geladenen DNA ermdoglichen
sollte, und zu einer Verstarkung der Amphiphilie der Helix fiihren sollte, wie bei einer
Betrachtung des entsprechenden Edmundson-Rades und der Netzdarstellung ersichtlich

wird (Abb. 57).
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Abb. 57: Netzdarstellung und Edmundson-Rad von PhoB(190-209) aus E. coli mit positiv geladenem, nicht
modifiziertem N-Terminus, die basischen Aminosiurereste sind blau markiert.

Trotzdem wirkt sich dies negativ auf die Bindungseigenschaften aus. Ein Grund konnte
sein, da3 im kompletten Protein keine positive Ladung auftritt, und die Acetylierung somit
die Situation im Protein besser nachbildet. Es zeigt sich also, daf die Modifikationen
Auswirkungen auf die Bindungsfihigkeit der Peptide haben, und nur Peptide mit beiden
Modifikationen Sensogramme liefern, die sich als Bindungsereignisse deuten lassen. Die
Modifikationen scheinen also die Situation im kompletten Protein am besten zu

mimikrieren.

4.1.3.3 Bindungsstudien mit den aus dem Arginin-Scan stammenden Peptiden

Um zu versuchen, die Bindungsfahigkeit des Peptids mit der Primérsequenz des natiirlich
vorkommenden Proteins zu verbessern, wurden Peptide synthetisiert, in denen an geeignet
scheinenden Stellen andere Aminosdurereste gegen Argininreste ausgetauscht sind. Diese
Stellen werden so ausgewihlt, daB die amphiphile Struktur der DNA-bindenden Helix of’
verstirkt wird.

Die Bindungsstudien mit den im Arginin-Scan synthetisierten Peptiden wurden mit einem
Flu von 20 uL / min iiber 5 Minuten durchgefiihrt, die Regeneration der FluBzellen
erfolgte mit 0.5% SDS im Puffer fiir eine Minute wiederum bei einer FluB3rate von 20 uL /
min. Als Puffer wurde ein Phosphatpuffer mit 100 mM KH,;PO, und 50 mM NaCl mit
einem pH von 7.4 verwendet. Zur Untersuchung wurde auf einem Biacore SA-Chip iiber
die Streptavidin/Biotin Bindung auf der MeBzelle das entsprechende DNA-Fragment
(Sequenz 6.1.3.1) immobilisiert, auf der Referenzzelle das pFPR-Fragment der EBNA-
DNA (Sequenz 6.1.3.3). Da eine quantitative Auswertung aufgrund der in 4.1.3.1.5
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genannten Griinde nicht sinnvoll erscheint, erfolgt nur eine qualitative Betrachtung der

erhaltene Sensogramme.
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Abb. 58: Vergleich von ARU,,,,.-Wert nach 300 s Injektion der Peptide der im Arginin-Scan synthetisierten
Peptide und Vergleich mit dem Peptid mit der nativen Sequenz, es wurde eine Konzentration von 0.3mM
verwendet (Referenzzelle blau, Mefzelle rot, Differenz gelb).

Wie in Abb. 58 zu erkennen ist, fuhrt der Austausch von val'”’ dazu, daB offensichtlich
keine Bindung mehr stattfindet. Das Sensogramm fillt nach dem Anstieg bei der Injektion
und dem sofortigen Abfall nach Beendigung des Einspritzens der Probelosung nahezu auf
den Ausgangswert zuriick. Dies verwundert nicht, da die zwei Methylgruppen dieses
Aminosdurerests fiir zwei der drei Wechselwirkungen, die fiir die spezifische Bindung

207 verbessert die

bedingenen, verantwortlich sind. Der zusitzliche Austausch vom Glu
Bindung anscheinend wieder, die Assoziation an die DNA scheint sehr schnell
stattzufinden, der anschlieBende Abfall erfolgt nach einem kurzen, steilen Abfall von
dhnlichem Ausmal} wie beim vorherigen Peptid sehr langsam, die Dissoziation scheint bei
diesem Peptid am langsamsten von allen stattzufinden. Begriindet werden kann dies damit,
daf} die Bindung zwar nicht mehr spezifisch ist, aber das Peptid besser unspezifisch binden
bzw. nach der Dissoziation schneller wieder assoziieren kann, bevor es wieder
,weggespilt” wird. Ein Grund dafiir konnte eine stabilere amphiphile Helix sein, oder auch
einfach die hohere Anzahl basischer Aminosdurereste, wodurch das Peptid zu mehr

unspezifischen Wechselwirkungen fiahig ist. Die Tatsache, dal auch die Assoziation zu

Beginn schneller ist als beim Peptid ohne zusitzliche basische Reste deutet darauf hin, daf3
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der Grund fiir die langsamere Dissoziation vermutlich eher in der schnellen Reassoziation
liegt. Uberpriifen lieBe sich dies mit Messungen mit hoheren FluBraten. Da jedoch die
durchgefiihrten Messungen nicht zu einer wirklichen Verbesserung der Bindung gefiihrt
haben, wird darauf verzichtet. Der Austausch von Asp196 fithrt zu einer dhnlich schnellen
Assoziation wie bei dem vorherigen Peptid, allerdings erfolgt die Dissoziation so schnell
wie beim Peptid ohne zusitzliche basische Reste. Wird nur das Glu?”’ gegen Arginin
ausgetauscht, erfolgt die Assoziation dhnlich schnell wie die Assoziation des Peptids mit
der nativen Sequenz, die anschlieBende Dissoziation ist allerdings sehr viel schneller.
Vergleicht man nur die Sensogramme der Bindung an die MeBzelle, ist deutlich zu
erkennen, dal die Bindung des Peptids mit der nativen Sequenz das stirkste RU-Signal
erzeugt. Jedoch ist die Assoziation hier mit Abstand am langsamsten, und die Dissoziation
schneller als bei den anderen Peptiden, mit Ausnahme des Peptides bei dem das Glu*”’
ausgetauscht wurde. Der Grund fiir die beobachtete schnellere Dissoziation konnte die
langsamere Reassoziation sein. Der Grund dafiir, dafl das Peptid trotzdem den grof3ten RU-
Wert erreicht, wenn auch viel langsamer als die iibrigen, konnte daran liegen, dal durch
die spezifische Bindung am Peptid, bei der vier Peptide direkt nebeneinander binden
konnen, mehr Peptide am DNA-Fragment binden konnen. Im Gegensatz dazu konnten die
unspezifischer, schneller assoziierenden Peptide ungeordnet, aber fester binden, so dafl im
Endeffekt weniger Peptide Platz am DNA-Fragment finden. Wire dies der Fall, miiSten die
Peptide an der Referenzzelle dhnliche RU-Werte erreichen, da das DNA-Fragment, das auf
dieser Zelle immobilisiert ist, das DNA-Bindemotiv natiirlich nicht enthilt.

Betrachtet man nun die Sensogramme auf der Referenzzelle, erkennt man zuerst, dafl die
Sensogramme von der Form her nahezu identisch sind, die erreichten RU-Werte jedoch
variieren. Die Annahme, dafl der hohere RU-Wert beim Peptid mit der nativen Sequenz
durch die spezifische Bindung an die DNA hervorgerufen wird, bestitigt sich allerdings
nicht. Der Grund konnte jedoch immer noch gréBere Ordnung der Peptide auf dem DNA-
Fragment sein, also eng zusammenliegende Peptide ohne viel Zwischenraum. Wenn diese
Ordnung dadurch erzeugt wird, daf3 dies Peptid eben nicht so stark unspezifisch bindet,
deswegen schneller wieder dissoziieren kann, und wiederholt an anderer Stelle bindet, an
einer Stelle die noch nicht von einem anderen Peptid besetzt ist. Dies wiirde wihrend der
gesamten Injektionszeit zu immer hoherer Ordnung der Peptide fiihren, solange die Peptide
schnell genug dissoziieren konnen, und wiirde die ldngere Assoziationsphase erkldren, die

mit Ende der Injektion noch nicht abgeschlossen zu sein scheint.
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4.1.4 CD-Spektroskopie

4.1.4.1 Untersuchung der aus PhoB und dem Alanin-Scan stammenden Peptide in

verschiedenen Losungsmitteln

Die CD-Spektroskopie erlaubt die Abschidtzung der Anteile der unterschiedlichen
Sekundirstrukturen von Peptiden in Losung. StandardmiBig wird eine Einwaage von 0.2-
0.5 g Peptid / mL Puffer verwendet, was bei einer Masse der vorhandenen Peptide von um
2.5 kDA einer Konzentration von 0.08 - 0.2 mM entspréche. Fiir die Messungen wurde
eine Peptidkonzentration von 0.1 mM verwendet. Als Puffer wurde der Phosphatpuffer
verwendet, der fiir die Bindungsstudien der PhoB-Mutanten mittels
Oberflachenplasmonresonanz verwendet wurde, 100 mM Na,HPO, und 50 mM NaCl bei

einem pH von 7.4.

4.1.4.1.1 Vergleich der Messungen in TFE und im Puffer

Zuerst wurde der Einflufl des Losungsmittels auf die Sekundérstruktur durch Messungen

im verwendeten Puffer und im Helix-stabilisierenden TFE fiir das Peptid mit der nativen

Sequenz, PhoB(190-209) untersucht (Abb. 5§9).

[}

Mol. Ellip.

-200000

-300000
180 200 220 240 260

Wellenlinge [nm]

Abb. 59: Vergleiche der CD-Spektren von PhoB(190-209) in TFE (blau) und im Puffer (griin).

Es zeigt sich eine deutliche Verdnderung, das Spektrum hat mit den beiden Minima bei
208 nm und 222 nm sowie dem in der Intensitit nahezu identischen Maximum bei 192 die

typischen Anzeichen fiir eine a-Helix. Auch die Sekundérstrukturvorhersage mit dem von
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JASCO gelieferten Tool ergab einen Anteil von 100% o-Helix. Es zeigte sich also, daf das

Peptid unter geeigneten Bedingungen eine komplett a-helicale Struktur einnehmen kann.

4.1.4.1.2 Ermittlung der Sekundirstrukturen

Anschlielend erfolgten Messungen von vier ausgewihlten Peptiden bei 0.1 mM im Puffer
in der 1 mm Kiivette. Es wurden Messungen mit den Peptiden mit der nativen Sequenz
PhoB(190-209) sowie den punktmutierten Peptiden PhoB(190-209) R193A, PhoB(190-
209) H198A und PhoB(190-209) R203A durchgefiihrt. Das Peptid PhoB(190-209) R193A
zeigte in den Sensogrammen der Oberflichenplasmonresonanz eine groflere Affinitit zu
der DNA als das mit der nativen Sequenz, PhoB(190-209) H198A zeigte nahezu keine
Affinitdt, und PhoB(190-209) R203A ergab ein negative Bindung im Sensogramm, was

bedeutet, da3 die Bindung an die Referenzzelle besser ist als an die MefBzelle.
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=
-60000
-20000
1490 200 220 240 260

Wellenlinge [nm]

Abb. 60: Vergleich der CD-Spektren des Peptids im Puffer mit der native Sequenz PhoB(190-209) sowie
den punktmutierten Peptide PhoB(190-209) R193A, PhoB(190-209) H198 A und PhoB(190-209) R203A.

Alle vier Spektren zeigen eine Form, die ansatzweise auf helicale Strukturen hinweisen
(Abb. 60). Sie zeigen ein Minmum bei 208 nm, ein weiteres, bzw. eine Schulter bei
ungefahr 222 nm und ein Maximum bei 192 nm. Die Betrag der Intensitit des Maximums
bei 192 nm sollte allerdings dhnlich grof3 sein wie der fiir das Minimum bei 208, dies ist
bei keinem der Peptide der Fall, die Intensitit bei 192 nm ist immer viel geringer. Dies
konnte auf 3;9-Helices anstelle von o-Helices hindeuten. 2823833873881 tie fijr spricht auch
die Tatsache, das die Intensititen bei 222 nm und 208 nm nicht dhnlich sind, sondern die

bei 222nm immer viel geringer ist. Das Verhiltnis fiir eine a-Helix sollte ungefihr bei 1
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liegen, fiir eine 3;o-Helix bei unter 0.4.1383387301 1 et7teres ist bei keinem der Peptide der
Fall, wenn die Peptide PhoB(190-209) R193A und PhoB(190-209) R203A auch nahe
daran sind. Der Grund fiir die geringere Intensitit des Maximums bei 192 nm diirfte jedoch
eher der verwendete Puffer sein. NaCl absorbiert bei unter 195 nm so stark, daf
Messungen verfilscht werden kénnen.

Das Spektrum fiir PhoB(190-209) entspricht noch am ehesten dem, was fiir eine o-Helix
erwartet wird. Allerdings sind auch hier die Intensititen des Maximums bei 192 nm sehr
gering und des Minimums bei 222 nm auch geringer als eigentlich erwartet. Fiir kiirzere
Peptide mit a-helicaler Struktur ist dies jedoch bekannt.>**!

Mit den Spektren dieser Messungen wurden Sekundérstrukturanalysen durchgefiihrt. Die
Sekundirstrukturanalysen wurden mit Hilfe des Programmes Dichroprot und der von
JASCO zum CD-Spektrometer mitgelieferten Software sowie mittels des auf einem
neuronalen Netz basierenden Programmes CDNN durchgefiihrt. Dichroprot liefert die
Ergebnisse entsprechend der Methoden von Fasman,”m Chen,mz] Bolotina,[45 4 Chang[408]
und Yang[403] (in Tab. 10 und 23-25 als Yang I bezeichnet) sowie den a-helicalen Anteil
iiber die molare Elliptizitit bei 220 nm."***! Die Software von JASCO liefert Ergebnisse
entsprechend Yang (in Tab.: 10 und 23-25 als Yang II bezeichnet),**”! dieser Wert sollte
eigentlich identisch mit Yang I sein, da er auf derselben Methode basiert, jedoch ergeben
sich deutliche Unterschiede.

Die Betrachtung der Ergebnisse der Sekundirstrukturanalaysen mittels Dichroprot und der
Software von JASCO zeigt zundchst einmal, dal die Anteile der einzelnen
Sekundérstrukturelemente je nach Auswertemethode stark variieren (Tab. 10 fiir das Peptid
PhoB(190-209) H198A, fiir die iibrigen Peptide im Anhang, Tab. 23-25). Fiir das Peptid
PhoB(190-209) H198A ergibt sich beispielsweise ein Anteil der a-Helix von 7.7 % aus
Yang I bis zu 121.4% bei der Abschitzung iiber die molare Elliptizitit. Es wird sogar
dreimal ein negativer prozentualer Anteil fiir das B-Faltblatt vorgeschlagen, zweimal bei
Bolotina, einmal bei Chen. Dies zeigt die eingeschrinkte Anwendungsmoglichkeit des
“Least Square Fit*“ zur Sekundirstrukturanalyse. Weiterhin ist es notig, das mittels Fit
errechnete Spektrum mit dem gemessenen zu vergleichen, um die Ubereinstimmung zu
tiberpriifen. Nur die Auswertung nach Bolotina und die nach Yang II liefern &hnliche
berechnete Spektren wie die gemessenen, jedoch sind die Abweichungen immer noch sehr

groB. AuBerdem 148t die die Ausgabe negativer Anteile fiir das B-Faltblatt generell Zweifel

an der Anwendung dieser Methode fiir die Auswertung der Peptide aufkommen.
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Tab. 10: Ergebnis der verschiedenen Analysemethoden fiir den jeweiligen Anteil der Sekundérstrukturen fiir
PhoB(190-209) H198A.
o-Helix B-Faltblatt B-Turn  Coil

Fasman 18,3 33,3 0,0 48,5
Chen 15,0 13,4 0,0 71,7
Bolotina 35,6 3,0 40,8 20,5
Chang 20,5 9,2 28,8 41,6
Yang | 7,7 443 0,0 48,0
Yang |l 42,8 0 0 57,2

Uber die Mol. EIl. 1214

In der Tendenz liefern die Auswertemethoden alle einen relativ hohen Anteil an Turn-
Strukturen und o-Helices fiir die Peptide. Vergleicht man die Sekundéarstruktur der vier
Peptide untereinander, 146t sich kein Trend feststellen, wenn alle Methoden betrachtet
werden. Auflerdem sind die Fits nicht gut genug, um zuverldssige quantitative Aussagen
treffen zu konnen. Es 148t sich eigentlich nur sicher sagen, da3 die Peptide einen groflen
Anteil an o-Helices und Turn-Strukturen haben, wobei mehrere davon ja im Prinzip auch
zu helicalen Strukturen fiihren. Ein quantitativer Vergleich dieser Daten ist jedoch als nicht
sinnvoll zu betrachten

Als weitere Methode zur Sekundirstrukturanalyse wurde das Programm CDNN verwendet,
das iiber ein neuronales Netz arbeitet. Die Sekundérstrukturanalyse mit CDNN liefert
Ergebnisse fiir verschiedene Bereiche des Spektrums, in 5 nm-Schritten von 190 nm bis
210 nm beginnend bis 260 nm. Dies erlaubt eine differenzierte Betrachtung der Ergebnisse.
Die Analysen im Bereich von 190-260 nm und 195-260 nm sind aufgrund der hohen
Absorption des NaCl im Puffer in diesem Bereich von geringer Aussagekraft. Die Analyse
im Bereich von 210-260 verzichtet sowohl auf die Information aus dem Maximum bei 192
nm als auch auf die aus dem Minimum bei 208 nm. Dies diirfte die Genauigkeit der
Vorhersagen besonders fiir a-Helices verringern. Aus diesem Grund wird die Betrachtung
der Ergebnisse bei 200-260 nm und 205-260 nm als die Zuverlédssigste angenommen (Tab.
11 fiir das Peptid PhoB(190-209) H198A, fiir die iibrigen Peptide im Anhang, Tab. 26-28).

Tab. 11: Ergebnis der Sekundirstrukturanalyse mittels CDNN fiir PhoB(190-209) HI98A
190-260 nm  195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

a-Helix 37,20% 43,10% 57,20% 63,10% 56,20%
B-Faltblatt

antiparallel 12,30% 7,40% 4,30% 3,60% 4,10%
B-Faltblatt

parallel 6,00% 5,50% 3,90% 3,60% 4,90%
B-Turn 17,80% 15,80% 13,80% 12,80% 13,40%
Coil 18,70% 18,30% 15,80% 16,80% 20,80%

Summe 91,90% 90,10% 95,00% 99,90% 99,30%
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Ein Kriterium fiir die Qualitdt der Sekundérstrukturvorhersage ist die Summe der Anteile

der einzelnen Sekundérstrukturtypen, diese sollte moglichst nahe bei 100% sein.

Tab. 12: Vergleich der Vorhersagen fiir Sekundérstrukturanteile der relevanten MeBbereiche der vier
Peptide.
o-Helix B-Faltblatt B-Faltblatt B-Turn  Coil ~ Summe
antiparallel  parallel

PhoB 200-260 nm  36,40% 8,00% 7,40% 16,70% 27,10% 95,60%
205-260 nm  40,60% 6,50% 7,20%  15,70% 28,30% 98,30%

PhoB R193A 200-260 nm 22,40%  13,60% 11,60% 19,80% 36,90% 104,30%
205-260 nm 24,20% 10,50% 12,30% 18,50% 40,50% 106,00%

PhoB H198A  200-260 nm 57,20% 4,30% 3,90%  13,80% 15,80% 95,00%
205-260 nm 63,10% 3,60% 3,60% 12,80% 16,80% 99,90%

PhoB R203A  200-260 nm 41,30% 7,40% 590% 16,50% 21,00% 92,20%
205-260 nm  46,90% 5,60% 590% 15,00% 24,30% 97,70%

Der Vergleich der Sekundérstrukturanalysen der Peptide aus CDNN bestitigt den Trend,
der sich auch im Vergleich der Sekundirstrukturanalysen mittels Dichroprot bereits
abzeichnete (Tab. 12). Der Anteil an a-Helices der Peptide PhoB und PhoB R203A ist
dhnlich groB, bei der Auswertung mittels CDNN liegt der Wert um 40%, mit etwas
hoheren Werten fiir PhoB R203A. Bei PhoB HI198A liegt dieser Anteil um die Hilfte
hoher, bei ungefihr 60%, und fiir PhoB R193A liegt der Anteil um die Hélfte geringer bei
knapp {iiber 20%. Allerdings weist die Summe aller Sekundérstrukuren ca. 5%
Abweichungen von 100% auf, was an der Zuverldssigkeit auch dieser Vorhersagen
zweifeln laBt. Einzige Ausnahme mit einem Wert von 99.90% ist PhoB H198A im Bereich
von 205-260 nm. Diese kann als recht zuverlédssig betrachtet werden, und liefert 63%
Anteil an a-Helices, ca. 7% fiir B-Faltblattstrukturen, ca. 13% fiir B-Turns und 17% fiir
Random Coils, also einen grofen Anteil an o-Helices und Turn-Strukturen, wie zu

vermuten war.

4.1.4.2 Untersuchung der Verinderung der CD-Spektren der aus PhoB und dem

Alanin-Scan stammenden Peptide bei Zugabe von DNA

Um mogliche Anderungen der Sekundirstruktur des Peptids bei Zugabe der DNA, und
auch Anderungen der Sekundirstruktur der DNA zu betrachten sollte eine DNA-Titration
mit den vier Peptiden durchgefiihrt werden. Als DNA wird das 360 bp groBle, 238 kD

schwere Fragment verwendet, das schon fiir die Oberfldchenplasmonresonanz-Messungen
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eingesetzt wurde. Dies Fragment enthilt innerhalb der Bindesequenz vier spezifische
Bindestellen (Sequenz siehe 6.1.4.1).

Es werden bei unterschiedlichen Verhiltnissen von Peptid und DNA CD-Spektren
aufgenommen, um Anderungen zu untersuchen. Hierbei ist jedoch der groBe Unterschied
der Massen ein Problem. Um Anderungen im Spektrum des Peptides iiberhaupt zu sehen,
miiBten fiir Messungen im Verhiltnis 1 Peptid pro spezifischer Bindungsstelle auf der
DNA bei einer Peptidkonzentration von 0.1 mM ca. 5.85 g DNA / mL Losung eingewogen
werden. Dies ist natiirlich vollig utopisch. Es wurden Messungen im Verhiltnis 117
Peptide (Abb. 61) pro Bindestelle bis zu 23 Peptide / Bindestelle durchgefiihrt. Die
quantitative Auswertung dieser Messungen ist allerdings nicht moglich. Fiir eine
Betrachtung der Anderungen in der Form des Spektrums der DNA ist die Konzentration an
DNA zu gering, aulerdem stort die viel hohere Konzentration an Peptidmolekiilen in der
Losung, da diese schlieBlich iiberlagernde eigene Spektren liefern. Die Auswirkungen auf
die Peptidspektren sind auch nicht aussagekriftig, da neben den gebundenen Peptiden noch
eine sehr grole Anzahl nicht an die DNA gebundene Peptidmolekiile in der Losung
vorliegen. AuBlerdem ist nicht bekannt, wie hoch der Anteil der =zusitzlichen

unspezifischen Bindung ist.
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Abb. 61: Vergleich der CD-Spektren der vier Peptide (PhoB(190-209) a, PhoB(190-209) R193A b,
PhoB(190-209) H198A ¢, PhoB(190-209) R203A d) vor (griin) und nach (blau) der Zugabe von DNA,
Konzentration der Peptide 0.1 mM, Konzentration der DNA 0.21 uM.
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Die Betrachtung der Spektren fiir PhoB(190-209) R193A und PhoB(190-209) R203A zeigt
kaum groBe Anderungen. Fiir das Peptid mit der nativen Sequenz LBt sich eine Erhohung
des helicalen Anteils erahnen, zumindest nihrt sich die Intensitit der Minima unter 210
und ca. 222 nm an. Gleichzeitig sinkt jedoch die Gesamtintensitit der Effekte. Beim Peptid
PhoB(190-209) HI198A nihern sich diese Minima auch einander an, allerdings bleibt die
Gesamtintensitidt der Effekte nahezu identisch. Um die hier erhaltenen Ergebnisse zu
verifizieren sind Messungen mit kiirzerer DNA noétig, da das hier gewihlte Setup zu viele

Faktoren offen 146t.
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4.1.5 Kraftspektroskopie

4.1.5.1 Einleitung

Parallel zu den durchgefiihrten Bindungsstudien im Molekiilensemble wurden von Rainer
Eckel in der Fakultit fiir Physik auch Bindungsstudien auf Einzelmolekiilebene
durchgefiihrt. Hierfiir wurden vier Peptide ausgewihlt: die native Sequenz PhoB(190-209)
sowie die punktmutierten Peptide PhoB(190-209) R193A, PhoB(190-209) H198A und
PhoB(190-209) R203A. Das Peptid PhoB(190-209) R193A zeigte in den Sensogrammen
der Oberflichenplasmonresonanz eine groBere Affinitit zu der DNA als das mit der
nativen Sequenz, PhoB(190-209) H198A zeigte nahezu keine Affinitdt, und PhoB(190-
209) R203A ergab ein negative Bindung im Sensogramm, was bedeutet, daf3 die Bindung
an die Referenzzelle besser ist als an die MeBzelle.

Fiir die Messung wurde das bereits fiir die Biacore-Studien verwendete Fragment mit der
Bindesequenz fiir die DNA (Sequenz unter 6.1.3.1) iiber einen bifunktionallen PEG-Linker
an die AFM-Spitze gebunden, in diesem Fall war der Primer fiir das 5’ Ende fiir die PCR
der DNA Thiol-funktionalisiert. Das Peptid wurde iiber den kurzen C-terminalen Linker
auf funktionalisiertem Glimmer aufgebracht (Abb. 62). Als Standardpuffer wurde der
Puffer verwendet, der auch in den ersten Bindungsstudien im Molekiilensemble verwendet

wurde, 100 mM Na,HPO, und 50 mM NacCl bei einem pH von 7.4.

4
1'?

L

Abb. 62: Darstellung des Setups fiir die kraftspektroskopischen Untersuchungen. Das Peptid ist in griin
dargestellt, die DNA in rot, die Gréenverhiltnisse stimmen nicht iiberein.

Der lange PEG-Linker, mit dem die DNA immobilisiert wurde, ermoglicht die
Unterscheidung von echten Entbindungs-Ereignissen von unspezifischer Adhésion der
Spitze an der Oberfliche, da die Dehnung des elastischen PEG-Linkers in der Kraft-
Distanz-Kurve als gradueller Anstieg der Kraft bis zum Abri3 zu erkennen ist (Abb. 63).
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Die Auswertung der Abrisskrifte zu Histogrammen und die statistische Analyse der
resultierenden Verteilung liefern fiir die Peptide die wahrscheinlichsten Dissoziationskréfte

bei gegebener Ziehgeschwindigkeit.
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Abb. 63: Charakteristische Kraft-Distanz-Kurve und typisches Kréfte-Histogramm.

4.1.5.2 Kraftspektroskopie

Die Zusammenstellung der Abrilkréfte zu Histogrammen und die statistische Analyse der
Verteilung lieferten fiir das PhoB-Peptid eine wahrscheinlichste  Abri3kraft
(= Entbindungskraft) von 70 pN bei einer Ziehgeschwindigkeit von 1000 nm/s (Abb. 64).
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Abb. 64: Kraft-Histogramm der Bindung des Peptides mit der Primérstruktur des nativen PhoB.
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Die Spezifizitit der Bindung des PhoB-Modellpeptids wurde mittels Kompe-
titionsexperimenten  getestet. Hierfiir wurden Kraftspektroskopie-Messungen im
Standardpuffer mit Messungen mit einem UberschuB an freiem Bindungspartner (Peptid
oder DNA) im Puffer abgewechselt. Drei solche Messreihen sind in Abb. 65 dargestellt:
(a) zeigt ein Experiment im Standardpuffer. In (b) wurde dem Puffer freies Peptid im
UberschuB  hinzugesetzt, was zu einer deutlichen Verringerung der Binde-
wahrscheinlichkeit fiihrte. In (c) wurde die Probe mit Standardpuffer gewaschen und in
Standardpuffer gemessen. Es zeigt sich, dal die Gesamtbindewahrscheinlichkeit wieder
auf nahezu ihren Wert aus (a) gestiegen ist. Die anschlieBende Kompetition mit freier
DNA ist in (d) dargestellt, sie fithrte wieder zu einem signifikanten Riickgang der
Bindeereignisse. AbschlieBendes Waschen der Probe mit Standardpuffer reaktivierte das
System erneut, wie in (e) zu sehen ist.

Diese Experimente lassen darauf schlieBen, dal die Bindung der hier untersuchten PhoB-
Peptide tatsédchlich spezifisch an einer Bindesequenz erfolgt, da die Verdringung sowohl
mit freiem Peptid wie auch mit freier DNA zu einem Riickgang der Bindewahrschein-
lichkeit gefiihrt hat, was bei unspezifischer Bindung des Peptids nicht der Fall sein diirfte.
Im Falle des Peptids mit der nativen Frequenz, und auch PhoB(190-209) R193A war die
Kompetition eindeutig erfolgreich, was auf eine spezifische Bindung der Mutante an die
DNA hinweist. Auch fiir PhoB(190-209) HI198A war bei Uberschuss eines freien
Bindungspartners ein leichter Riickgang der Gesamtbindewahrscheinlichkeit feststellbar,
allerdings war hier die Gesamtbindewahrscheinlichkeit schon beim Experiment im
Standardpuffer bedeutend kleiner als fiir das native Peptid und PhoB(190-209) R193A. Die
Mutante PhoB(190-209) R203A schlieBlich lieferte so wenige Bindeereignisse, dafl eine
statistische Analyse {iberhaupt nicht moglich war. Diese kraftspektroskopischen
Experimente deuten also zumindest im Falle des nativen Peptids sowie der Mutante
PhoB(190-209) R193A auf eine spezifische Bindung zur PhoB-Zielsequenz hin, auch
wenn nur ein je zwanzig Aminosduren langer Ausschnitt aus der Erkennungssequenz des
Proteins synthetisiert wurde.

Ein Vergleich der wahrscheinlichsten Abrikraft (= Entbindungskraft) von 70 pN bei einer
Ziehgeschwindigkeit von 1000 nm/s (Abb. 65) fiir PhoB(190-209) mit den anderen
Peptiden liefert fiir PhoB(190-209) R193A einen @hnlichen Wert, der von PhoB(190-209)
H198A ist mit 40 pN nur ungefihr halb so groB3, und fiir PhoB(190-209) R203A liel sich

aufgrund zu weniger Bindungsereignisse keine Statistik anfertigen.
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Abb. 65: Krafthistogramme der Kompetitionsexperimente. Standardpuffer: 100 mM KH,PO,, 50 mM NacCl,
pH 7.4. (a) Standardpuffer; (b) Kompetition mit 2-fachem UberschuB an freiem Peptid; (c) Standardpuffer;
(d) Kompetition mit 12-fachem UberschuB an freier DNA; (e) Standardpuffer. Auf der Y-Achse ist die
Bindungswahrscheinlichkeit dargestellt. Links PhoB(190-209), Mitte PhoB(190-209) R193A, rechts
PhoB(190-209) H198A.5*
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Es konnte also gezeigt werden, dal auch das Modell-Peptid, das nur aus dem zwanzig
Aminosduren kleinen Ausschnitt der PhoB-Sequenz besteht, bereits fiir spezifische

Bindung an der DNA ausreicht.
4.1.5.3 Dynamische Kraftspektroskopie

Zur nzheren Untersuchung der Dissoziations-Kinetik des Komplexes der nativen
Peptidsequenz sowie der Mutanten PhoB(190-209) R193A und PhoB(190-209) H198A mit
der DNA wurden dynamische Kraftspektroskopie-Experimente durchgefiihrt, es wurden
also Messungen mit variierten Ziehgeschwindigkeiten gemacht. Die gemessenen
Dissoziationskrifte der thermisch getriebenen Dissoziation eines metastabilen Komplexes
unter Applikation einer duleren Kraft hingen von der zeitlichen Kraftentwicklung auf den
Komplex ab. P43 Diese wird als Beladungsrate (loading rate) bezeichnet und stellt
das Produkt aus der molekularen Elastizitit und der Ziehgeschwindigkeit dar. Die
Ermittlung der molekularen Elastizitdt des Systems erfolgte durch einen Fit iiber 20
Datenpunkte am Ende der Abrisskurve, unmittelbar vor dem Abrif}, wobei die
Ziehgeschwindigkeit im Bereich von 10 — 6000 nm/s variiert wurde. Hierzu wurden
jeweils ca. 200-300 Entbindungsereignisse gemessen, das Ergebnis dieser Experimente
zeigt Abb. 66, in der die aus der Analyse der entsprechenden Histogramme resultierenden

Entbindungskrifte halblogarithmisch gegen die loading rate aufgetragen sind.
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Abb. 66: Ergebnisse der dynamischen Kraftspektroskopie fiir die Bindung des PhoB-Peptids an DNA. Die
wahrscheinlichsten Entbindungskrifte sind semilogarithmisch gegen die loading rate aufgetragen. Uber die
Steigung der Geraden durch die Messpunkte erhilt man eine thermische off-Rate k= (3,1 £ 2,1) s,

korrespondierend mit einer Lebensdauer von 320 ms, und einen molekularen Lingenparameter xg = (0,68 +
0,12) nm.!""

Die loading rate wurde als das Produkt aus der Elastizitit des Polymerlinkers (erhalten
durch einen Fit am Ende der AbriBkurve, unmittelbar vor dem Abrif}) und der

Ziehgeschwindigkeit bestimmt. Sie variierten dabei fiir PhoB(190-209) von 87 pN/s —

55000 pN/s. Die Histogramme konnen gemiB der Formel von Strunz gefittet werden.””™
Xp ¥
=ty B o
Xﬂ kBT ‘ k()ﬁp

Die wahrscheinlichste Entbindungskraft ist F, kg7 = 4.11 pN nm der Boltzmann Faktor bei
298 K ist, xg molekulare Reaktionsldnge, r die loading rate und k.4 ist die thermische off-
Rate bei einer Kraft von F = 0.

Der lineare Fit an die Messdaten erlaubt die Bestimmung verschiedener Parameter.
Einerseits liefert die Extrapolation auf eine verschwindende externe Kraft F = 0 die
thermische off-Rate k,; 4 die fiir das PhoB-Peptid k,;= (3.1 £ 2.1) s betrigt und einer
Lebensdauer der Bindung von etwa 320 ms entspricht. Dies weist auf eine schnelle
Entbindung des kleinen Peptids hin. Der Zerfall der Bindung der Mutante PhoB(190-209)
R193A zur DNA lduft mit k.r=(0.071 +0.053) s bedeutend langsamer ab, was sich
umgekehrt in einer lingeren Lebensdauer T = 14.1 s des Komplexes duBlert. Das Peptid

PhoB(190-209) H198A andererseits weist eine sehr hohe off-Rate k,p=(49.5 £ 21.2) st
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auf, entsprechend einer verkiirzten Lebensdauer T =20 ms fiir den Komplex. Der Grund
hierfiir diirfte im Austausch der basischen Aminosiure His'*® der nativen Sequenz gegen
Alanin liegen. Der Wegfall dieses basischen Aminosdurerestes fithrt zum Wegfall einer
ladungsbedingten Bindung. Der erste Schritt der Bindung an die DNA, die
ladungskontrolliert Assoziation des Peptids an das Riickgrat der DNA, wird also
abgeschwicht. Der zweite Teil dieses Ergebnisses, die niedrigere off-Rate und damit
langere Lebensdauer des Peptids PhoB(190-209) R193A im Vergleich mit dem Peptid der
nativen Sequenz ist schwieriger zu erkldaren. Der Austausch der basischen Aminosdure
Arg'” gegen Alanin, sollte eigentlich dhnliche Auswirkungen auf die Bindungsfihigkeit
des Peptids haben wie beim vorherigen Peptid. Vermutlich wirkt sich der Austausch dieses
Restes in irgendeiner Form sterisch giinstig aus, und/oder er wirkt sich auf die Féahigkeit
des Peptids zur Ausbildung der a-Helix aus.

Die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziation k,s beeinflusst die Affinitit der
Wechselwirkung einer Rezeptor-Ligand-Bindung, die bei einer 1:1-Kinetik der
Gleichgewichtskonstanten der Dissoziation Kp = k.g/ k,, entspricht, stirker als die on-Rate
kon, die im allgemeinen nicht so stark variiert.>%!

Wird fiir die Bindung eines Peptids an die Ziel-DNA diffusionskontrollierte Assoziation

mit einer typischen Geschwindigkeitskonstante ko, = 10° M g 108342

zu Grunde gelegt,
lassen sich die Gleichgewichtskonstanten zu Kp = 3 X 10°M (native Sequenz), Kp = 7 X
10® M (Mutante R193A) und Kp = 5 x 10° M (Mutante HI98A) abschiitzen. Aus den so
abgeschitzten Gleichgewichtskonstanten konnen gemidl AG°=RT InKp die freien
Reaktionsenthalpien (Gibbs-Energien) fiir die Bildung des Komplexes zu AG° =-31.4 kJ
mol ™ (native Sequenz), AG® = -40.8 kJ mol” (Mutante R193A) sowie AG° = -24.5 kJ mol’’
(Mutante H198A) abgeschitzt werden.

Ein weiterer Parameter, der aus den Messungen extrahiert werden kann, ist die molekulare
Reaktionsldnge xs. Diese ist iiber die inverse Steigung des linearen Fits an die Daten
(Abb. 66) erhiltlich. Fiir das native Peptid und die Mutante H198A ergeben sich Werte um
7A (Tab. 13). Fiir das Peptid R193A, das auch die lingste Lebensdauer aufweist, wird
jedoch ein Wert von xg = 9.3 A erhalten. Dieses Ergebnis paBt zu den iibrigen Resultaten,
es deutet darauf hin, daf} die letzte Aktivierungsbarriere im Falle dieses Komplexes spiter
auf der Reaktionskoordinate liegt. Der Komplex hat also, unter der Annahme

mikroskopischer Reversibilitit, tiber eine grolere Distanz auf der Reaktionskoordinate die
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Moglichkeit, erneut zu assoziieren. Dies steht im Einklang mit einer gréeren Lebensdauer
des Komplexes.

Die logarithmische Abhéngigkeit gilt fiir den gesamten Bereich der loading rate, was einer
einzelnen Barriere in der Energielandschaft (bei xg) entspricht. Im Gegensatz dazu wurde
in den Protein-DNA-Experimenten mit dem Protein ExpG aus S. meliloti fiir loading rates

iiber 11 nN s eine weitere Barriere gefunden.””!

Tab. 13: Vergleich der aus der dynamischen Kraftspektroskopie erhalten thermischen Off-Raten und
molekulare Reaktionslingen

Mutation | Peptidsequenz Ko / s71 x5 / A

- AC-VEDRTVDVHIRRLRKALEPG-Linker 3.1 + 2.1 6.8 £+ 1.2
R193A AC-VEDATVDVHIRRLRKALEPG-Linker 0.071 + 0.053 | 9.3 = 2.6
H198A AC-VEDRTVDVAIRRLRKALEPG-Linker 49.5 + 21.2 7.2 £ 3.5
R203A AC-VEDRTVDVHIRRLAKALEPG-Linker - -

4.1.6 Vergleichende Diskussion der Ergebnisse der verschiedenen Methoden

Als erstes 1dBt sich ganz klar feststellen, dal die Anwendung der
Einzelmolekiilspektroskopie zur Untersuchung der Bindungseigenschaften den Messungen
im Ensemble offensichtlich iiberlegen ist. Sie erlaubt die Analyse spezifischer Bindung
auch bei moglicher unspezifischer Bindung, ohne das auf letztere bei der Datenauswertung
Riicksicht genommen werden mufl da die Bindungsereignisse mit unspezifischer Bindung
einfach vor der Analyse verworfen werden konnen. Aus diesem Grund mufl man sich iiber
das Versuchs-Setup iiber diesen Aspekt keine Gedanken machen. Aus der
Kraftspektroskopie lassen sich die in Tab. 13 dargestellten Daten bestimmen.

Die Analyse iiber die Oberflichenplasmonresonanz ist mit dem Versuchs-Setup, das zur
Kraftspektroskopie verwendet wurde, nicht moglich. Dies liegt an der Linge des DNA-
Fragmentes, das zu viele unspezifische Bindungsereignisse ermoglicht.

Die CD-Spektroskopie liefert zumindest Anhaltswerte fiir die Anteile der jeweiligen
Sekundirstrukturtypen der Peptide in Losung. Da die Anteile bei den unterschiedlichen
Auswertemethoden stark variierende Werte liefern, sind auch diese unter Vorbehalt zu
betrachten. Die zuverlédssigsten Ergebnisse scheinen mit CDNN erzeugt zu werden. Die
hiermit erzielten Ergebnisse zeigen, daB3 der helicale Anteil in Losung beim PhoB(190-
209) H198A [E. coli] mit 60% am groBten ist, fiir die native Sequenz PhoB(190-209) [E.
coli] liegt sie bei ungefihr 40% und fiir PhoB(190-209) R193A [E. coli] ungeféhr bei 20%.

Hierbei fillt auf, daB3 mit fallendem helicalen Anteil in Losung auch die off-Raten fallen.
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Nur beim Peptid PhoB(190-209) R203A [E. coli] ist dies nicht der Fall, eventuell
verhindert der Austausch dieser Aminosdure die Assoziation. Eventuell 148t sich die
Abhingigkeit der Off-Raten von der Helicalitit entropisch erkldren, mit einem
Entropiegewinn durch die bei der Bildung der a-Helix freigewordenen Wassermolekiile,
die vorher iiber Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Peptid wechselwirkten.

Eine Analyse der Anderungen der CD-Spektren bei der Bindung an DNA ist aus einem
dhnlichen Grund wie die verldBliche Datenauswertung der Daten aus den Messungen der
Oberflachenplasmonresonanz nicht Moglich. Der GroBBenunterschied der Peptids und der
DNA ist einfach zu groB, um die Anderungen am Spektrum der Peptide zu erkennen, da zu
viele nicht gebundene oder unspezifisch gebundene Peptidmolekiile vorhanden sind, wenn
fiir Messungen ausreichende Peptidkonzentrationen gewihlt werden. Auch die Anderung
am Spektrum der DNA kann nicht ordentlich beobachtet werden, da die Konzentration an
DNA zu gering ist. AuBerdem stort die viel hohere Konzentration an Peptidmolekiilen in
der Losung, da diese schlieBlich iiberlagernde eigene Spektren liefern. Auch kann nicht
ausgeschlossen werden, dafl ein Teil der Peptide an die spezifische Bindestelle und ein
weiterer unspezifisch bindet. Es kann also bei einem so langen DNA-Stiick nicht von der

Anderung im Spektrum auf die Art der Bindung geschlossen werden.
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4.2 Epitope-Mapping

4.2.1 Uberlegungen zum Auffinden der DNA-bindenden Domiine in ExpG

Die Primirsequenz des Transkriptionsaktivators ExpG aus S. meliloti ist bekannt, jedoch
ist das DNA-bindende Epitop bisher noch genau lokalisiert. Die Peptidsynthese in
Verbindung mit Bindungsstudien, z.B. mittels Oberflichenplasmonresonanz, erlaubt es,
jeweils kurze Peptide mit der Primirstruktur eines Abschnitts des Proteins zu
synthetisieren, und anschlieBend die Wechselwirkungen dieser Peptide mit der DNA-
Sequenz zu untersuchen, an die das Protein bindet. Nach mehreren Durchgéingen sollte das
am besten an die DNA bindende Peptid aufgefunden sein. AnschlieBend wire es moglich,
durch Mutationsexperimente am Protein zu iiberpriifen, ob das so aufgefundene Epitop
wirklich entscheidend ist.

Dieser peptidchemische bottom-up Ansatz des epitope mapping bietet gegeniiber einem
biochemischen fop-down Ansatz, bei dem durch Mutation auf der Ebene der Gene fiir das
Protein kiirzere Fragmente oder Proteine mit durch Variation der Aminoséduren inaktiven
Bereichen hergestellt werden, mehrere Vorteile, z.B. ist die Geschwindigkeit dieser Art der
Analyse hoher, da sowohl die Synthesen als auch die Aufreinigung automatisiert werden
konnen.

Bei einer Betrachtung der Primérstruktur des Proteins féllt zundchst eine Héufung
basischer Aminosdurereste im Bereich der Aminosduren 126-170 auf (Abb. 67). Hier
liegen sie meist in einem Abstand von 2-4 Aminosdureresten, was als Hinweis auf

amphiphile Helices betrachtet werden kann.

10 20 30 40 50 60

MERGMNHRIL YPFADFGDTV AILPANETQR KGLDTPVDDR DGDDSLVTYF ELARVMERAS

70 80 90 100 110 120

RRFSGLLRAE LTKLGVEDIG PAQAMVLLAI GEAELSVGEL LDRGHYVGSN ISYYLKQLAD

130 140 150 160 170 180

GDYIDRIASQ RDKRSARIRL SEKGRQLCAG LRQAAKGYER ALSHGDQDRR NLETAFQTLH
190

RLELVWGNAA RYGI

Abb. 67: Darstellung der Primérstruktur von ExpG aus S. meliloti, basische Aminoséurereste
sind blau markiert.

ExpG zeigt Homologien zu den Transkriptionsaktivatoren der MarR Familie (Abb. 68)."!
Es ist bekannt, daf} die Mitglieder dieser Familie iiber ein helix-turn-helix Motiv an DNA
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binden.!*>*4

Eine Betrachtung des Sequenzvergleichs zeigt eine Hiufung von
Sequenzhomologien im Bereich der Aminosduren 126-153, der Bereich, in dem auch ein

DNA-bindendes helix-turn-helix Motiv fiir MarR vorhergesagt ist.[*”!

EXpG 1 MERGMNHRIL YPFADFGDTV AILPANETQR KGLDTPVDDR DGDDSLVTYF 50
MarR 1 MKSTSDLFNE 10

EXpG 51 ELARVMERAS RRFSGLLRAE LTKLGVEDIG PAQAMVLLAI GEAELSVGEL 100
MarR 11 TIIPLGRLIHM VNQKKDRLLN EYLSPLDITA AQFKVLCSIR CAACITPVEL 60

EXpG 101 LDRGHYVGSN ISYYLKQLAD GDYIDRIASQ RDKRSARIRL SEKGRQLCAG 150
MarR 61 KKVLSVDLGA LTRMLDRLVC KGWVERLPNP NDKRGVLVKL TTGGAAICEQ 110

EXpG 151 LRQAAKGYER ALSHGDQDRR NLETAFQTLH RLELVWGNAA RYGI 194
MarR 111 CHQLVGQDLH QELTKNLTAD EVATLEYLLK KVLP 144

Abb. 68: Sequenzvergleich von ExpG aus S. meliloti und MarR aus E. coli.** Der Bereich der fiir MarR
vorhergesagten HTH-Motive ist fett gedruckt; Homologien in diesem Bereich sind gelb unterlegt.
Sowohl die Sequenzhomologie im Bereich der Aminosdurereste 126-153 als auch die
Héaufung der basischen Aminosdurereste im Bereich der Aminosédurereste 126-170 weisen

schon auf einen potentiell DNA bindenden Bereich hin.

In einem ersten epitope mapping werden Peptide mit 15 Aminosdureresten synthetisiert,
die sich jeweils um 10 Aminosdurereste iiberlappen. Mit diesen werden Bindungsanalysen
durchgefiihrt, und im Bereich von Peptiden, die an die DNA binden, werden dann Peptide
mit 20 Aminosdureresten und jeweils 17 iiberlappenden Aminosdureresten synthetisiert.
Dieses iterative Vorgehen in mehreren Schritten und das Eingrenzen des zu
untersuchenden Bereichs sollte das Verfahren schneller machen als eine sofortige Synthese
von Peptiden mit 20 Aminosiureresten mit 19 Aminosiureresten Uberlappung, da zum
einen sehr viel weniger Bindungsstudien durchgefiihrt, und viel weniger Peptide
synthetisiert werden miissen. Auflerdem fallen die Produkte von Peptidsynthesen mit 15
Aminosdureresten im Allgemeinen in hoherer Reinheit an als die von Synthesen mit 20

Aminosaureresten.
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4.2.2 Synthese der 15-mer-Peptide

In einem ersten Schritt wurden 37 Peptide synthetisiert, die bis auf eines mit 14
Aminosdureresten jeweils 15 Aminosdurereste lang sind und sich immer um 10
Aminosdurereste iiberlappen (Tab. 14). Die Linge von 15 Aminoséduren bietet einen guten
Kompromif3 von moglichst kurzen Peptiden, die einfach aufzureinigen und schneller zu
synthetisieren sind, und einer moglichst groen Linge, um eine stabile amphiphile o-Helix
ausbilden zu konnen. Ein Weiterschreiten um 5 Aminosduren bedeutet ungefihr 1.5
Windungen der o-Helix, was dazu fiihrt, dal jeder Aminosdurerest einmal im Inneren,
einmal im Bereich des N- und einmal im Bereich des C-Terminus in einem Peptid
auftaucht. Dies sollte sicherstellen, daf3 kein mogliches DNA-bindendes Epitop iibersehen

wird, weil kein entsprechendes Peptid synthetisiert wiirde.

Tab. 14: Synthetisierte Peptidepitope von ExpG [S. meliloti].

Sequenz AS Sequenz AS
36 | MERGMNHRILYPFAD | 1 - 15 56 | LDRGHYVGSNISYYL | 101 - 115
37 | NHRILYPFADFGDTV | 6 - 20 57 | YVGSNISYYLKQLAD | 106 - 120

38 | YPFADFGDTVAILPA | 11 - 25 58 | ISYYLKQLADGDYID | 111 - 125
39 | FGDTVAILPANETQR | 16 - 30 59 | KQLADGDYIDRIASQ | 116 - 130
40 | AILPANETQRKGLDT | 21 - 35 60 | GDYIDRIASQRDKRS | 121 - 135

41 | NETQRKGLDTPVDDR | 26 - 40 61 | RIASQRDKRSARIRL | 126 - 140
42 | KGLDTPVDDRDGDDS | 31 - 45 62 | RDKRSARIRLSEKGR | 131 - 145
43 | PVDDRDGDDSLVTYF | 36 - 50 63 | ARIRLSEKGRQLCAG | 136 - 150
44 | DGDDSLVTYFELARV | 41 - 55 64 | SEKGRQLCAGLRQAA | 141 - 155
45 | LVTYFELARVMERAS | 46 - 60 65 | QLCAGLRQAAKGYER | 146 - 160

46 | ELARVMERASRRFSG | 51 - 65 66 | LRQAAKGYERALSHG | 151 - 165
47 | MERASRRFSGLLRAE | 56 - 70 67 | KGYERALSHGDQDRR | 156 - 170
48 | RRFSGLLRAELTKLG | 61 - 75 68 | ALSHGDQDRRNLETA | 161 - 175
49 | LLRAELTKLGVEDIG | 66 - 80 69 | DQDRRNLETAFQTLH | 166 - 180
50 | LTKLGVEDIGPAQAM | 71 - 85 70 | NLETAFQTLHRLELV | 171 - 185

51 | VEDIGPAQAMVLLATI | 76 - 90 71 | FQTLHRLELVWGNAA | 176 - 190
52 | PAQAMVLLAIGEAEL | 81 - 95 72 | RLELVWGNAARYGI 181 - 194
53 | VLLAIGEAELSVGEL | 86 - 100
54 | GEAELSVGELLDRGH | 91 - 105
55 | SVGELLDRGHYVGSN | 96 - 110

Die Synthese wurde automatisiert im Syntheseautomaten am 2CIl-Trt-Harz durchgefiihrt.
Die Kupplung erfolgte mittels Doppelkupplung mit 1.5 Aquivalenten der Fmoc-
geschiitzten Aminosdure, 1.5 Aquivalenten TBTU und 3 Aquivalenten DIPEA. Die
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tempordre Fmoc-Schutzgruppe wurde mit 6% Piperazin in DMF (w/v) abgespalten. Die
Abspaltung vom Harz erfolgte mit 95% TFA, 2.5% Wasser und 2.5% TIPS. Die nach der
Abspaltung  angefertigten MALDI-ToF-MS  Spektren und analytischen HPL-
Chromatogramme zeigten, daf3 die Peptide alle relativ sauber sind. Die Peptide wurden
nicht weiter aufgereinigt, sondern in Bindungsstudien eingesetzt. Dabei wird davon
ausgegangen, dal der hochste Peak im HPL-Chromatogramm dem Produkt entspricht
(Tab. 20, 21). Die einzuwiegende Menge fiir die Bindungsanalysen wurde

dementsprechend berechnet.

4.2.3 Oberflichenplasmonresonanz

Die Bindung zwischen den iiberlappenden Epitopen aus der Primirstruktur von ExpG und
der komplementiren DNA aus S. meliloti wird mittels Oberflichenplasmonresonanz
untersucht. Zur Untersuchung wurde auf einem Biacore SA-Chip iiber die
Streptavidin/Biotin Bindung auf der Mefizelle das biotinylierte KF-Ge Fragment aus ExpG
immobilisiert. Dieses Fragment enthdlt 177 Basenpaare, von denen 75 mit denen
tibereinstimmen (Abb. 69), die im entsprechenden Genom vorkommen, die iibrigen Reste

sind durch die PCR bedingt. Die komplette Sequenz ist unter 6.1.3.2 zu finden.°"!

..GCTCAAGAGCACGCAATTTCGGGGCAGGGGTGTTATGAAATTACTTCAAGTTTTGAAGTAATTTTCCGGAATTGG...

Abb. 69: Sequenz der DNA, an die ExpG bindet. Dargestellt sind die 75 Basen, die mit der DNA aus dem
Genom von S. meliloti iibereinstimmen.”"! Fiir die Bindung werden die beiden gelb markierten Boxen und
auch die blau markierte palindrome Sequenz benotigt.”"

Auf der Referenzzelle wurde, analog zu den Messungen mit PhoB, das pFPR Fragment der
EBNA-DNA immobilisiert, das die Bindungsstelle nicht enthélt. Die komplette Sequenz ist
unter 6.1.3.3 zu finden. Der Response der Referenzzelle wurde von dem der MeBzelle

abgezogen, um zufillige unspezifische Wechselwirkungen mit der DNA herauszurechnen.

Fiir die Untersuchungen wurden die Peptide so gelost, daB3 eine 1 mM Losung im Puffer
erhalten wird. Als Puffer wurde ein Phosphatpuffer mit 100 mM KH,;PO4 und 50 mM
NaCl mit einem pH von 7.4 verwendet, der auch fiir die ersten Bindungsstudien mit PhoB
verwendet wurde. Die Losungen wurden zentrifugiert, und es wurde mittels MALDI-ToF-
MS untersucht, ob das gewiinschte Peptid in Losung vorliegt. Aufgrund des hohen
Salzgehaltes muf3 die Losung 1:1000 (v/v) verdiinnt werden, um ein aussagekriftiges

Massenspektrum zu erhalten. In den Losungen aller Rohprodukte waren die gewiinschten
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Peptide gelost, selbst bei denen, wo sich nicht alles eingewogene Rohprodukt geldst hat.
Auch die Uberstinde dieser Peptide wurden untersucht, da davon ausgegangen werden
kann, daB ein Peptid, das mit der DNA unter natiirlichen Bedingungen wechselwirkt,
wasserloslich sein muB.

Die Messung erfolgte bei einem FluB von 10 ul/min iiber 10 min, die anschlieBende
Regeneration mit 0.5% SDS im Puffer bei einer FluBrate von 20 ul/min wihrend 1 min.
Von den 37 Peptiden zeigten nur sechs Peptide iiberhaupt eine Bindung (Abb. 70), wobei
das Peptid mit den Aminosdureresten 136-150 stark heraussticht, und fiinf im Bereich der
Aminosduren 126-170 liegen (Tab. 15), der auch schon bei den Voriiberlegungen als
moglicher DNA-bindender Bereich identifiziert wurde. Das Peptid ExpG(131-146) zeigte
gar keine Bindung an die DNA, obwohl es 7 basische Reste enthilt. Eventuell wird die
Ausbildung einer amphiphilen Helix durch diese grofe Anzahl an basischen Resten

verhindert.

Tab. 15: Vergleich der Sequenzen von ExpG aus S. meliloti und MarR aus E. coli sowie der bindenden 15-
Peptide dargestellt in abnehmender Bindungsstirke, in der dritten Spalte ist ARU angegeben."”! Der Bereich
der fiir MarR vorhergesagten HTH-Motive ist gelb unterlegt,'™”

EXpG 126 RIASQ RDKRSARIRL SEKGRQLCAG LRQAAKGYER ALSHGDQDRR 170 SPR (ARU)
136 ARIRL SEKGRQLCAG 150 2900
151 LRQAAKGYER ALSHG 165 140
156 KGYER ALSHGDQDRR 170 50
126 RIASQ RDKRSARIRL 140 30
146 QLCAG LRQAAKGYER 160 30

MarR 86 RLPNP NDKRGVLVKL TTGGAAICEQ CHQLVGQDLH QELTKNLTAD 130

6 NHRILYPFADFGDTV 20 20
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Bindende 15-mer Peptide

3500
3000
2500
E 2000 -
< 1500
1000 -
500 -

0 ——1 T T T
AS 136-150 AS 151-165 AS 156-170 AS 146-160 AS 126-140 AS 6-20

Abb. 70: Vergleich von ARU,,,,x der DNA-bindenden Peptide mit 15 Aminoséureresten.

4.2.4 Synthese der 20-mer-Peptide mit 17 iiberlappenden Aminosiuren

Nachdem sich der Bereich der Aminosduren 126-170 auch in der ersten Runde des epitope
mapping als Bereich herausgestellt hat, dessen Primérstruktur die DNA-bindenden Peptide
beinhaltet, wurden Peptide aus diesem Bereich synthetisiert. Um die Anzahl der zu
synthetisierenden Peptide klein zu halten, wurden Peptide mit 20 Aminosédureresten und
jeweils 17 {iberlappenden Aminosaureresten im Bereich der Aminosduren 131-174
synthetisiert (Tab. 16). Die Linge wurde auf 20 Aminosduren erhoht, da auch das DNA-
bindende Fragment aus PhoB [E.coli] und das fiir MarR [E.coli] vorhergesagte HTH-

Motiv jeweils 20 Aminosdurereste lang ist.

Tab. 16: Synthetisierte 20-Peptide von ExpG aus S. meliloti.

Sequenz AS
73 RDKRSARIRLSEKGRQLCAG 131 - 150
74 RSARIRLSEKGRQLCAGLRQ 134 - 153
75 RIRLSEKGRQLCAGLRQAAK 137 - 156
76 LSEKGRQLCAGLRQAAKGYE 140 - 159
77 KGRQLCAGLRQAAKGYERAL 143 - 162
78 QLCAGLRQAAKGYERALSHG 146 - 165
79 AGLRQAAKGYERALSHGDQD 149 - 168
80 RQAAKGYERALSHGDQDRRN 152 - 171
81 AKGYERALSHGDQDRRNLET 155 - 174

Die Synthese wurde automatisiert im Syntheseautomaten am 2CIl-Trt-Harz durchgefiihrt.

Die Kupplung erfolgte mittels Doppelkupplung mit 1.5 Agquivalenten der Fmoc-
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geschiitzten Aminosiure, 1.5 Aquivalenten TBTU und 3 Aquivalenten DIPEA. Die
temporédre Fmoc-Schutzgruppe wurde mit 6% Piperazin in DMF (w/v) abgespalten. Die
Abspaltung vom Harz erfolgte mit 95% TFA, 2.5% Wasser und 2.5% TIPS. Die

Aufreinigung erfolgte mittels wiederholter HPLC-Laufe mit verschiedenen Gradienten.

4.2.5 Oberflichenplasmonresonanz

Die Bindungsstudien zeigen, dal nur die Peptide ExpG(134-153) und ExpG(137-156)
stark an die DNA binden, wihrend die iibrigen nur sehr schwach oder gar nicht
wechselwirken.

Diese Peptide liegen im Bereich groBer Sequenzhomologie mit MarR (Tab. 17).”°! Aus-
gehend vom oben angestellten Sequenzvergleich entspricht das Peptid mit den
Aminosdureresten 134-153 dem vorhergesagten HTH-Motiv MarR-C."**! Da das Peptid
ExpG(131-146) gar nicht gebunden hat, und die Aminoséurereste 154 und 155 Alaninreste
sind, die nicht an die DNA binden konnen, also nicht zu einer verbesserten Bindung
beitragen konnen, wird ExpG(134-153) als das DNA-bindende Epitop betrachtet. Dies
Peptid zeigt auch eine ausgepriagte amphiphile o-helicale Struktur (Abb. 71)

Tab. 17: Sequenzvergleich von ExpG aus S. meliloti und MarR aus E. coli sowie der beiden am besten

bindenden Peptide im fiir die Synthese der 20-Peptide ausgew:ihlten Bereich,”* in der dritten Spalte
ist ARU angegeben. Der Bereich des fiir MarR vorhergesagten HTH-Motives ist gelb unterlegt.”*”’

EXpG 131 RDKRSARIRL SEKGRQLCAG LRQAAKGYER ALSHGDQDRR NLET 174 SPR(ARU)
134 RSARIRL SEKGRQLCAG LRQ 153 2650
137 RIRL SEKGRQLCAG LRQAAK 156 1650

MarR 91 NDKRGVLVKL TTGGAAICEQ CHQLVGQDLH QELTKNLTAD EVAT 134

134-153 137-156

Abb. 71: Darstellung der Edmundson-Réder der Peptide aus ExpG mit den Aminoséureresten 134-153
und 137-156 aus der Primérstruktur des ExpG aus E. coli.
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4.3 Az<oTANDEM

4.3.1 Einleitung

Es soll ein photoschaltbares Analogon zum DNA-bindenden Bisinterkalator TANDEM
synthetisiert werden (Abb. 72), wobei als photoschaltbare Einheit ein vorhandenes
Azobenzolderivat, 4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin (Abb. 73),/"*”!

eingesetzt werden soll. Dieser basiert auf zwei iiber ein Diazen verbundene Phenylalanine.

@)

88
Abb. 73: 4,4’-Diazenediyldi(N-fert-butoxycarbonyl)phenylalanin

[197]

Die Entscheidung, die Phenylalanine an den para-Positionen iiber dein Diazen zu
verbinden rithrt aus energieminimierten Strukturen von ortho-, meta- und para-
verkniipftem AzoTANDEM (Abb. 74), da hier der Abstand der Chinoxalineinheiten (ortho

0,43 nm, meta 0,47 nm, para 0,51 nm) dem in Triostin (ca. 1,0 nm) am nichsten kommt.
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Abb. 74: Darstellung der bei der Energieminimierung mittels INSIGHT II in einem CHARMM Kraftfeld
erhaltenen Strukturen. Mit einer ortho-Azobenzoleinheit betrigt der Abstand zwischen den
Chinoxalinsystemen 0,43 nm (oben links), bei einer meta-Azobenzoleinheit 0,47 nm (oben) und bei einer
para-Azobenzoleinheit 0,51 nm (links)

Durch die cis/trans-Isomerisierung soll die Molekiilstruktur so geidndert werden, daf die
Chinoxalineinheiten nicht mehr parallel zueinander liegen, und damit nicht mehr durch

Interkalation an der DNA binden kénnen (Abb. 75).

Abb. 75: Vergleich der trans- (links) und cis-Form (rechts) von Stilben-iiberbriicktem TANDEM. In der cis-
Form liegen die Chinoxalinssteme nicht mehr parallel zueinander und konnen deswegen nicht mehr zwischen
Basenpaare interkalieren.

4.3.2 Synthese

Die in der Literatur bekannten Synthesen verlaufen prinzipiell alle iiber denselben Weg.
Zuerst werden zwei Tetradepsipeptide mit geeigneten Schutzgruppen versehen
synthetisiert. AnschlieBend werden diese Peptide verkniipft, und entweder zuerst die
Disulfidbindung gebildet!'”"! oder der RingschluB des Peptids durchgefiihrt."**'%! Zuletzt
wird die interkalierende Einheit, im Fall von TANDEM und Triostin A Chinoxalin,
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eingefiihrt. Die Synthesen erfolgen alle in Losung, mit Boc als temporirer Schutzgruppe

(Abb. 76, 77). Der C-Terminus wird mit einer reduktiv mit Zink in Essigsidure abspaltbaren

[101-104,543]

Schutzgruppe geschiitzt, entweder als f, [ S-Trichlorethylester oder mit einer

p-Bromphenacylgruppe!'™  Die Thiolgruppe im Cystein wird mittels einer

[101,102,104,105]

Acetamidomethylgruppe oder im Falle des Einsatzes von N-Methylcystein mit

einer Benzamidomethylgruppe geschiitzt.'””! Der N-Terminus des D-Serins, an den

abschlieend die interkalierende Chinoxaloylgruppe gebunden wird, wird mit einer

[102-105] t [101]

Benzyloxycarbonylgruppe oder der Fmoc-Gruppe geschiitz

Z-D-Ser-OH + H-Ala-OTce Z-D-Ser-Ala-OTce

Z-D-Ser-Ala-OTce
Z-D-Ser-Ala-OTce +Boc-Val-OH

Boc-Va
Z-D-Ser-Ala-OTce Z-D-Ser-Ala-OTce
+Boc-Cys(Acm)-OH
Boc-Va Boc-Cys(Acm)-Va
Z-D-Ser-Ala-OH Acm
Boc- Acm)-V
oc-Cys(Acm)-Va Z-D-Ser-Ala-Cys-Va
+ e
Boc-Cys-Val— < Ala<-D-Ser=
Z-D-Ser-Ala-OTce Y Toe=-Ala<-D-Ser=-Z
Alm

H-Cys(Acm)-Va

Abb. 76: Darstellung der Syntheseroute fiir die Tetradepsipeptide und deren Verkniipfung bei der ersten
Synthese von TANDEM!'?*!
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Acm Acm
Z-D-Ser—AIa—C)‘/s—VaI Z-D-Ser-Ala-Cys-Val
Boc-Cys-Val Tce<Ala<D-Ser<Z Val< Cys < Ala<-D-Ser = Z
ALm Acm
Acm
Z-D-Ser-Ala-Cys-Val Z-D-Ser-Ala-Cys-Val
Val «CTS<—AIa<—D-Ser<—Z T Val = Cys<-Ala<D-Ser<Z
Acm
Z-D-Ser-Ala-Cys-Val Qxc-D-Ser-Ala-Cys-Val
Val = Cys<Ala<D-Ser=Z T Val = Cys=Ala=D-Ser=Qxc

Abb. 77: Darstellung der Syntheseroute fiir die Ringschliisse und des Einbaus der Chinoxaline bei der ersten
Synthese von TANDEM!'?*!

Da bei dem zu synthetisierenden photoschaltbaren TANDEM-Derivat die Cystin-Einheit
durch das photoschaltbare Azobenzolderivat ersetzt werden soll, kommen die
vorgenannten Syntheseschemata nicht in Frage. Eine solche Syntheseroute wire nur
moglich, wen analog zum Disulfid eine ”Azo-Cyclisierung® moglich wire. Statt dessen
wird zuerst ein Chinoxalin-funktionalisiertes Tridepsipeptid synthetisiert, das anschlieend
an beide freien Carboxygruppen des photoschaltbaren Azobenzolderivat gekuppelt wird.

Abschlielend erfolgt der Ringschluf3 (Abb. 78, 79).

H-Ala-OH

H-Ala-tBu

H-Ala-tBu ——»  Fmoc-D-Ser(Trt)-Ala-tBu

@)
Qxc-D-Ser(Trt)-Ala-tBu

Cl
Fmoc-Ve|1I Qxe = OO

Qxc-D-Ser-Ala-tBu

Fmoc-D-Ser(Trt)-Ala-tBu

Qxc-D-Ser(Trt)-Ala-tBu——=

Abb. 78: Syntheseschema zur Synthese des Chinoxalin-funktionalisierten Tridepsipetids
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Boc-HN ,,N\©\
N -

Fmoc-Val O ;
| - Val 0 NH-Boc
Qxc-D-Ser-Ala-tBu |
Qxc-D-Ser-Ala-tBu Val
|
Qxc-D-Ser-Ala-tBu
0 Qe /
H Val—D-Ser—Ala
.N
N
Alg=— D-S<|ar<— Val NH
Qxc O

Abb. 79: Syntheseschema zur Kupplung und zum Ringschlufl zum AzoTANDEM

Beim abschlieBenden Ringschlul zum 26-gliedrigem Ring (Abb. 80 I) konnte als
Nebenreaktion eine alternative Cyclisierung auftreten, bei der 13-gliedrige Ringe gebildet
werden (Abb. 80 II). Dieser Prozel3 sollte jedoch aufgrund der ungiinstigen Ringgrof3e
benachteiligt sein, da ein 13-gliedriger Ring gespannter ist als ein 26-gliedriger. Eine
weitere mogliche Nebenreaktion wire die Oligomerisierung von nicht cyclisierten
Molekiilen. Diese Nebenreaktion sollte sich durch hohe Verdiinnung vermindern lassen,

die durch eine Methode der Pseudohochverdiinnung erreicht werden kann.>**!
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90

Abb. 80: Darstellung der Cyclisierungsmoglichkeiten zum erwiinschten 26-gliedrigen (I) und zum
unerwiinschten 13-gliedrigen (II) Ring

4.3.2.1 Probesynthese des Tridepsipeptids am Wang-Harz

Um die Reaktionsbedingungen fiir die Kupplung des Chinoxalins, die Abspaltung der
Tritylschutzgruppe und die Kniipfung der Depsipeptidbindung zu bestimmen erfolgte eine
Probesynthese mit kleiner Ansatzgrole am Wang-Harz. Dies hat den Vorteil, daf} die
Aufreinigung sehr viel einfacher ist als in der Losungssynthese, nicht ans Harz gebundene

Nebenprodukte lassen sich einfach durch Waschen entfernen.

4.3.2.1.1 Synthese von H-D-Ser(Trt)-Ala-Wang-Harz 91

Die Synthese des Dipeptids erfolgte mit Standard-Peptidsyntheseverfahren. Die Beladung

des Wang-Harzes mit Fmoc-Val-OH erfolgte mit HOBt, DIC und DMAP in DCM. Die
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgte mit 2% DBU und 2% Piperidin in DMF. Die
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Kupplung des Fmoc-D-Ser(Trt) erfolgte mit TBTU und DIPEA, die Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe erfolgte wieder mit 2% DBU und 2% Piperidin in DMF.

4.3.2.1.2 Synthese von Qxc-D-Ser(Trt)-Ala-O'Bu 92

Die Kupplung des Chinoxaloylchlorids an H-D-Ser(Trt)-Ala-Wang-Harz erfolgte mit
Triethylamin als Hilfsbase. Zur Kupplung wurde H-D-Ser(Trt)-Ala-Wang-Harz in DMF
mit 1.1 Aquivalenten Chinoxaloylchlorid und 2.2 Aquivalenten Triethylamin umgesetzt.

4.3.2.1.3 Synthese von Qxc-D-Ser-Ala-O'Bu 93

Die Abspaltung der Tritylschutzgruppe von Qxc-D-Ser(Trt)-Ala-O'Bu erfolgte mittels 1%
TFA in DCM.

4.3.2.1.4 Synthese von Qxc-D-Ser(Fmoc-Val-)-Ala-O'Bu 94

Die Esterkondensation zur Depsipeptidbindung erfolgte mit DCC in Pyridin als
Losungsmittel bei 0°C.

Es zeigte sich also, daf} diese fiir die Losungssynthese des Tridepsipeptids vorgesehenen

Reaktionsschritte an der festen Phase durchfiihrbar sind und dort quantitativ verlaufen.

4.3.2.2 Synthese von Fmoc-D-Ser(Trt)-Ala-O'Bu

95 96 97

Die Synthese von Fmoc-D-Ser(Trt)-Ala-O'Bu erfolgte im ersten Versuch mit 3 Aq. DIC
und katalytischen Mengen DMAP in DCM. Die Ausbeute nach einer
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sdulenchromatographischen (9/1 DCM/MeOH) und einer flashchromatographischen
(DCM) Aufreinigung lag jedoch bei nur ca. 61 %. Die Kupplung unter Verwendung von
1.5 Aq. HATU, 0.1 Aq. HOAt und 3 Aq. DIPEA mit anschlieBender
saulenchromatographischer Aufreinigung (50/1 DCM/MeOH) verlief nahezu quantitativ.

4.3.2.3 Synthese von D-Ser(Trt)-Ala-O'Bu

o 7, 0
= - e
O. o)J\N/ﬁ(N: OX h 0 ><
H B N
o HN" Y Y 0
O 0
97 98

Die Abspaltung der Fmoc-Gruppe verlief sowohl mit 6% (w/v) Piperazin in DCM und
saulenchromatographischer Aufreinigung (50/1 DCM/MeOH) als auch mit 20% (w/v)
Diethylamin in DCM und flashchromatographischer Aufreinigung (50/1 DCM/MeOH)

nahezu quantitativ.
4.3.2.4 Synthese von Qxc-D-Ser(Trt)-Ala-O'Bu
4
g S
Q o 7\
W0 A~ Sssd
AN _ = O
© Ho @ ©: P Q (’(H\)?\
N N N A\ N ><
HzN“(m“?LoX X ])L” : 0
o i

98 99 100

Die Synthese von Qxc-D-Ser(Trt)-Ala-O'Bu erfolgte durch Reaktion von 98 mit 1.1 Aq.
Chinoxaloylchlorid und 2.2 Aq. Triethylamin in DCM. Der Verlauf der Reaktion wurde
mittels MALDI-ToF-MS beobachtet, nach vollstindigem Umsatz wurde das
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Reaktionsgemisch eingeengt und ohne Aufreinigung als Rohprodukt in der néchsten Stufe

eingesetzt.

4.3.2.5 Synthese von Qxc-D-Ser-Ala-O‘Bu

100 101

Die Abspaltung der Trityl-Schutzgruppe erfolgte mit einer Losung von 0.5% (v/v) TFA in
DCM. Nach 4 Tagen war die Reaktion vollstindig und das Produkt wurde
flashchromatographisch aufgereinigt (50/1 DCM/MeOH). Die Ausbeute iiber 2 Stufen lag
bei iiber 98%, damit konnen beide Reaktionen als quantitativ betrachtet werden. Eine
Aufreinigung mittels semipréaparativer RP-HPLC lieferte nur eine Ausbeute von etwa 40%,
und eine Verwendung von 1% (v/v) TFA in DCM verkiirzte die Reaktionsdauer auf ca. 4h,
jedoch verringerte sich die Ausbeute auf 23%. Der Grund hierfiir diirfte eine gewisse

Séaurelabilitidt der Bindung zur Chinoxalineinheit sein.

4.3.2.6 Synthese von Qxc-D-Ser(Fmoc-Val)-Ala-O'Bu

OH
r O O 0" N
C[N\OH NJoko><+ S OO — 6 HOO\; T
RS =S S e A S
N

101 102 103

Die Synthese von Qxc-D-Ser(Fmoc-Val)-Ala-O'Bu erfolgte basenkatalysiert in Pyridin.
Hierzu wurden 101 und 3 Aq. 102 in Pyridin gelost, auf 0°C gekiihlt und 3 Aq. DCC
hinzugegeben. Nach 4h Riihren bei 0° wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt,

aufgearbeitet und mit HPLC aufgereinigt, die Ausbeute betrug 34%.
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4.3.2.7 Synthese von Qxc-D-Ser(Val)-Ala-O‘Bu

O 2 ne

IS e e — 0 o
@:Nj)kN/_\[(N\z)J\OX @:Nj)kN/_\[(N\e)J\OX
NS H 5 = 7 H o5 ¢
103 104

Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erwies sich als problematisch, da als
Nebenreaktion eine basenkatalysierte Esterspaltung stattfinden kann. Ein erster Versuch
mit 6% Piperidin in DCM fiihrte nach 3h zu einer Ausbeute von 5% des gewiinschten
Produktes. Die Reaktion mit 20% Diethylamin in DCM ergab ein Produktgemisch, das
neben dem gewiinschten Produkt 104 auch noch das Produkt der Esterspaltung der
Depsipeptidbindung, 101, enthielt. Um das Gemisch nicht verwerfen zu miissen, wurde das
Rohprodukt dieses Versuches zur Abspaltung der Schutzgruppe mit einer Losung von 7%
Piperidin und 2% DBU in DMF versetzt und 20h geschiittelt. Nach
flashchromatographischer Aufreinigung konnte 101 erneut in der vorausgehenden
Reaktion eingesetzt werden. Ein weiterer Versuch mit 2% DBU und 2% Piperidin in DMF
filhrte zu einer Ausbeute von nur 26% 104. Die Abspaltung der Schutzgruppe nur mit 2%
DBU in DMF war nicht moglich. Auch Versuche, die Schutzgruppe mittels TBAF
abzuspalten, blieben erfolglos. Weder in THF noch in DMF fiihrte eine Reaktion mit 6
Aquivalenten TBAF und 3 Aquivalenten Thioanisol zum gewiinschten Produkt, auch eine
zusitzliche Zugabe von DBU zum Reaktionsansatz in DMF #nderte daran nichts. Eine
zusitzliche Zugabe von 2% Piperidin und 2% DBU zu den Ansitzen fithrte zu einer
Ausbeute von 29% 104. Auch die Abspaltung mit N-(2-Mercaptoethyl)-aminomethyl-
polystyrol Harz mit DBU in DCM brachte kaum Umsatz des Produktes. Letztendlich
fiihrte die Umsetzung fiir 4h mit 6% Piperazin in DCM zu der besten Ausbeute an reinem
Produkt. Nach wiederholter chromatographischer Reinigung (Flashchromatographie 25/1
DCM/MeOH, Séaulenchromatographie 5/1 DCM/MeOH) konnten 66% 104 isoliert werden.
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4.3.2.8 Kupplung von Qxc-D-Ser(Val)-Ala-O'Bu an 4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxy-

carbonyl)phenylalanin

< \>'N 0Q
88 N=>_SN—>\/_
L Il
S0

105

Die Kupplung erfolgte mittels einer Spritzenpumpe unter Pseudo-Hochverdiinnung.”**! Im
Rundkolben wurde Qxc-D-Ser(Val)-Ala-O'Bu und DIPEA in DMF vorgelegt. Aus der
einen Spritze wurde 4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin, aus der
anderen HATU in DMF hinzugegeben. Um unnétige Substanzverluste durch
chromatographische Aufreinigung zu vermeiden wurde das Rohprodukt fiir die néchste

Stufe eingesetzt.
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4.3.2.9 Abspaltung der Boc-Schutzgruppen vom nicht cyclisierten AzoTANDEM

-—o ¢ HO ¢
— 0 — 0
0 HN 0 HN{
) N
N %
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4’— HN < H HN

., 0 HN/ ?
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105 90

Zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppen von den Aminogruppen des 4,4’-Diazendiyldi-
(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanins wurde das Rohprodukt der letzen Stufe mit TFA
versetzt, und die Abspaltung der Schutzgruppen massenspektrometrisch beobachtet. Nach
30 min waren die Schutzgruppen komplett abgespalten. Nach sdulenchromatographischer

(DCM/MeOH 1/1) und Reinigung mit HPLC wurde 90 in 30% Ausbeute iiber zwei Stufen

erhalten.
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4.3.2.10 Synthese des AzoTANDEM

< NH O
H HN o J—/(
O HN
0] 0]
H NH O
N
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|| s N

90 89

Die Cyclisierung erfolgte unter Pseudohochverdiinnung mit Hilfe einer Spritzenpumpe, um
Polymerisierung des uncyclisierten AzoTANDEM zu verhindern.”** Im Kolben wurde
DIPEA in DMF vorgelegt, aus der einen Spritze wurden 90 in DMF, aus der anderen
wurden HATU und HOAt in DMF hinzugegeben. Die Reinigung erfolgte mit HPLC, es

wurde eine Ausbeute von 34% erreicht.

4.3.3 Spektroskopische Untersuchung

4.3.3.1 Einleitung

Die Azobenzoleinheit des AzoTANDEMs ermoglicht eine Photoschaltung des
Cyclodepsipeptids, die UV-absorptionsspektroskopisch beobachtet werden kann. Das
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UV-Absorptionsspektrum des unsubstituierten frans-Azobenzols zeigt 2 Maxima, einen
intensiven, breiten Peak des m—7 Elektroneniibergang bei 316 nm und einen sehr viel
schwiicheren Peak bei 444 nm, der vom n—n Elektroneniibergangs hervorgerufen wird.
Das UV-Absorptionsspektrum des cis-Azobenzols zeigt ein Maximum bei 437 nm,
hervorgerufen durch den n—m Elektroneniibergang und einen breiten Peak mit einem
Maximum bei 247 nm mit einer sichtbaren Schulter bei 270 nm. Diese werden durch T—7

Elektroneniibergiinge verschiedener Symmetrien hervorgerufen.*”!

Die Lage der
Elektroneniibergiinge in substituierten Azobenzolderivaten verdndert sich in Abhingigkeit
der Substituenten. Im Fall der ortho-Substitution eines trans-Azobenzolderivates ist der
n—7n  Elektroneniibergang deutlich Rot-verschoben, der m—m  Elektroneniibergang
Blau-verschoben, para-Alkylsubstituenten rufen einen gegenteiligen Effekt hervor. Beim
ortho-substituierten cis-Azobenzolderivat ist der n—m Elektroneniibergang Rot-
verschoben, wihrend der m—m Elektroneniibergang im Gegensatz zum trans-Isomer
Rot-verschoben ist. Die Rot-Verschiebung des n—n wird auf eine abstoBende
Wechselwirkung zwischen dem ortho-Substituenten und dem freien Elektronenpaar des
entfernteren Stickstoffs in der Diazen-Einheit zuriick gefiihrt, der Effekt wird bei grofleren
Substituenten teilweise durch eine Verdrehung der Phenylringe zueinander verringert. Die
hierdurch hervorgerufene verringerte Konjugation erklirt die Blau-Verschiebung. Im Falle
eines para-substituierten Azobenzolderivates ist die Verschiebung allein auf elektronische
Effekte zuriickzufithren, wéihrend beim ortho-substituierten Derivat hauptsidchlich

strukturelle Verinderungen fiir die Verschiebung verantwortlich sind.>*!

4.3.3.2 UV-Spektroskopische Untersuchung der einzelnen Proben

Die Azobenzoleinheit des AzoTANDEMs 14t sich mit Licht bei einer Wellenldnge von
360 nm vom trans- zum cis-Isomer schalten. Die Riickkehr zum trans-Isomer kann
einerseits mit Licht bei ca. 450 nm oder thermisch erfolgen. Die Schaltung bei 360 nm
wurde in einem Photoreaktor durchgefiihrt, die photochemische Riickschaltung mittels
Sonnenlicht. Zur thermischen Riickschaltung wurden die Proben unter Lichtausschlufl bei
Raumtemperatur (ca. 20°C) aufbewabhrt.

Untersucht wurde das Spektrum im thermischen Gleichgewicht, anschliefend die
Photoschaltung zum cis-Isomer und die Riickschaltung mittels Sonnenlicht zum

trans-Isomer. Um die Reproduzierbarkeit zu zeigen, wurden die Messungen nochmals
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wiederholt, wobei in kiirzeren Abstinden Spektren aufgenommen werden sollen, um die
Geschwindigkeit der Schaltung zu beobachten. Um die thermische Riickschaltung zu
untersuchen, wurden nochmals alle Proben bestrahlt und unter Lichtausschluf3 aufbewabhrt.
Es wurden Messungen mit AzoTANDEM, 4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxy-
carbonyl)phenylalanin und Chinoxaloylchlorid durchgefiihrt. Da eine nachtrigliche
Subtraktion eines Hintergrundes mit der vorhandenen Software im UV-Betrieb nicht
moglich ist, wurden bei allen Messungen auch Spektren des Losungsmittels, in diesem Fall
DMSO, aufgenommen. Es war keine ausreichende Anzahl an identischen Kiivetten fiir alle
Messungen vorhanden, deswegen wurde das AzoTANDEM in einer 0,1 cm Kiivette
gemessen, und die anderen beiden Proben in 1 cm Kiivetten.

Als Losungsmittel wurde DMSO verwendet, da sich das AzoTANDEM nur in DMSO und
DMF 16st, und DMSO aufgrund der hoheren Photostabilitdt geeigneter erscheint. Um fiir
beide Kiivetten einen Hintergrund zu haben, wurde das DMSO sowohl in 0.1 cm als auch
in 1 cm Kiivetten gemessen. Alle Proben wurden durchgehend identisch gehandhabt, und
auBerhalb der Bestrahlungen unter Lichtausschluf3 aufbewahrt. Fiir die Messung wurde
eine Konzentration von 0,01 mmol / L fiir alle Proben gewihlt.

Aufgrund der nicht vorhandenen Loslichkeit des AzoTANDEMs in geeigneten
Losungsmitteln konnten keine CD-spektroskopischen Untersuchungen durchgefiihrt

werden.

4.3.3.2.1 UV-Spektren des Losungsmittels DMSO

Alle Spektren wurden in DMSO angefertigt. Die Spektren des DMSO édndern sich wihrend
der Messungen jedoch innerhalb der Messgenauigkeit nicht, so da3 es ausreicht, sich
einmal das Spektrum des DMSO zu vergegenwirtigen, und es bei der Betrachtung der
Spektren im Hinterkopf zu behalten. In der 1 cm-Kiivette ist eine starke Absorption bei
270 nm zu erkennen (Abb. 83, 84), in der 0.1-cm Kiivette ist die Intensitdt dieser Bande
viel geringer (Abb. 81, 82). Diese Bande des DMSO liegt jedoch nicht in dem fiir die
Photoschaltung interessanten Bereich. Auch jenseits der 500 nm scheint sich das Spektrum
zu verandern, jedoch ist kein Trend bei den MefBergebnissen zu erkennen. Da auch dieser
Bereich fiir die Photoschaltung irrelevant ist, kann DMSO als Losungsmittel verwendet

werden.
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Abb. 81: Abbildung aller aufgenommen UV-Absorptionsspektren von DMSO in der 0.1 cm Kiivette.
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Abb. 82: VergroBerung des entscheidenden Bereichs aller aufgenommen UV-Absorptionsspektren von
DMSO in der 0.1 cm Kiivette.
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Abb. 83: Abbildung aller aufgenommen UV-Absorptionsspektren von DMSO in der 1 cm Kiivette.
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Abb. 84: Vergrofierung des entscheidenden Bereichs aller aufgenommen UV-Absorptionsspektren von
DMSO in der 1 cm Kiivette.

4.3.3.2.2 UV-Spektren des 4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanins

Das UV-Spektrum des trans-4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin zeigt
ein Maximum bei 337 nm, das dem n—n" Elektroneniibergang zugeordnet werden kann,
und ein viel Geringeres bei 449 nm, hervorgerufen durch den n—m Elektroneniibergang

[545]

(Abb. 85). Diese Verschiebungen sind im Einklang mit der Theorie, wobei die Rot-

Verschiebung des T Elektroneniibergangs sehr stark ausfillt.
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Abb. 85: UV-Spektrum des trans-4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin im thermischen
Gleichgewicht in DMSO in der 1 cm Kiivette.

Das UV-Spektrum des cis-4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin zeigt ein

schwaches Maximum bei 438 nm, hervorgerufen durch den n—m Elektroneniibergang.

Das Maximum und die Schulter des T—T Elektroneniibergangs wird vom Signal des

DMSO iiberlagert, und ist deswegen nicht sichtbar (Abb. 86).
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Abb. 86: UV-Spektrum des cis-4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin nach 30miniitiger
Bestrahlung im Photoreaktor in DMSO in der 1 cm Kiivette.



4. Spezieller Teil 145

4.3.3.2.3 UV-Spektrum des Chinoxaloylchlorids

Das UV-Spektrum des Chinoxaloylchlorids zeigt eine Absorptionsbande mit einem
Maximum bei 316 nm, die dem T—T Elektroneniibergang zugeordnet wird, mit einer

Schulter bei 328 nm, die dem n—7 Elektroneniibergang entspricht (Abb. 87). Der T

[546] nu

Elektroneniibergang ist im Vergleich zum Chinoxalin, wo dieser bei 315 nm liegt, r

%

leicht verschoben, innerhalb der MeBgenauigkeit des Gerites. Der n—7

Elektroneniibergang ist stark verschoben, im Chinoxalin liegt er bei 339 nm.>*”!
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Abb. 87: UV-Spektrum des Chinoxaloylchlorids in DMSO in der 1 cm Kiivette.
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4.3.2.2.4 UV-Spektrum des AzoTANDEMs

Das UV-Spektrum des AzoTANDEMs im thermischen Gleichgewicht zeigt ein Maximum
bei 330 nm, eines bei 450 nm und eine Schulter bei 317 nm (Abb. 88).

250 200 400 500 540
Wawelength [nm]

Abb. 88: UV-Spektrum des trans-Isomers des AzoTANDEMs in DMSO in der 0.1 cm Kiivette.

Das Maximum bei 330nm kann dem 7W—T Elektroneniibergang des trans-
4,4’-Diazendiylphenylalanin zugeordnet werden. Die Verschiebung im Vergleich zum
Azobenzol fallt hier nicht N stark aus wie im trans-
4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin. Dies 146t sich mit der stidrkeren
Verdrehung der Phenylringe zueinander erklidren, die fiir einen Ringschluf3 im sterisch
gehinderten Molekiil notig ist. Sie fiithrt zu einer Blau-Verschiebung im Vergleich zum
trans—4,4’—Diazendiyldi(N—tert—butoxycarbonyl)phenylalanin.[545] Die Intensitdt dieser
Bande ist im Vergleich zum trans-4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin
viel geringer, sie betrdgt nur ungefihr ein Viertel (Abb. 89). Dies bedeutet eine lingere
Lebensdauer fiir den angeregten Zustand des AzoTANDEMs im Vergleich zum trans-
4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin, was sich auch bei den
Photoschaltungs-Experimenten zeigt.[548]

Ein weiteres Maximum liegt bei 450 nm, hervorgerufen durch den n—m
Elektroneniibergang. Dieser ist im Vergleich zum trans-
4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin  kaum verschoben, auch die

Intensitit bleibt gleich.
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Abb. 89: Vergleich der UV-Spektren des trans-Isomers des AzoTANDEMs in DMSO in der 0.1 cm Kiivette
(blau) und des trans-4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin in DMSO in der 1 cm Kiivette
(griin).

Die Schulter bei 317 nm 1Bt sich dem n—n Elektroneniibergang der beiden Chinoxalin-

Einheiten zuordnen, und ist im Vergleich zum Chinoxaloylchlorid kaum verschoben. Auch

die Intensitét ist sehr dhnlich (Abb. 90).
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Abb. 90: Vergleich der UV-Spektren des trans-Isomers des AzoTANDEMs in DMSO in der 0.1 cm Kiivette
(griin) und des Chinoxaloylchlorids in DMSO in der 1 cm Kiivette (blau).

Das UV-Spektrum des AzoTANDEMs nach der Photoschaltung zum cis-Isomer nach 30

min im Photoreaktor zeigt ein Maximum bei 328 nm, eine Schulter bei 318 nm und eine

bei 437 nm (Abb. 91, 92).
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Abb. 91: UV-Spektrum des cis-Isomers des AZoTANDEMs in DMSO in der 0.1 cm Kiivette.

1.105

1.1

Abs 1.08

1.08

1.074 ' ' '
434 436 4318 440

Wavelength [nm]

Abb. 92: VergroBerung des UV-Spektrum des cis-Isomers von AzoTANDEM in DMSO in der 0.1 cm
Kiivette.

Die Schulter bei 437 nm liBt sich dem n—T Elektroneniibergang des cis-
4,4’-Diazendiylphenylalanin zuordnen (Abb. 93). Das Maximum und die Schulter des

n—7 Elektroneniibergangs wird vom Signal des DMSO iiberlagert, und ist deswegen

nicht sichtbar.
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Abb. 93: Vergleich der UV-Spektren des cis-Isomers des AzoTANDEMs in DMSO in der 0.1 cm Kiivette
(blau) und des cis-4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin in DMSO in der 1 cm Kiivette
(griin).

Die Schulter bei 318 nm 1Bt sich dem T—T Elektroneniibergang der beiden Chinoxalin-
Einheiten zuordnen, und ist im Vergleich zum Chinoxaloylchlorid kaum verschoben. Auch

die Intensitét ist sehr dhnlich (Abb. 94).
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Abb. 94: Vergleich der UV-Spektren des cis-Isomers des AzoTANDEMSs in DMSO in der 0.1 cm Kiivette
(griin) und des Chinoxaloylchlorids in DMSO in der 1 cm Kiivette (blau).
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Das Maximum bei 328 nm deutet darauf hin, dafl das AzoTANDEM nicht zu 100% in der
cis-Form vorliegt, sondern zum Teil noch das trans-Isomer vorliegt. Dann konnte das
Maximum mit dem T—T Elektroneniibergang des trans-4,4’-Diazendiylphenylalanin

erklirt werden.

4.3.3.3 Erste Photoschaltung mittels Photoreaktor trans-Isomer — cis-Isomer

Die erste Photoschaltung erfolgte aus dem thermischen Gleichgewicht nach der Synthese
und anschlieBender Aufreinigung. Die Messungen erfolgen zu Beginn (0 min), und dann
nach 5, 10 und 30 min.

Die  Schaltung vom  frans-Isomer zum  cis-Isomer ist sowohl  beim
4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin ~ (Abb. 94), als auch beim
AzoTANDEM deutlich sichtbar (Abb. 95). Beim AzoTANDEM ist eine Abnahme der
Intensitit des Maximums bei 328 nm zu beobachten, jedoch verschwindet diese Bande
nicht vollstindig, so dal die Annahme, dal das Azotandem nach der Bestrahlung nicht

vollstindig als cis-Isomer vorliegt, berechtigt erscheint.
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Abb. 95: Darstellung der UV-Spektren des 4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin im
Verlauf der ersten Photoschaltung im Photoreaktor nach 0, 5, 10 und 30 min.
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Abb. 96: Darstellung der UV-Spektren des AzoTANDEMs in DMSO in der 0.1 cm Kiivette im Verlauf der
ersten Photoschaltung im Photoreaktor nach 0, 5, 10 und 30 min.

Der Vergleich der Spektren des Chinoxaloylchlorids zeigt eine Verdnderung zwischen der
ersten Messung und zweiten Messung (Abb. 97), danach dndert sich das Spektrum nicht
mehr, was auf eine Art Photobleichen der Chinoxalineinheit hindeutet.

Es zeigt sich, da} die Abstinde zwischen den Messungen zu grof3 gewihlt sind, da sich die
Spektren der Messungen nach 5, 10 und 30 min im Rahmen der MefBgenauigkeit nicht

unterscheiden.
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Abb. 97: Darstellung der UV-Spektren des Chinoxaloylchlorids in DMSO in der 1 cm Kiivette im Verlauf
der ersten Photoschaltung im Photoreaktor nach 0, 5, 10 und 30 min.
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4.3.3.4 Zweite Photoschaltung mittels Sonnenlicht cis-Isomer — trans-Isomer

Mit der zweiten Photoschaltung im Sonnenlicht wurde die 4,4’-Diazendiylphenylalanin-
Einheit vom cis-Isomer zum trans-Isomer geschaltet. Zu diesem Zweck wurden die Proben
zuerst 20 min, nach der ersten Messung nochmals 40 min dem direkten Sonnenlicht
ausgesetzt.

Auch hier ist die Schaltung vom cis-Isomer zum trans-Isomer sowohl beim
4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin als auch beim AzoTANDEM
deutlich sichtbar. Die Schaltung des 4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin
erreicht nicht das Ausgangsniveau im thermischen Gleichgewicht (Abb. 98, 99), nach 60
min Bestrahlung ist die Intensitit am Maximum sogar etwas geringer als nach 20 min. Im
Gegensatz dazu steigt die Intensitit am Maximum beim AzoTANDEM iiber den
Ausgangswert im thermischen Gleichgewicht, und ist nach 60 min hoher als nach 20 min
(Abb. 100, 101). Dies deutet darauf hin, dal die 4,4’-Diazendiylphenylalanin-Einheit im
AzoTANDEM stirker gespannt ist, und die Schaltung vom cis-Isomer zum trans-Isomer
gehindert ist. Auch die Tatsache, daB das AzoTANDEM im thermischen Gleichgewicht
einem geringeren Teil in der trans-Form vorliegt als nach der Photoschaltung, deutet
darauf hin, daB dessen Struktur einen EinfluB auf die Stabilitit der Isomere hat, und das

trans-Isomer im Vergleich zum 4,4’-Diazendiyldi(N-fert-butoxycarbonyl)phenylalanin

benachteiligt ist.
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ADbb.98: Darstellung der UV-Spektren des 4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin im Verlauf
der zweiten Photoschaltung im Sonnenlicht nach 20 min (griin) und 60 min (blau).



4. Spezieller Teil 153

Wavelength [nm]

Abb.99: Vergrofierte Darstellung der UV-Spektren des
4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin im Verlauf der zweiten Photoschaltung im
Sonnenlicht nach 20 min (griin) und 60 min (blau) und Vergleich mit dem Spektrum im thermischen
Gleichgewicht vor der ersten Schaltung (rot).
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Abb. 100: Darstellung der UV-Spektren des AzoTANDEMs in DMSO in der 0.1 cm Kiivette im Verlauf der
zweiten Photoschaltung im Sonnenlicht nach 20 min (griin) und 60 min (blau).
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Abb. 101: Darstellung der UV-Spektren des AzZoTANDEMs in DMSO in der 0.1 cm Kiivette im Verlauf der
zweiten Photoschaltung im Sonnenlicht nach 20 min (griin), 60 min (blau) und Vergleich mit dem Spektrum
im thermischen Gleichgewicht vor der ersten Schaltung (rot).

Der Vergleich der Spektren des Chinoxaloylchlorids zeigt keine weitere Verdnderung
(Abb. 102).

Wie in der ersten Photoschaltung zeigt sich hier, dal die Abstinde zwischen den
Messungen zu grof3 gewihlt sind, da sich die Maxima der Spektren der Messungen nach 20

und 60 min kaum unterscheiden, und dem Spektrum im thermischen Gleichgewicht bereits

sehr dhnlich sind.
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Abb. 102: Darstellung der UV-Spektren des Chinoxaloylchlorids in DMSO in der 1 cm Kiivette im Verlauf
der zweiten Photoschaltung im Sonnenlicht nach 20 min (griin) und 60 min (blau).
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4.3.3.5 Dritte Photoschaltung mittels Photoreaktor trans-Isomer — cis-Isomer

Mit der dritten Photoschaltung sollte versucht werden, die Geschwindigkeit der Schaltung
vom trans-Isomer zum cis-Isomer zu bestimmen. Die Messungen erfolgten nach 30, 60,
90, 150 und 300 Sekunden Bestrahlung im Photoreaktor.

Im Falle des 4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin ist zu erkennen, daf3

die Schaltung nach 30 s nahezu vollkommen erfolgt ist, die Spektren der Messungen

danach sind im Rahmen der Mefgenauigkeit identisch (Abb. 103).
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Abb. 103: Darstellung der UV-Spektren des 4,4’ -Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin im
Verlauf der dritten Photoschaltung im Photoreaktor mit Messungen nach 30, 60, 90, 150 und 300
Sekunden sowie den Spektren im thermischen Gleichgewicht und nach 60 min Bestrahlung im
Sonnenlicht.

Die Photoschaltung des AzoTANDEMs erfolgt sichtbar langsamer, erst nach 90 s sind die
Spektren der dann erfolgten Messungen identisch. Auch hierin zeigt sich wieder, daf} die

Schaltung im sterisch gehinderten, stark gespannten System des AzoTANDEMs langsamer
erfolgt (Abb. 104).
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Abb. 104: Darstellung der UV-Spektren des AZoTANDEMs in DMSO in der 0.1 cm Kiivette im Verlauf der
dritten Photoschaltung im Photoreaktor mit Messungen nach 30, 60, 90, 150 und 300 Sekunden sowie den
Spektren im thermischen Gleichgewicht und nach 60 min Bestrahlung im Sonnenlicht.

Das Spektrum des Chinoxaloylchlorids zeigt keine weitere Verdanderung (Abb. 105).
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Abb. 105: Darstellung der UV-Spektren des Chinoxaloylchlorids in DMSO in der 1 cm Kiivette im Verlauf
der dritten Photoschaltung im Photoreaktor mit Messungen nach 30, 60, 90, 150 und 300 Sekunden sowie

den Spektren im thermischen Gleichgewicht (0) und nach 60 min Bestrahlung im Sonnenlicht.

4.3.3.6 Vierte Photoschaltung mittels Sonnenlicht cis-Isomer — trans-Isomer

Diese Photoschaltung diente zur Untersuchung der Geschwindigkeit der Schaltung vom
cis-Isomer zum trans-Isomer. Zu diesem Zwecke erfolgten die Messungen nach 30 und 90
Sekunden sowie nach 40 Minuten. Hier zeigte sich, da} die Zeit zwischen den Messungen

noch zu lang gewdhlt worden ist, jedoch sind noch kiirzere Bestrahlungszeiten an der
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Sonne kaum reproduzierbar zu machen. Bereits nach 30 Sekunden hat das Maximum der
Banden des m—7 Elektroneniibergang der trans-4,4’-Diazendiylphenylalanin-Einheit
beim 4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin ihr photochemisch
erreichbares Maximum erreicht (Abb. 106, 107).
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Abb. 106: Darstellung der UV-Spektren des 4,4’-Diazendiyldi(N-fert-butoxycarbonyl)phenylalanin im
Verlauf der vierten Photoschaltung im Sonnenlicht mit Messungen nach 30 und 90 Sekunden sowie nach 40
Minuten und den Spektren im thermischen Gleichgewicht und nach 60 min Bestrahlung im Sonnenlicht. Als

Ausgangsspektrum dient das Spektrum nach 300 Sekunden Bestrahlung im Photoreaktor.
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Abb. 107: VergroBerte Darstellung der UV-Spektren des
4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin im Verlauf der vierten Photoschaltung im Sonnenlicht
(Legende siehe oben).
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Beim AzoTANDEM dauert dies ldnger, nach 30 und 90 Sekunden sind die Spektren im
Rahmen der MeBgenauigkeit identisch, und liegen im Bereich des thermischen
Gleichgewichts (Abb. 108, 109). Erst nach 40 Minuten werden die Ausgangswerte im
Rahmen der MefB3genauigkeit erreicht.

Im Falle des 4,4’-Diazendiyl-di(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin ist die erreichte
Intensitidt wieder geringer als im thermische Gleichgewicht, beim AzoTANDEM gro3er.
Auch hier zeigt sich, dal die Schaltung des AzoTANDEMs viel langsamer erfolgt, wobei
zu erkennen ist, dal die Werte des thermischen Gleichgewichts sehr schnell erreicht
werden, bereits nach der ersten Messungen, die Schaltung dariiber hinaus jedoch ldnger
dauert. Auch dies ist wieder als Hinweis auf die erschwerte Schaltung im unter Spannung
stehenden, sterisch anspruchsvollen AzoTANDEM zu werten. Im Gegensatz dazu kann das
frei bewegliche, ungehinderte 4,4’-Diazendiyl-di(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin sehr

viel schneller geschaltet werden.
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Abb. 108: Darstellung der UV-Spektren des AZoTANDEMs in DMSO in der 0.1 cm Kiivette im Verlauf der
vierten Photoschaltung im Sonnenlicht mit Messungen nach 30 und 90 Sekunden sowie nach 40 Minuten und
den Spektren im thermischen Gleichgewicht und nach 60 min Bestrahlung im Sonnenlicht. Als
Ausgangsspektrum dient das Spektrum nach 300 Sekunden Bestrahlung im Photoreaktor.
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Abb. 109: VergroBerte Darstellung der UV-Spektren des AzoTANDEMs in DMSO in der 0.1 cm Kiivette im
Verlauf der vierten Photoschaltung im Sonnenlicht (Legende siehe unten).

Im Spektrum des Chinoxaloylchlorids treten keine weiteren Anderungen auf (Abb. 110,
111).
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Abb. 110: Darstellung der UV-Spektren des Chinoxaloylchlorids in DMSO in der 1 cm Kiivette im Verlauf
der vierten Photoschaltung im Sonnenlicht mit Messungen nach 30 und 90 Sekunden sowie nach 40 Minuten
und den Spektren im thermischen Gleichgewicht und nach 60 min Bestrahlung im Sonnenlicht. Als
Ausgangsspektrum dient das Spektrum nach 300 Sekunden Bestrahlung im Photoreaktor.
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Abb. 111: VergroBerte Darstellung der UV-Spektren des Chinoxaloylchlorids in DMSO in der 1 cm Kiivette
im Verlauf der vierten Photoschaltung im Sonnenlicht mit Messungen nach 30 und 90 Sekunden sowie nach
40 Minuten und den Spektren im thermischen Gleichgewicht und nach 60 min Bestrahlung im Sonnenlicht.

Als Ausgangsspektrum dient das Spektrum nach 300 Sekunden Bestrahlung im Photoreaktor.

4.3.3.7 Thermische Schaltung cis-Isomer — frans-Isomer

Um die thermische Schaltung zwischen dem cis-Isomer und dem frans-Isomer der
4,4’-Diazendiylphenylalanin-Einheit beim AzoTANDEM und dem 4,4’-Diazendiyl-
di(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin zu untersuchen, wurden die Proben zuerst im
Photoreaktor bei 360 nm fiir 5 Minuten bestrahlt. AnschlieBend wurden die Proben im
Dunklen bei Raumtemperatur aufbewahrt. Zur Untersuchung wurden in regelméfigen
Abstinden Messungen vorgenommen, nach 2, 5, 15, 30 und 75 min sowie nach 2,5, 4, 6,
12, 24, 30, 45, 54, 69, 76, 94, 100, 123, 130, 142, 148, 168 und 192 Stunden und eine
abschlieBende Messung nach 70 Tagen. Auf die Darstellung der Legenden fiir die
kompletten Ubersichten wird verzichtet, da die einzelnen Spektren nicht zu unterscheiden
wiren weil die Software nur 8 Spektren verschieden darstellen kann. Jedoch ist das
Spektrum mit der néchsthoheren Intensitit immer das Spektrum, was direkt anschlieBend
aufgenommen wurde. Einzige Ausnahme hierbei ist das Spektrum nach 70 Tagen. Hier
zeigt sich eine deutliche Verdnderung des Spektrums des DMSO, und auch eine
Verinderung im Bereich der Proben, was auf eine Zersetzung des DMSO und der Proben
hindeutet. Die thermische Schaltung geht in beiden Systemen mit der

4,4’-Diazendiylphenylalanin-Einheit recht langsam voran.
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Im Falle des 4,4’-Diazendiyldi(N-fert-butoxycarbonyl)phenylalanin verlduft die thermische
Schaltung nicht linear, zu Beginn ist sie deutlich schneller als zum Ende hin (Abb. 112,

113).
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Abb. 112: Darstellung der UV-Spektren des 4,4’-Diazendiyldi(N-fert-butoxycarbonyl)phenylalanin im
Verlauf der thermischen Schaltung. Auf die Darstellung der Legenden wird verzichtet, da die einzelnen
Spektren nicht zu unterscheiden wiren weil die Software nur 8 Spektren verschieden darstellen kann. Jedoch
ist das Spektrum mit der nédchsthSheren Intensitdt immer das Spektrum, was direkt anschlieBend
aufgenommen wurde.
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Abb. 113: Darstellung der UV-Spektren des 4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin im
Verlauf der thermischen Schaltung. Auf die Darstellung der Legenden wird verzichtet, da die einzelnen
Spektren nicht zu unterscheiden wiren weil die Software nur 8 Spektren verschieden darstellen kann. Jedoch
ist das Spektrum mit der nédchsthSheren Intensitdt immer das Spektrum, was direkt anschlieBend
aufgenommen wurde.

Erstaunlicherweise wird nach 130h eine groBere Intensitit als im thermischen
Gleichgewicht erreicht (Abb. 114), die auch weiterhin ansteigt. Dies konnte sich dadurch
erkldren lassen, daf die Proben vor der allerersten Messung nicht immer unter

Lichtausschlu3 gehalten wurden. Die Proben konnten deswegen auch durch Sonnenlicht
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bestrahl worden sein, dessen Strahlung bei 360 nm eine gewisse Riickschaltung bewirkt

haben konnte.
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Abb. 114: VergroBerte Darstellung ausgewihlter UV-Spektren des
4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin im Verlauf der thermischen Schaltung. Dargestellt ist
das thermische Gleichgewicht vor der allerersten Messung (0), ein Spektrum nach 60 min Sonnenbestrahlung

nach der ersten Photoschaltung im Photoreaktor und die Spektren der Messungen nach 130, 148, 168 und
192 Stunden sowie nach 70 Tagen unter Lichtausschluf3.

Auch die thermische Schaltung des AzoTANDEMs verlduft nicht linear, jedoch verlduft
sie zu Beginn deutlich langsamer als die des 4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxy-

carbonyl)phenylalanins (Abb. 115, 116).
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Abb. 115: Darstellung der UV-Spektren des AzoTANDEMs in DMSO in der 0.1 cm Kiivette im Verlauf der
thermischen Schaltung. Auf die Darstellung der Legenden wird verzichtet, da die einzelnen Spektren nicht zu
unterscheiden wiren weil die Software nur 8 Spektren verschieden darstellen kann. Jedoch ist das Spektrum
mit der ndchsthoheren Intensitdt immer das Spektrum, was direkt anschlieBend aufgenommen wurde.
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Abb. 116: Vergrofierte Darstellung der UV-Spektren des AzoTANDEMs in DMSO in der 0.1 cm Kiivette im
Verlauf der thermischen Schaltung. Das Spektrum, das von den anderen abweicht, ist das nach 70 Tagen. Auf
die Darstellung der Legenden wird verzichtet, da die einzelnen Spektren nicht zu unterscheiden wiren weil
die Software nur 8 Spektren verschieden darstellen kann. Jedoch ist das Spektrum mit der nichsthoheren
Intensitit immer das Spektrum, was direkt anschliefend aufgenommen wurde.

Die Intensitit der Bande des m—7 Elektroneniibergang der 4,4’-Diazendiylphenylalanin-
Einheit des AzoTANDEM erreicht den hochsten Wert nach 148 Stunden. Die Intensitét ist
hier geringer als nach 60 Minuten direkter Sonnenbestrahlung, und fillt dann bei lingerer
Lagerung unter Lichtausschlu wieder ab, wobei sie unter den Wert im thermischen
Gleichgewicht vor der allerersten Messung fallt (Abb. 117). Der Wert nach 70 Tagen ist
noch geringer, so dal dieser Effekt eventuell bereits auf eine Zersetzung des

AzoTANDEMSs hinweist.
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Abb. 117: VergroBerte Darstellung ausgewihlter UV-Spektren des AzoTANDEM im Verlauf der
thermischen Schaltung. Dargestellt ist das thermische Gleichgewicht vor der allerersten Messung
(0), ein Spektrum nach 60 min Sonnenbestrahlung nach der ersten Photoschaltung im Photoreaktor
und die Spektren der Messungen nach 130, 148, 168 und 192 Stunden sowie nach 70 Tagen unter
Lichtausschluf3.

Das Spektrum des Chinoxaloylchlorids dndert sich wiederum nicht (Abb. 118, 119). Nur
das nach 70 Tagen aufgenommene Spektrum zeigt dhnliche Anderungen wie die iibrigen

nach 70 Tagen aufgenommenen auch, was in diesem Fall hauptsdchlich auf eine mogliche

Zersetzung des DMSO zuriickzufiihren ist.
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Abb. 118: Darstellung der UV-Spektren des Chinoxaloylchlorids in DMSO in der 1 cm Kiivette im Verlauf

der thermischen Schaltung. Dargestellt ist das thermische Gleichgewicht vor der allerersten Messung (0), ein

Spektrum nach 60 min Sonnenbestrahlung nach der ersten Photoschaltung im Photoreaktor und die Spektren
der Messungen nach 130, 148, 168 und 192 Stunden sowie nach 70 Tagen unter Lichtausschluf3.
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Abb. 119: Vergrofierte Darstellung der UV-Spektren des Chinoxaloylchlorids in DMSO in der 1 cm Kiivette
im Verlauf der thermischen Schaltung. Das einzige Spektrum, das signifikant von den anderen abweicht, ist
das nach 70 Tagen. Dargestellt ist das thermische Gleichgewicht vor der allerersten Messung (0), ein
Spektrum nach 60 min Sonnenbestrahlung nach der ersten Photoschaltung im Photoreaktor und die Spektren
der Messungen nach 130, 148, 168 und 192 Stunden sowie nach 70 Tagen unter Lichtausschluf3.

4.3.3.8 Betrachtung der Reproduzierbarkeit der Photoschaltungen

Bei der Betrachtung der Spektren der Endpunkte aller Schaltungen des
4,4’ -Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin ist zu erkennen, dall sich die
Spektren des cis-Isomers kaum @ndern (Abb. 120). Bei den Spektren des trans-Isomers
sind jedoch deutliche Unterschiede zu erkennen. Die hochste Intensitit erreicht die Bande
des m—7n  Elektroneniibergang der 4,4’-Diazendiylphenylalanin-Einheit bei thermischer
Schaltung unter Lichtausschlul. Diese ist ein wenig hoher als die im thermischen
Gleichgewicht vor der allerersten Messung und der Messung nach 70 Tagen. Die Intensitét
dieser Bande nach Schaltung mittels Sonnenlicht ist im Rahmen der MeBgenauigkeit
immer identisch. Die Spektren zeigen zwei isosbestischen Punkte, bei 285 nm und 391 nm,
was auf eine reproduzierbare Reaktion hindeutet. Die Spektren der spiteren Messungen
laufen nicht mehr genau durch diese Punkte, was auf eine Zersetzung des
4,4’ -Diazendiyldi(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin oder eher noch auf eine des DMSO
hindeutet, da bei einer verinderten Intensitdt auch diese Spektren durch die Punkte laufen
wiirden. Die isosbestischen Punkte sind in den Spektren der einzelnen Photoschaltungen
deutlicher zu erkennen, da die Messungen in diesen Fillen zeitlich nidher beieinander
erfolgten, und die Zersetzung des Losungsmittels in diesem Fall keine so grofe Rolle

spielt.
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Abb. 120: Darstellung der UV-Spektren des 4,4’-Diazendiyldi(V-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin am Ende
aller Schaltvorginge. Dargestellt ist das thermische Gleichgewicht vor der allerersten Messung (0) und vor
den Messungen zur Untersuchung der thermischen Riickschaltung (vorher), jeweils ein Spektrum nach 40
(38,5 min Sonne) und 60 min Sonnenbestrahlung, sowie eins nach 4 (300) und 30 min (30) Bestrahlung im
Photoreaktor, eins nach 130 Stunden und eins nach 70 Tagen unter Lichtausschluf3.

Der Vergleich der entsprechenden Spektren des AzoTANDEMs zeigt, dafl die Intensitét
des Ubergangs bei Sonnenbestrahlung am hochsten ist, und sie bei thermischer Schaltung
unter Lichtausschluf3 fast genau so grof3 ist (Abb. 121). Nach ldngerem Stehen im
thermischen Gleichgewicht mit oder ohne Lichtausschluf} nihert sich die Intensitit dieser
Banden auch wieder an. Auch die Spektren des cis-Isomers unterscheiden sich in den
Intensititen. Es sind zwei isosbestische Punkte bei 288 nm und 385 nm zu erkennen, die
eine reproduzierbare Reaktion andeuten. Jedoch sind diese im Fall des AzoTANDEMS
nicht SO deutlich zZu erkennen wie beim 4,4’ -Diazendiyldi-
(N-tert-butoxycarbonyl)phenylalanin, es sind eher etwas weitere Bereiche. Die
unterschiedlichen Intensititen und die schlechter ausgeprigten isosbestischen Punkte
konnten darauf hindeuten, dafl bei der Photoschaltung strukturell verschiedene cis- und
trans-Isomere entstehen konnen, zum Beispiel mit verschieden verdrehten Phenylringen.
Es konnte auch darauf hin deuten, dafl die Schaltung und das Ausprigen der endgiiltigen
Form ldngere Zeit dauert, was sich mit der stark gespannten, sterisch sehr anspruchsvollen
Struktur erkldren liee. Eine so langsame Veridnderung der Struktur, mehr als 5 Tage, wére
jedoch schon auBlergewohnlich.

Die Tatsache, daB die Intensitit der Bande des m—m Elektroneniibergang der

4,4’-Diazendiylphenylalanin-Einheit nach ldngerer Zeit immer einen Wert unter dem durch
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Bestrahlung oder thermischer Schaltung unter Lichtausschluf erreicht, deutet wiederum

darauf hin, dafl im Gleichgewicht ein Gemisch beider Isomere vorliegt.
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Abb. 121: Darstellung der UV-Spektren des AzoTANDEMs am Ende aller Schaltvorginge. Dargestellt ist
das thermische Gleichgewicht vor der allerersten Messung (0) und vor den Messungen zur Untersuchung der
thermischen Riickschaltung (vorher), jeweils ein Spektrum nach 40 (38,5 min Sonne) und 60 min
Sonnenbestrahlung, sowie eins nach 4 (300) und 30 min (30) Bestrahlung im Photoreaktor, eins nach 130
Stunden und eins nach 70 Tagen unter Lichtausschluf3.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Die Steuerung der Proteinexpression erfolgt auf der Ebene der Transkription von der DNA
zur  mRNA  iiber  Transkriptionsfaktoren, die entweder aktivierend als
Transkriptionsaktivator oder inhibierend als Transkriptionsinhibitor wirken. Diese
Transkriptionsfaktoren sind Proteine, die mit der DNA interagieren. Diese
Wechselwirkungen miissen sehr spezifisch sein, da schlieBlich nur ein bestimmtes Gen zur
Expression einer bestimmten mRNA und damit zur Produktion eines bestimmten Proteins
aktiviert werden darf. Konnte die Biosynthese von an pathogenen Prozessen beteiligten
Proteinen durch kiinstliche Transkriptionsfaktoren kontrolliert werden, wére dies eine
Moglichkeit, in den Verlauf des entsprechenden pathogenen Prozef einzugreifen. Die
Entwicklung von kiinstlichen Transkriptionsfaktoren, die an spezifische DNA-Sequenzen
binden, ist also wiinschenswert. Hierzu ist zuerst die Identifikation des natiirlich
vorkommenden Trankriptionsfaktors, der den pathogenen Prozel3 steuert, notig.
Anschlieend mufl das DNA-bindende Epitop in diesem gefunden werden. Zuletzt miissen
die Wechselwirkungen von Proteinen und DNA auf submolekularer Ebene aufgeklirt
werden, um kiinstliche Transkriptionsfaktoren konstruieren zu konnen. Wenn erst eine
gewisse Datenbasis vorhanden ist, sollte es moglich sein, aus der vorhandenen Datenbasis
bei Kenntnis des DNA-Bereichs, an den das Protein bindet, direkt mogliche kiinstliche
Transkriptionsfaktoren zu entwickeln. Weiterhin wére es sehr niitzlich, die kiinstlichen
Transkriptionsfaktoren so zu modifizieren, dal sie von aullen aktiviert oder deaktiviert

werden konnen.

Die vorliegende Arbeit beschreibt die Synthese eines modifizierten Peptids, das dem DNA-
bindenden Epitop des phosphate regulatory protein PhoB entspricht. Die an der Bindung
dieses Proteins an DNA beteiligten Aminosdurereste sind aus NMR- und
Rontgenstrukturen bekannt. Dariiber hinaus wurden weitere Peptide synthetisiert, bei
denen jeweils einer der beteiligten Aminosdurereste gegen Alanin ausgetauscht ist (Ala-
Scan). Weiterhin wurde versucht, durch einen Austausch geeigneter Aminosdurereste
gegen Arginin die Affinitit zur DNA zu erhohen (Arg-Scan). Mit diesen Peptiden wurden
Bindungsstudien mittels Oberflichenplasmonresonanz-Messungen und Kraftspektroskopie
sowie Strukturanalysen mit Hilfe der CD-Spektroskopie durchgefiihrt. Weiterhin wird eine

Methode zum Auffinden DNA-bindender Epitope in einem Protein durch wiederholte
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Peptidsynthese und Affinitdtsuntersuchungen vorgestellt. Als Drittes wird noch die
Synthese sowie UV-spektroskopische Untersuchungen eines photoschaltbaren Interkalators

beschrieben.

Die Synthese des Peptids PhoB (190-209), das dem DNA-bindenden Epitop des Proteins,
der amphiphilen a-Helix o, entspricht, erfolgte im Syntheseautomaten. Die Modifizierung
des Harzes mit anschlieBender Beladung mit der ersten Aminosédure erwies sich als beste
Methode und erlaubt die Synthese C-terminal modifizierter Peptide. Auf diesem Weg
wurden alle Peptide fiir den Ala-Scan und den Arg-Scan synthetisiert.

Diese Peptide wurden auf makroskopischer Ebene in Bindungsstudien mit
Oberflichenplasmonresonanz ~ untersucht, sowie auf Eintelmolekiilniveau  mit
Kraftspektroskopie. Die Bindungsstudien mit Oberflichenplasmonresonanz zeigten, daf}
das fiir optimale Ergebnisse bei der Kraftspektroskopie gewihlte Versuchs-Setup mit
einem ziemlich langen DNA-Fragment nicht gut fiir makroskopische Experimente geeignet
ist, da es ein hohes Maf} an unspezifischer Bindung erlaubt. Alle gewihlten Methoden zur
Datenanalyse mit den bei diesem Setup erstellten Konzentrationsreihen weisen einen sehr
grof3en Fehler auf, so dal die Ergebnisse als nicht zuverlissig betrachtet werden konnen.
Der Arg-Scan ergibt keine verbesserte spezifische Bindung der Peptide an die DNA,
allerdings scheint die Assoziation schneller und die Dissoziation langsamer zu verlaufen,
was durch eine bessere Assoziation und schnellere Riickbindung an die immobilisierte
DNA erklart werden kann. Dies beruht vermutlich auf einer erhohten Amphiphilie der
DNA-bindenden a-Helix durch die zusitzlich eingefiihrten basischen Aminosdurereste.
Der Ala-Scan ergibt eine Verbesserung der Bindung des Peptids PhoB(190-209) R193A
[E. coli] im Vergleich mit dem Peptid mit der nativen Sequenz PhoB(190-209) [E. coli].
Die anderen Peptide binden mit geringerer Affinitit.

Als Ausblick bleibt zum ersten Projekt, den Bindungsstudien von PhoB [E. coli] an der
komplementiren DNA, zu sagen, dal Messungen mit einem viel kiirzeren DNA-Strang,
z.B. dem mit der Sequenz, die auch fiir die Rontgenstrukturanalyse verwendet wurde, mit
der Sequenz GAGCTGTCATAAAGTTGTCACGG. Dies Fragment hat nur 23 bp, wiirde
also nur 2 Molekiilen Platz zur Bindung geben. Da es auBlerdem 2 spezifische
Bindungsstellen enthilt, konnte unspezifische Bindung nahezu ausgeschlossen werden. Die
Vergleichbarkeit mit den aus der Kraftspektroskopie erhaltenen Daten ist dann nicht
wirklich zulédssig, da ein anderes System vermessen wird. Trotzdem sollten diese

Messungen Sensogramme liefern, aus denen bei der Datenanalyse brauchbare kinetische
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Daten extrahiert werden konnen. Mit einem so kurzen Fragment sollten auch CD-
spektroskopische Untersuchungen zur Konformationsanalyse moglich sein, da der
GrofBenunterschied des Peptids und der DNA nicht mehr so grof3 ist.

Die kraftspektroskopischen Untersuchungen wurden mit vier ausgewdihlten Peptiden
durchgefiihrt, von denen das PhoB(190-209) R193A [E. coli] mit hoherer Affinitdt bindet
als das mit der nativen Sequenz PhoB(190-209) [E. coli]. PhoB(190-209) H198A [E. coli]
zeigte kaum Bindung, und PhoB(190-209) R203A [E. coli] zeigte so wenige
Bindungsereignisse, dall keine statistische Auswertung moglich war. Fiir die {ibrigen
Peptide ergeben sich fiir die thermische off-Rate und die molekularen Reaktionslingen die

in Tab. 18 dargestellten Ergebnisse.

Tab. 18: Vergleich der aus der dynamischen Kraftspektroskopie erhalten thermischen off-Raten und
molekulare Reaktionsldngen.

Mutation Peptidsequenz Koer / st x5 / A

- AC-VEDRTVDVHIRRLRKALEPG-Linker 3.1 + 2.1 6.8 = 1.2
R193A AC-VEDATVDVHIRRLRKALEPG-Linker 0.071 = 0.053 9.3 + 2.6
H198A AC-VEDRTVDVAIRRLRKALEPG-Linker 49.5 = 21.2 7.2 = 3.5

Es zeigt sich, dafl die Untersuchung auf Einzelmolekiilniveau mittels Kraftspektroskopie
der Untersuchung der Bindungseigenschaften im Molekiilensemble offensichtlich

iberlegen ist.

Ein weiteres Ziel der Arbeit war das Auffinden des DNA-bindenden Epitops des
Transkriptionsaktivators ExpG mittels epitope mapping. Hierzu wurden Peptide
synthetisiert, die jeweils 15 Aminosdureresten aus der 194 Aminosdurereste langen
Primédrsequenz des Proteins entsprechen. Diese iiberlappen sich um jeweils 10
Aminosdurereste, so dall der gesamte Sequenz-Raum durchgescannt wird. Mit diesen
Peptiden wurden Affinitdtsuntersuchungen an der zum ExpG komplementiren DNA
durchgefiihrt. Dabei wurden nur 6 Peptide gefunden, die iiberhaupt an die DNA binden.
Aus den Messungen und Analysen der Primirstruktur resultiert der Bereich der
Aminosdurereste 131 - 174 als moglicher Bereich fiir das DNA- bindende Epitop.

Aus der Serie der 20-Peptide mit jeweils 17 iiberlappenden Aminosdureresten zeigten
ExpG(134-153) und ExpG(137-156), signifikante Bindung. Damit wird vorgeschlagen,
dafl die DNA-bindende Region von ExpG in den Bereich der Aminosiduren 134-153 liegt.

In diesem Epitop liegen 6 basische Reste, es entspricht bei einem Sequenzvergleich mit
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MarR einem bei diesem vorhergesagten HTH-Motiv, MarR-C. Fiir die Zukunft wiren

vergleichende Bindungsstudien mit dem Protein ExpG und der DNA interessant.

Weiterhin wurde im Rahmen der Dissertation ein photoschaltbarer Bis-Interkalator
synthetisiert. Als natiirliche Vorlage diente dafiir das GC-selektive Triostin A und das AT-
selektive TANDEM. In dem mit AzoTANDEM bezeichneten, photoschaltbaren Derivat
wurde die Cystin-Einheit durch ein Azobenzolderivat, 4,4’-Diazendiylphenylalanin ersetzt
(Abb. 122).

Die Syntheseroute verlduft iiber mit Chinoxalin modifizierte Tridepsipeptide, die unter
Pseudo-Hochverdiinnung zuerst an das geschiitzte, photoschaltbare Azobenzolderivat
gekuppelt und anschlieBend, wiederum unter Pseudo-Hochverdiinnung, cyclisiert werden.
Die UV-spektroskopischen Untersuchungen zeigen, dal das Molekiil mittels Bestrahlung
bei 360 nm reproduzierbar vom trans-Isomer zum cis-Isomer geschaltet werden kann, und
daBl die Riickschaltung entweder durch Sonnenlicht, oder, allerdings viel langsamer,

thermisch erfolgen kann.

Ir—2=

a

I=

Abb. 122: Struktur des photoschaltbaren Derivates trans-AzoTANDEM

Fir die Zukunft wiren eine NMR-Konformationsanalyse beider Isomere des
AzoTANDEMS interessant, und auch eine Rontgenstrukturanalyse im Komplex mit der
DNA. Die Syntheseroute fiir das AzoTANDEM sollte dahingehend iiberarbeitet werden,

daB noch mehr orthogonale Schutzgruppen verwendet werden. Als N-terminale
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Schutzgruppe des Val sollte, wenn moglich, Fmoc nicht benutzt werden, da dessen
Abspaltung immer auch einen gewissen Anteil an basenkatalysierter Spaltung der
Esterbindung hervorruft. Eventuell wiirde der Einsatz der leicht hydrogenolytisch
abspaltbaren Z-Schutzgruppe die Synthese an dieser Stelle vereinfachen. Die
Funktionalisierung des AzoTANDEMSs mit einem Linker, um es fiir Kraftspektroskopie an
die Spitze oder auf der Oberfliche zu immobilisieren erscheint schwer moglich, da kaum
eine funktionelle Gruppe im Molekiil vorhanden ist, die nicht an der Bindung beteiligt ist.
Es konnte jedoch die Bindungsart durch Zugexperimente mit AT-reicher DNA identifiziert
werden. Hierzu wiirde die DNA am einen Strang auf der Oberflidche, mit dem anderen an
der Spitze immobilisiert und die Spitze von der Oberfliche entfernt, sowohl nur im
Losungsmittel als auch in Anwesenheit des AzoTANDEMs. Durch die Unterschiede in den
erzielten Kraft-Distanz Kurven lieBe sich die Bindungsart bestimmen.

Wenn es moglich wire, wihrend der Messung die MeBzelle mit unterschiedlichen
Wellenldngen zu bestrahlen, sollte die Abhéngigkeit der Bindung von der Struktur des
AzoTANDEMS untersucht werden.
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6. Experimenteller Teil

6.1 Gerite und Materialien

6.1.1 Gerite

Peptidsynthesizer:

MALDI-ToF-Massenspektrometer:

ESI-Massenspektrometer:

Oberfldchenplasmonresonanz:

ACT 496 Multiple Organic Synthesizer,

Fa. Advanced ChemTech

Software: Multiple Organic Synthesis 1.33.12

Voyager-DE, Fa. PerSeptive Biosystems

Laser:

Delay-Time:
Accelerating Voltage:
Grid Voltage:

Guide Wire Voltage:

Scans:

Matrix:

Stickstofflaser

A =337 nm

100 ns

20000 V

93.8 %

0.05 %

jeweils 10,

2 - 4 akkumulieren
2,5-Dihydroxy-

benzoesiure

Externe Kalibrierung der Spektren gegen PEG Mix

oder Insulin B-Kette

APEX III FT-ICR, Fa. Bruker,

Magnet:
Tréagergas:

Trockengas:

70T
Stickstoff
Stickstoff

Biacore® 3000, Fa. Biacore AV

Sensorchips:

SA-Sensorchip

Software: BIAcore 3000 Control Software 4.1

BIAevaluation
Version 4.1
Microsoft® Excel 2000
Datafit 8.1
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CD-Spektrometer: Spektropolarimeter: J-810, Fa. JASCO
Peltiereinheit: CD 74265, Fa. JASCO
CD-Messungen:

Data pitch 0.2 mm
Band width: I mm
Response: Is
Sensitivity: Low
Scan Speed: 50 mm/s
Accumulation: 5
Temperature: 298 K
Sensitivity (Em): ov
UV-Messungen:
Data pitch 0.5 mm
Band width: I mm
Response: Is
Sensitivity: Standard
Scan Speed: 200 mm/s
Accumulation: 1
Temperature: 298 K
Sensitivity (Em): ov
AFM: Nanoscope 111, Fa. Digital Instruments,
luftkissengeddmpft
Scanner: J Scanner (160 wm)
Cantilever: Silizium,

Tip Radius ca. 10 nm

Resonanzfrequenz des Cantilevers:

ca. 300 kHz
Amplitude: ca.2V
IR-Spektrometer: FT/IR-410, Fa. JASCO
NMR-Spektroskopie: AM 250, Fa. Bruker
Messtemperatur: 303K
Basisfrequenz fiir 'H: 249.9 MHz

Basisfrequenz fiir °C: 62.9 MHz
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DRX 500, Fa. Bruker

Messtemperatur: 298K
Basisfrequenz fiir 'H: 499.9 MHz
Basisfrequenz fiir °C: 125.7 MHz
Avance 600, Fa. Bruker

Messtemperatur: 298K
Basisfrequenz fiir 'H: 600.13 MHz
Basisfrequenz fiir °C: 150.90 MHz

UV-Spektrometer: Helios Gamma & Delta, Fa. Spectronic Unicam
Schmelzpunktbestimmung: Melting Point B-540, Fa. Biichi

Schiittler: KS 130 basic, Fa. IKA®

Stickstoffgenerator: NGM-11, Fa. CMC Instruments
Ultraschallbad: Sonorex Super 10 P, Fa. Bandelin
Zentrifuge: Centrifuge 5810 R, Fa. Eppendorf

Analytische Umkehrphasen-HPLC:
Software: Chromquest
Autosampler: Thermo Seperation Products AS 100
Pumpe: Thermo Seperation Products P 4000
Controller:  Thermo Seperation Products SN 4000
Detektor: Thermo Seperation Products UV 6000
LP, Detektion bei A = 220 nm
Séule: A: Vydac™ 300 C18 (218TPB), 5 um,
250 x 4 mm, Fa. Phenomenex
B: Jupiter 4u Proteo 90A, 250x4,6 mm
4u micron, Fa. Phenomenex
FluBrate: I mL / min
Eluent A: 5 % H>0, 95 % Acetonitril, 0.1 % TFA
Eluent B: 95 % H,0, 5 % Acetonitril, 0.1 % TFA
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Verwendete Methoden fiir die analytische Umkehrphasen - HPLC:
HPLC-Methode 1: Flul 1 mL/min

Gradient: Fluent A Eluent B bis Eluent A Eluent B

0 -3 min 0% 100 % 0% 100 %
3 - 10 min 0% 100 % 25 % 75 %
10 — 35 min 25 % 75 % 40 % 60 %
35— 45 min 40 % 60 % 100 % 0 %
45 — 50 min 100 % 0 % 0% 100 %
50 — 55 min 0% 100 % 0% 100 %

Semipréiparative Umkehrphasen-HPLC:
Software: Chromquest

Pumpe: Thermo Separation Products P 4000
Controller:  Thermo Separation Products SN 4000
Detektor: Thermo Separation Products UV 1000
LP, Detektion bei A = 220 nm
Siule: A: Vydac™ 218 TP 1022 Efficiency,
Protein & Peptide C18, 250 x 22
mm,
Fa. Phenomenex
B: Jupiter 10u Proteo 90A, 250x21.2
mm,
Fa. Phenomenex
Eluent A: 95 % H,0, 5 % Acetonitril, 0.1 % TFA
Eluent B: 5 % H>0, 95 % Acetonitril, 0.1 % TFA

Verwendete Methoden fiir die semipriparative Umkehrphasen - HPLC:

HPLC-Methode 1: FluB 13 mL/min
Gradient: Eluent A FEluent B bis Eluent A Eluent B

0—35 min 0% 100 % 0% 100 %
5—-10 min 0% 100 % 10 % 90 %
10 — 30 min 10 % 90 % 40 % 60 %
30 - 33 min 40 % 60 % 100 % 0 %
33 - 35 min 100 % 0 % 0% 100 %

35 -37 min 0% 100 % 0% 100 %



6. Experimenteller Teil

177

HPLC-Methode 2: Flu8 13 mL/min

Gradient:

0 -5 min

5 —20 min
20 — 40 min
40 — 50 min
50 — 60 min

Eluent A Eluent B bis

0% 100 %
0% 100 %
45 % 55 %
100 % 0 %
0% 100 %

HPLC-Methode 3: Flu} 13 mL/min

Gradient:

0 —5 min

5 — 15 min
15 — 45 min
45 — 50 min
50 — 55 min

HPLC-Methode 4: Flu} 13 mL/min

Gradient:

0 —5 min

5 — 10 min
10 — 30 min
30 — 35 min
35 — 40 min
40 — 45 min

HPLC-Methode 5: FluB3 13 mL/min

Gradient:

0 -5 min

5 — 40 min
40 — 45 min
45 — 50 min

HPLC-Methode 6: Flufl 13 mL/min

Gradient:

0 —5 min

5 — 10 min
10 — 40 min
40 — 45 min
45 — 50 min
50 — 55 min

Eluent A Eluent B bis
0% 100 %
0% 100 %

40 % 60 %
100 % 0 %
0% 100 %

Eluent A Eluent B bis
0% 100 %
0% 100 %

16 % 84 %
31 % 69 %
100 % 0 %
0% 100 %

Eluent A Eluent B bis
0% 100 %
0% 100 %

100 % 0 %
0% 100 %
Eluent A Eluent B bis
0% 100 %
0% 100 %
35 % 65 %
43 % 57 %
100 % 0 %

0% 100 %

Eluent A Eluent B

0 % 100 %

45 % 55 %
100 % 0 %

0 % 100 %

0 % 100 %
Eluent A Eluent B
0 % 100 %

40 % 60 %
100 % 0 %

0 % 100 %

0 % 100 %
Eluent A Eluent B
0% 100 %

16 % 84 %

31 % 69 %
100 % 0 %

0 % 100 %

0 % 100 %
Eluent A Eluent B
0 % 100 %

100 % 0 %

0 % 100 %

0 % 100 %

Eluent A Eluent B

0% 100 %
35 % 65 %
43 % 57 %
100 % 0 %

0% 100 %

0% 100 %
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6.1.2 Materialien

6.1.2.1 Chromatographie

Diinnschichtchromatographie:

Flashchromatographie:

Saulenchromatographie:

6.1.2.2 L.osungsmittel

DC-Fertigplatten (Kieselgel 60 F,s4), Fa. Merck

Detektion: UV (254 nm), MinUVIS, Fa. Desaga,
Ninhydrin (Img/mL in EtOH/AcOH
100:3, anschlieBend Erhitzen)

Kieselgel 60 (40-63 um), Fa. Merck

Kieselgel 60 (63-200 um), Fa. Merck

Die Losungsmittel werden vor Gebrauch destilliert und nach gidngigen Methoden

absolutiert.

Chloroform:

Dichlormethan:

Diethylether:

N,N-Dimethylformamid:

mbar

Ethylacetat:

THEF:

Natrium

Acetonitril fiir HPLC:
Wasser, reinst:

TFA fiir HPLC:

Fluka p.a., direkt vor der Verwendung durch 2 cm
hoch mit basischem Aluminiumoxid gefiillte Pipette
filtriert

Calciumchlorid, anschlieend Calciumhydrid
Kaliumhydroxid, anschlieBend Natrium

Ninhydrin, anschlieBend Vakuumdestillation bei 55

Calciumchlorid

Kaliumhydroxid, Calciumhydrid, abschlieend

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

Aminosdurederivate, Harze und Kupplungsreagenzien wurden von den Firmen Advanced

ChemTec, Aldrich, Bachem, Biacore, Fluka, Iris Biotech, Merck und Novabiochem

erworben.

2,5-Dihydroxybenzoesiure: Fluka purum. sublimiert

Iodacetonitril: Fluka p.a., direkt vor der Verwendung durch eine 2
cm

hoch mit basischem Aluminiumoxid gefiillte Pipette

filtriert

Zur Herstellung der Puffer wurden folgende Chemikalien verwendet:

NaCl: AppliChem, fiir die Zellkultur
KH,POy,: Fluka Biochemika, MicroSelect
NaOH: Fluka Biochemika, MicroSelect
HCI: Merck, Titrisol

6.1.3 DNA-Sequenzen

6.1.3.1 DNA-Sequenz EcoPhol-1 als komplementire DNA fiir PhoB

CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTACCGTCAT
CTTCGGCTACTTTTTCTCTGTCACAGAATGAAAATTTTTICTGTCATCTCTTCGTTATTAAT
GTTTGTAATTGACTGAATATCAACGCTTATTTAAATCAGACTGAAGACTTTATCTCTCTGT
CATAAAACTGTCATATTCCTTACATATAACTGTCACCTGTTTIGTCCTATTTTGCTTCTCGT
AGCCAACAAACAATGCTTTATGAATCCTCCCAGGAGACATTATGAAAGTTATGCGTACCAC
CGTCGAATTCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCT

6.1.3.2 DNA-Sequenz Kofra Ge als komplementire DNA fiir ExpG

CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTGCTCAAGA
GCACGCAATTTCGGGGCAGGGGTGTTATGAAATTACTTCAAGTTTTGAAGTAATTTTCCG
GAATTGGAATTCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTIGTGTGAAATTGTTATCCGCT
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6.1.3.3 DNA-Sequenz pFPR- Fragment aus EBNA als Referenz-DNA

CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGACGGCCAGTGCCAAGCTTGCATGCCT
GCAGGTCGACTCTAGAGGATCCCCCCGGGATACACTCCGCTATCGCTACGTGACTGAGCTT
ATCGATGATAAGCTGTCAAACATGAGAATTAGATCCATTTTGGCTTGAAGCCAATATGATG
GATCTAGAGGATCCATTAGGATAGCATATGCTACCCAGATAGGATCCAATTCTTGAAGACG
AAAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTTATAGGTTAATGTCATGATAATAATGGTTTCTTAG
GGAATTCGTAATCATGTCATAGCTGTTTCCIGTGTGAAATTGTTATCCGCT
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6.2 Allgemeine Arbeitsmethoden

6.2.1 Beladung des Safety-Catch-Harzes!'>!

Das aliphatische Safety-Catch-Harz wird in Chloroform gequollen. Es werden fiinf
Aquivalente (auf die Beladung des Harzes bezogen) DIPEA und drei Aquivalente der
Fmoc-geschiitzten Aminosédure hinzugegeben. Nach 10 min Riihren wird das Gemisch auf
-20 °C gekiihlt (Aceton / Trockeneis). Nach weiteren 20 min werden drei Aquivalente
PyBoP dazugegeben. Nach 8 h Riihren bei -20 °C wird abgesaugt und die Mischung

dreimal mit je 5 mL Chloroform gewaschen und im Olpumpenvakuum getrocknet.

6.2.2. Beladung des 2-Cl-Trt-Harzes

6.2.2.1 Beladung des 2-CI-Trt-Harzes™""

Es werden 1.1 Aquivalente der Aminosiure (auf die Beladung des Harzes bezogen) in 10
mL getrocknetem DCM pro Gramm Harz gelost, die Losung wird zu im Hochvakuum bis
zur Gewichtskonstanz getrocknetem 2-Cl-Trt-Harz gegeben und 5 min geschiittelt. Nach
Zugabe von 1.5 Aquivalenten DIPEA wird weitere 60 min geschiittelt. Zum Cappen
eventuell vorhandener, nicht abreagierter Linker auf dem Harz werden 15 Aquivalente
MeOH hinzugegeben und weitere 15 min lang geschiittelt. Zur Reinigung wird dreimal mit
je 3 mL DCM, zweimal mit je 3 mL DMF, zweimal mit je 3 mL DCM und dreimal mit je 3
mL MeOH gewaschen und im Olpumpenvakuum getrocknet.

6.2.2.2 Modifizierung des 2-Cl-Trt-Harzes mit 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan

Das Harz wird 30 min in DCM gequollen. AnschlieBend werden 10mL /g Harz
1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan zu Harz gegeben und 1h geschiittelt. AbschlieBend wird das
tiberstehende 1,8-Diamino-3,6-dioxaoctan entfernt und mehrfach mit DCM gewaschen.
AnschlieBend werden 10mL DCM und 1mL Methanol pro g Harz hinzugegeben und iiber
Nacht geschiittelt um mogliche nicht abreagierte Bindungsstellen zu desaktivieren.

Anschlieend wird das Harz mehrfach mit DCM gewaschen und im Vakuum getrocknet.
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6.2.2.3 Beladung des modifizierten 2Cl-Trt-Harz mit der ersten Aminoséiure

Um die erste Aminosédure an das mit dem Linker modifizierte 2CI-Trt-Harz zu kuppeln,
wird dies 30 min in DMF gequollen. AnschlieBend werden 1.5 Aquivalente TBTU, 1.5
Aquivalente der Aminosiure und 3 Aquivalente DIPEA in DMF hinzugegeben, jeweils
bezogen auf die Beladung des Harzes. Nach 2h Schiitteln wird das Reaktionsgemisch vom
Harz entfernt, und das Harz mehrmals mit DMF und anschlieBend mit DCM gewaschen
und im Vakuum getrocknet.

6.2.3 Spektrophotometrische Bestimmung der Beladung des Harzes™>"

Ungefidhr 1 mg trockenes Harz wird eingewogen und in 3 mL einer Losung von Piperidin
in DMF (20 % v/v) mehrere Minuten geschiittelt (Fmoc-Leu-SC mind. 4 min, Fmoc-
Arg(Pbf)-SC mind. 20 min). Nachdem sich das Harz abgesetzt hat, wird gegen eine
Losung von Piperidin in DMF (20 % v/v) die Absorption des Dibenzofulven-Piperidin-
Adduktes bei 290 nm gemessen. Nach der Formel

A
“ T 165xm (10)

mit ¢ als Konzentration, A als Absorption und m als der eingewogenen Masse des Harzes,

wird die Beladung berechnet.

6.2.4 Manuelle Kupplung der Aminosiuren

Das Harz wird 20 min in DMF quellen gelassen. Es werden 3 Aquivalente der
Aminosiure, auf die Beladung des Harzes bezogen, und 3 Aquivalente TBTU, in jeweils
0.75 mL DMF gelost, sowie sechs Aquivalente DIPEA hinzugegeben. Nach 60 min

Schiitteln wird abgesaugt und viermal mit je 5 mL DMF gewaschen.

6.2.5 Manuelle Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe

Das Harz wird 15 min mit 5 mL einer Losung von 5 % Piperidin und 5 % DBU in DMF

behandelt, zweimal mit je 5 mL. DMF gewaschen, nochmals 15 min mit 5 mL einer
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Losung von 5 % Piperidin und 5 % DBU in DMF behandelt, und viermal mit je 5 mL
DMF gewaschen.

6.2.6 Acetylierung des Peptids

Das Harz wird 30 min in 5 mL DMF quellen gelassen. AnschlieBend werden, auf die
Beladung des Harzes bezogen, 1 Aquivalent Essigsdureanhydrid sowie 2 Aquivalente
Pyridin hinzugegeben und 1 h lang geschiittelt. Dann wird fiinfmal mit je 5 mL. DMF und
dreimal mit je 5 mL DCM gewaschen. Das Harz wird im Hochvakuum getrocknet.

6.2.7 Aktivierung des Safety-Catch-Harzes nach der Peptidsvnthese“ss]

Das Harz wird in NMP quellen gelassen, fiinf Aquivalente DIPEA und 20 Aquivalente
Iodacetonitril werden zum Reaktionsgemisch gegeben. Das Reaktionsgefdl wird vor Licht
geschiitzt und mit Argon gespiilt. Es wird 24 h lang geschiittelt, abgesaugt und fiinfmal mit
je 10 mL NMP, jeweils mindestens 10 min, dreimal mit je 5 mL DCM und dreimal mit je

5 mL DMF gewaschen.

6.2.8 Priparation der harzgebundenen Proben fiir MALDI-ToF-MS Untersuchungen

Wenige Harzkiigelchen werden 10 min mit einer Losung von 1.5 % TFA in DCM
behandelt, bis eine deutliche Verfarbung auftritt. 2 uLL der enthaltenen Losung werden mit
1 pL einer DHB-Losung (1% w/v) in Wasser vermischt und auf den Probentriger gegeben.

Dieser wird im Wasserstrahlpumpenvakuum im Exsiccator getrocknet.

6.2.9 Automatische Synthese der Peptide

Die Synthese der geschiitzten Peptide erfolgt mit Hilfe eines Syntheseautomaten mit dem
folgendem Syntheseprotokoll fiir die Kupplung:

- Entschiitzung der harzgebundenen Aminosiure

- Waschen

- Kupplung der nichsten Aminoséiure

- Waschen
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Das beladene Harz muf3 vor dem ersten Zyklus der Peptidsynthese quellen.

Die letzte Aminosdure wird entschiitzt und anschlieend gewaschen.

6.2.9.1 Quellen des Harzes

In die mit beladenem Harz befiillten Reaktionskammern werden je 5 mL DMF injiziert,

und 30 min ruhen gelassen. Anschlieend wird das DMF entfernt.

6.2.9.2 Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe

6.2.9.2.1 Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe Methode 1

Das gequollene Harz wird 3 min lang mit 5 mL einer Losung aus 2 % Piperidin und 2 %
DBU in DMF geschiittelt und die Losung anschlieend entfernt. Erneut werden 5 mL der
Abspaltlosung zugegeben und abwechselnd insgesamt dreimal 3 min geschiittelt und

zweimal 2 min stehen gelassen, bevor die Losung vom Harz entfernt wird.

6.2.9.2.2 Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe Methode 2

Das gequollene Harz wird 4 min lang mit 5 mL einer Losung von 20 % Piperidin in DMF
(v/v) geschiittelt und die Losung anschlieBend entfernt. Erneut werden 5 mL der
Abspaltlosung zugegeben und abwechselnd insgesamt dreimal 4 min geschiittelt und

zweimal 2 min stehen gelassen, bevor die Losung vom Harz entfernt wird.

6.2.9.2.3 Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe Methode 3

Das gequollene Harz wird 4 min lang mit 5 mL einer Losung von 6% Piperazin in DMF
(w/v) geschiittelt und die Losung anschlieBend entfernt. Erneut werden 5 mL der
Abspaltlosung zugegeben und abwechselnd insgesamt dreimal 4 min geschiittelt und
zweimal 2 min stehen gelassen, bevor die Losung vom Harz entfernt wird.

6.2.9.3 Waschen nach der Abspaltung der Schutzgruppe

Das Harz wird neunmal mit je 4 mL. DMF unter Schiitteln gewaschen.
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6.2.9.4 Kupplung der nachfolgenden Fmoc-Aminosiure

6.2.9.4.1 Kupplung der nachfolgenden Fmoc-Aminosidure Methode 1

Es werden 3 Aquivalente der Fmoc-Aminosiurelosung, 3 Aquivalente TBTU-Losung und
6 Aquivalente DIPEA, jeweils in DMF gelost, hinzugegeben. Innerhalb von 54 min wird
abwechselnd geschiittelt und stehengelassen. Danach wird die Reaktionsmischung entfernt.
6.2.9.4.2 Kupplung der nachfolgenden Fmoc-Aminosiure Methode 2, Doppelkupplung

Es werden 1.5 Aquivalente der Fmoc-Aminosiurelosung, 1.5 Aquivalente TBTU-Losung
und 3 Aquivalente DIPEA, jeweils in DMF, gelost hinzugegeben. Innerhalb von 45 min
wird abwechselnd geschiittelt und stehengelassen. Danach wird die Reaktionsmischung
entfernt. Der Vorgang wird wiederholt, und nochmals 1.5 Aquivalente der Fmoc-
Aminosiurelosung, 1.5 Aquivalente TBTU-Losung und 3 Aquivalente DIPEA, jeweils in
DMF gelost, werden hinzugegeben. Nach 45 min abwechselndem Schiitteln und Ruhen
lassen wird das Reaktionsgemisch entfernt.

6.2.9.5 Waschen nach der Kupplung

Das Harz wird insgesamt viermal mit je 4 mL. DMF gewaschen.

6.2.9.6 Trocknen nach der Synthese

Zum Trocknen des Harzes nach der Synthese wird fiir 30 min N, durch das Harz geleitet.

6.2.10 Abspaltung des Peptids vom aktivierten Safety-catch-Harz

Es werden 3 Aquivalente N-tert-Butoxycarbonyl-1,8-diamino-3,6-dioxaoctan zum in DMF
unter Argon gequollenen Harz hinzugegeben. Nach Schiitteln iiber Nacht wird das Harz
abfiltriert und 6x mit jeweils 4 mL DMF und 2x mit jeweils 4 mL DCM gewaschen. Die

vereinigten organischen Phasen werden zur Trockne eingeengt.
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6.2.11 Abspaltung des Peptids vom 2CIl-Trt-Harz

6.2.11.1 Abspaltung des Peptids vom 2CI-Trt-Harz Methode 1

Das 30 min in DCM gequollene Harz wird 10x mit jeweils 2 mL einer Losung von 1%
TFA in DCM behandelt. AnschlieBend wird das Harz noch 10x mit jeweils 2 mL DCM

gewaschen, und die organischen Phasen bis zur Trockne im Vakuum eingeengt.

6.2.11.2 Abspaltung des Peptids vom 2CI-Trt-Harz Methode 2

Das Harz wird 10x mit jeweils 5 mL DCM gewaschen, das DCM wird verworfen. Es wird
3x mit je 3 mL HFIP/DCM 1/4 (v/v) behandelt und anschlieBend 6x mit jeweils 4 mL

DCM gewaschen. Die organischen Phasen werden bis zur Trockne im Vakuum eingeengt.

6.2.11.3 Abspaltung des Peptids vom 2Cl-Trt-Harz Methode 3

Das 30 min in DCM gequollene Harz wird 10x mit jeweils 2 mL einer Losung von 0.5%
TFA in DCM behandelt. AnschlieBend wird das Harz noch 10x mit jeweils 2 mL DCM

gewaschen, und die organischen Phasen bis zur Trockne im Vakuum eingeengt.

6.2.11.4 Abspaltung des Peptids vom 2CI-Trt-Harz Methode 4

Das 30 min in DCM gequollene Harz wird 5x abwechselnd mit jeweils 5 mL 5% TFA in
DCM und DCM behandelt. AbschlieBend wird noch 3x mit jeweils 10 mL DCM

gewaschen, und die organischen Phasen bis zur Trockne im Vakuum eingeengt.

6.2.11.5 Abspaltung des Peptids vom 2CI-Trt-Harz Methode 5

Zu dem 30 min in DCM gequollenen Harz werden 5 mL/g Harz einer Losung von 95%
TFA, 2.5% TIPS und 2.5% gegeben. Nach 3h Schiitteln wird die vom Harz getrennte
Losung in 50 mL eiskalten Et,O getropft und 20 min zur Prézipitation im Kiihlschrank
stehen gelassen. Anschlieend werden 40 mL Wasser hinzugegeben, 3 min geschiittelt und
die Et,0O-Phase abgetrennt. Letztere wird noch 3x mit jeweils 10 mL Wasser

ausgeschiittelt. Die wiBirigen Phasen werden vereinigt und lyophilisiert.
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6.2.11.6 Abspaltung des Peptids vom 2CI-Trt-Harz Methode 6

Das 30 min in DCM gequollene Harz wird 4x mit jeweils 5 mL einer Losung aus 50%
TFA, 47.5% DCM und 2.5% TIPS fiir jeweils 10 min behandelt. AnschlieBend wird das
Harz noch 5x mit jeweils 5 mL DCM fiir jeweils 10 min gewaschen, und die organische
Phase wird auf ca. 5 mL eingeengt. Die Losung wird in 50 mL-Zentrifugen-Réhrchen
getropft, die mit 40 mL eiskalten Ether gefiillt sind. Nach Prizipitation im Kiihlschrank
iiber Nacht werden die Rohrchen bei 0°C und 4000 rpm (3220 x g) 1h zentrifugiert, der
Uberstand dekantiert, und das Priizipitat in Wasser gelost. AbschlieBend wird die Losung
lyophilisiert.

6.2.11.7 Abspaltung des Peptids vom 2Cl-Trt-Harz Methode 7

Das fiir 30 min in DCM gequollene Harz wird 4x mit jeweils 5 mL einer Losung aus 95%
TFA, 2.5% DCM und 2.5% TIPS fiir jeweils 10 min behandelt. Anschliefend wird das
Harz noch 5x mit jeweils 5 mL DCM fiir jeweils 10 min gewaschen, und die organischen
Phasen werden auf ca. 5 mL eingeengt. Der Rest wird in 50 mL-Zentrifugen-Réhrchen
getropft, die mit 40 mL eiskalten Ether gefiillt sind. Nach Prézipitation im Kiihlschrank
iiber Nacht werden die Rohrchen zentrifugiert (3220 x g), der Uberstand dekantiert, und

das Prizipitat in Wasser gelost. AbschlieBend wird die Losung lyophilisiert.

6.2.12 Kondensation von Fmoc-Xaa-OH mit N-tert-Butoxycarbonyl-1.8-diamino-3.6-

dioxaoctan

S

O. OT“%N/\/O\/\O/\/HTO%

o R H 0

19

Zur Kondensation von Fmoc-Xaa-OH mit N-fert-Butoxycarbonyl-1,8-diamino-3,6-
dioxaoctan werden 1.5 Aquivalent EDC.HCI und 1.5 Aquivalent NMM in auf 0°C
gekiihltem DCM gelost. Es werden 1.5 Aquivalent HOBtsH,O und 1 Aquivalent Fmoc-
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Xaa-OH in DCM hinzugegeben und 30 min bei 0°C geriihrt. AnschlieBend wird 1
Aquivalent des mono-geschiitzten Linkers N-tert-Butoxycarbonyl-1,8-diamino-3,6-
dioxaoctan in wenig DCM hinzugegeben. Nach 2h Riihren im Eisbad werden 50 mL DCM
hinzugegeben, und 3x mit 10% Zitronensiure in Wasser (w/v) sowie je 2x mit Wasser und
gesittigter NaCl-Losung ausgeschiittelt. AnschlieBend wird iiber Na,SO, getrocknet und

bis zur Trockne im Vakuum eingeengt.

6.2.13 Aufreinigung der Peptide mittels semipriparativer RP-HPLC

Zur Reinigung wird das lyophilisierte Rohpeptid in moglichst wenig Wasser unter Zugabe
von wenig TFA gelost, jedoch maximal 50 mg Rohprodukt in 1 mL Loésung. Fiir den ersten
Lauf mit einem Peptid wird immer die Standard-Methode 1 verwendet. Bei diesem Lauf
wird jeder Peak aufgefangen und anschlieBend mittels MALDI-ToF-MS untersucht.
Anhand der in den jeweiligen Fraktionen bei der Untersuchung gefundenen Peptide wird
die HPLC-Methode fiir die iibrigen Liufe mit diesem Rohpeptid entsprechend abgeédndert.
Hierbei wird die tg der gewiinschten Peptide (tr pep) betrachtet, von diesem die tg des
Injektionspeak (tr 1,j) abgezogen, und dann berechnet, welches Verhiltnis der Eluenten zu

diesem Zeitpunkt tg er vorliegt.

R Ber = (R Pep — (R Inj 11)

Als neue Methode wird dann eine Methode verwendet, bei der innerhalb von 5 min der
Gradient auf das Verhiltnis erhoht wird, das in der urspriinglichen Methode 5 Minuten vor
dem bestimmten Verhiltnis liegt. AnschlieBend wird der Gradient iiber 30 min so
veridndert, dal er am Ende dem Wert 5 min nach dem bestimmten Verhiltnis entspricht.
Um die Sédule komplett zu reinigen, wird dann innerhalb von 5 Minuten auf 100% Eluent B

erhoht, und anschlieBend tiber 5 Minuten auf 100% Eluent 1 umgestellt.

Zeit Eluent A Eluent B
0 100% 0%

5 min | Verhiltnis wie bei tg ger - 5 min
35 min | Verhéltnis wie bei tg ger + 5 min
40 min 0% 100%

45 min 100% 0%
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Dies fiihrt zu einer besseren Trennung der Peptide in dem fiir das jeweilige Peptid
interessanten Bereich. Sollte die Reinheit nach dem ersten Reinigungslauf des Peptides
nicht ausreichend sein, kann diese Prozedur so lange wiederholt werden, wie noch zu
reinigendes Peptid wiedergewonnen werden kann. Hierbei kann auch das Zeitintervall
weiter verringert werden, von +5 min auf einen beliebig kleinen Bereich. Bei den meisten
Peptiden reichten zwei aufeinanderfolgende Ldufe mit verschiedenen Gradienten, nur
selten wurden mehrere, bis zu fiinf, Laufe benotigt.

Nach der Reinigung wird die Reinheit des Peptids mittels analytischer RP-HPLC mit

Methode 1 bestimmt, die Fraktionen entsprechend vereinigt und das Produkt lyophilisiert.



6. Experimenteller Teil 190

6.3 Peptidsynthesen

6.3.1 Versuch der Synthese von AcPhoB(190-209)Linker aus E. coli Ac-Val-Glu-
Asp-Arg-Thr-Val-Asp-Val-His-lle-Arg-Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Glu-Pro-
Gly-Linker am Safety-catch-Harz 5

Der Versuch der Synthese des Peptids erfolgt am nach 6.2.1 mit Fmoc-Gly-OH beladenen
Safety-catch-Harz. Die Synthese des Peptids wird automatisiert im Peptidsynthesizer
durchgefiihrt. Zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wird das Harz mit 2% DBU und 2%
Piperidin in DMF versetzt. Die Kupplung erfolgt mit 3 Aquivalenten TBTU und 6
Aquivalenten DIPEA sowie 3 Aquivalenten des entsprechenden Aminosiurederivates
bezogen auf die Beladung des Harzes. Die Acetylierung erfolgt nach 6.2.6. Die
Aktivierung des Safety-catch-Harzes wird entsprechend 6.2.7 durchgefiihrt, die
anschlieBende Abspaltung erfolgt nach 6.2.10.

Um die Seitenkettenschutzgruppen abzuspalten, wird der Riickstand in 5 mL einer Losung
von 5% TIPS in TFA gelost und 6 h geschiittelt.

Nach der Abspaltung ist kein Produkt in den Spektren des MALDI-ToF-MS zu sehen.

6.3.2 Svynthese des N-terminalen Fragmentes von AcPhoB(190-209)Linker aus S.
meliloti Val-Asp-Glu-Arg-Thr-Val-Asp-Val-His-Val-Gly-OH am 2Cl-Trt-

Harz 6

Die Synthese des Peptids erfolgt am nach 6.2.2.1 mit Fmoc-Gly-OH beladenen 2CI-Trt
Harz. Sie wird automatisiert im Syntheseautomaten durchgefiihrt, mit 3 Aquivalenten
TBTU, 6 Aquivalenten DIPEA und 3 Aquivalenten der jeweiligen Aminosiure. Die
Abspaltung der temporidren Schutzgruppe erfolgt mit 2% DBU und 2% Piperidin in DMF.
Die Abspaltung des voll geschiitzten Peptids erfolgt nach 6.2.11.1. AnschlieBend wird das
Peptid mittels RP-HPLC aufgereinigt. Das Produkt konnte erst nach mehreren Liufen von

der HPLC eluiert werden, war jedoch nicht rein.
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6.3.3 Versuch einer Synthese des C-terminalen Fragmentes von AcPhoB(190-209)
Linker aus S.meliloti Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Asn-Phe-Ser-OH am Safety-
catch-Harz 7

Der Versuch der Synthese des Peptids erfolgt am nach 6.2.1 mit Fmoc-Ser(‘Bu)-OH
beladenen Safety-catch-Harz. Die Synthese des Peptids wird automatisiert im
Peptidsynthesizer durchgefiihrt. Zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wird das Harz mit
2% DBU und 2% Piperidin in DMF versetzt. Die Kupplung erfolgt mit 3 Aquivalenten
TBTU und 6 Aquivalenten DIPEA sowie 3 Aquivalenten des entsprechenden
Aminosdurederivates bezogen auf die Beladung des Harzes. Die Aktivierung des Safety-
catch-Harzes wird entsprechend 6.2.7, die anschlielende Abspaltung erfolgt nach 6.2.10.
Um die Seitenkettenschutzgruppen abzuspalten, wird der Riickstand in 5 mL einer Losung
von 5% TIPS in TFA gelost und 6 h geschiittelt. Nach der Abspaltung ist kein Produkt in
den Spektren des MALDI-ToF-MS zu sehen.

6.3.4 Manuelle Synthese des C-terminalen Fragmentes von AcPhoB(190-209)Linker
aus S. meliloti Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Asn-Phe-Ser-OH am 2CI1-Trt-Harz 8

Die manuelle Synthese des Peptids erfolgt am nach 6.2.2.1 mit Fmoc-Ser(‘Bu)-OH
beladenen 2Cl-Trt-Harz. Die Abspaltung der temporiaren Schutzgruppe erfolgt nach 6.2.5,
die Kupplung nach 6.2.4. Die Abspaltung des voll geschiitzten Peptids erfolgt nach
6.2.11.2. Eine Aufreinigung erfolgt nicht, da das Rohprodukt eingesetzt werden soll.

Summenformel: C;03H47N17020S2

Molmasse berechnet: 2007.5559

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 2008.0 (M+H"), 2030.0 (M+Na")
Ausbeute: 92.2 mg (0.05 mmol, 35%)
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6.3.5 Versuch einer Synthese des C-terminalen Fragmentes von AcPhoB(190-
209)Linker aus S. meliloti Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Asn-Phe-Ser-OH am
2C1-Trt-Harz 9

Der Versuch der Synthese des Peptids erfolgt am nach 6.2.2.1 mit Fmoc-Ser(‘Bu)-OH
beladenen 2CI-Trt-Harz. Sie wird automatisiert im Syntheseautomaten durchgefiihrt. Die
Kupplung erfolgt mit 3 Aquivalenten TBTU, 6 Aquivalenten DIPEA und 3 Aquivalenten
der jeweiligen Aminosdure. Die Abspaltung der tempordren Schutzgruppe erfolgt mit 2%
DBU und 2% Piperidin in DMF. Von der einen Hilfte des Harzes wird das Peptid nach
6.2.11.2 abgespalten, es soll das Rohprodukt verwendet werden. Das vollgeschiitzte Peptid
konnte nicht erhalten werden, da laut MALDI-ToF-MS auch eine Tritylschutzgruppe

abgespalten wurde.

6.3.6 Versuch einer Synthese des C-terminal Trityl-geschiitzten C-terminalen
Fragmentes von AcPhoB(190-209)Linker aus S. meliloti Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-
Leu-Asn-Phe-Ser-OTrt 10

Zur Einfithrung der C-terminalen Schutzgruppe wird das Rohprodukt des Peptids 8 in
2 mL DMF gelost. Fiir die Berechnung der einzusetzenden Aquivalente der Reagenzien
wird von 100% Reinheit des Rohproduktes ausgegangen. Dementsprechend wird bei
vollstindigem Einsatz der 92 mg von 0.05 mmol Peptid ausgegangen, und es werden 0.20
mmol (36uL) DIPEA dazugegeben, 17 mg (0.06 mmol) 2CITrt-Cl in 500 uL. DMF gelost,
dazugegeben und mit 500ul. DMF nachgespiilt. Es konnen kein Produkt und keine
definierten Fragmente im MALDI-ToF-MS nachgewiesen werden.

6.3.7 Versuch einer Fragmentkondensation des C-terminalen Fragmentes 10 und
des N-terminalen Fragment 6 zu AcPhoB(190-209)Linker [S. meliloti] Ac-Val-
Asp-Glu-Arg-Thr-Val-Asp-Val-His-Val-Gly-Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Asn-
Phe-Ser-Linker 11a am 2Cl-Trt-Harz

Zur Fragmentkondensation wird ein Aliquot des harzgebundenen Peptids 9 in 500 uL
DMF quellen gelassen. Zu der Losung von 9 werden 5 pL (0.026 mmol) DIPEA gegeben.
Es werden 23.5 mg (0.013 mmol) 8 in 750 uL DMF und 5 mg (0.013 mmol) HATU in
500uL DMF gelost. Die HATU-Losung wird zu 9 gegeben, anschlieend die Losung von
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8. Bei beiden wird mit 500 pL. DMF nachgespiilt. Nach 18 h ist kein Produkt in den
Spektren des MALDI-ToF-MS zu sehen. Nach 2 Tagen werden nochmals 5 mg (0.013
Aquivalente HATU) dazugegeben. Es ist kein vollgeschiitztes Peptid im MALDI-ToF-MS

zu finden, nur noch undefinierbare Fragmente.

6.3.8 Versuch der Synthese des PhoB(190-209) [S. meliloti] am 2Cl-Trt-Harz mit

anschlieBender C-terminaler Funktionalisierung 11b

Die Synthese des Peptids erfolgt am nach 6.2.2.1 mit Fmoc-(Bzl)-OH beladenen 2CIl-Trt-
Harz im Syntheseautomaten mit 2% DBU und 2% Piperidin in DMF zur Abspaltung der
temporiren Schutzgruppe und mit 3 Aquivalenten TBTU, 6 Aquivalenten DIPEA sowie 3
Aquivalenten des entsprechenden Aminosiurederivates bezogen auf die Beladung des
Harzes zur Kupplung. Es gelingt weder mit 6.2.11.2 noch mit 6.2.11.3 oder mit 0.5 %TFA
in DCM das Peptid vollstindig geschiitzt abzuspalten.

6.3.9 Svynthese der PhoB-Varianten am 2Cl-Trt-Harz mit modifizierter C-

terminaler Aminosiure

6.3.9.1 Kondensation von Fmoc-Leu-OH mit N-fert-Butoxycarbonyl-1,8-diamino-

3,6-dioxaoctan 12

Die Kondensation erfolgt entsprechend 6.2.12. Zur Abspaltung der C-terminale Boc-
Schutzgruppe wird das Rohprodukt in 5 mL EtOAc gelost und 2 mL TFA dazu gegeben.
Nach 90 min ist die Abspaltung noch nicht komplett. Es wird zur Trockne eingeengt, in
SmL DCM aufgenommen und 2 mL TFA dazu gegeben. Nach 90 min ist die Umsetzung
vollstindig, und es wird zur Trockne eingeengt. Die Aufreinigung erfolgt

sdaulenchromatographisch mit EtOAc als Losungsmittel.

Summenformel: C,7H37N305

Molmasse berechnet: 483.5998

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 485.1 (M+H"), 508.5 (M+Na")
Ausbeute: 409 mg (0.84 mmol, 88%)

R¢ (EtOAc): 0.59
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6.3.9.2 Kondensation von Fmoc-Ser(Bzl)-OH mit N-fert-Butoxycarbonyl-1,8-diamino-

3,6-dioxaoctan 13

Die Kondensation erfolgt entsprechend 6.2.12. Die Aufreinigung erfolgt
sdulenchromatographisch mit EtOAc. Es werden 0.267 g noch geschiitztes Konstrukt
erhalten. Zur Abspaltung der C-terminale Boc-Schutzgruppe wird das Rohprodukt in SmL
DCM aufgenommen und 2 mL TFA dazu gegeben. Nach 90 min ist die Umsetzung
vollstindig, und es wird zur Trockne eingeengt. Das Produkt wird in Wasser gel6st und

lyophilisiert.

Summenformel: C3;H37N30¢

Molmasse berechnet: 547.6420

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 549.3 (M+H"), 571.5 (M+Na"), 587.3 (M+K")
Ausbeute: 202 mg (0.42 mmol, 42%)

R¢ (EtOAc): 0.15

6.3.9.3 Kondensation von Fmoc-Gly-OH mit N-tert-Butoxycarbonyl-1,8-diamino-

3,6-dioxaoctan 14

Die Kondensation erfolgt entsprechend 6.2.12. Die Aufreinigung erfolgt
sdaulenchromatographisch mit EtOAc. Zur Abspaltung der C-terminalen Boc-Schutzgruppe
wird das Rohprodukt in SmLL DCM aufgenommen und mit 2 mL. TFA versetzt. Nach 90
min ist die Umsetzung vollstindig, und es wird zur Trockne eingeengt. Das Produkt wird

in Wasser gelost und lyophilisiert.

Summenformel: Cp3H»9N305

Molmasse berechnet: 427.4935

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 428.7 (M+H")
Ausbeute: 466 mg (0.92 mmol, 92%)

Rt (EtOAc): 0.47
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6.3.9.4 Synthese von AcPhoB(190-209)Linker [S. meliloti] Ac-Val-Asp-Glu-Arg-Thr-
Val-Asp-Val-His-Val-Gly-Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Asn-Phe-Ser-Linker 15

Die Beladung des Harzes erfolgt entsprechend 6.2.2.1 mit der modifizierten Aminosdure
Fmoc-Ser(Bzl)-Linker. Die Peptidsynthese erfolgt im Syntheseautomaten mit 3
Aquivalenten TBTU, 6 Aquivalenten DIPEA und 3 Aquivalenten der jeweiligen
Aminosdure bei der Kupplungsreaktion, die Abspaltung der tempordren Schutzgruppe
erfolgt mit je 2% DBU und Piperidin in DMF. Die Acetylierung erfolgt entsprechend
6.2.6, die Abspaltung entsprechend 6.2.11.4. Um die Schutzgruppen vollstindig zu
entfernen, wird das Produkt iiber Nacht in 10mL 76% TFA, 13% Wasser, 8% Thioanisol
und 3% TIPS 18 h geschiittelt. AnschlieBend werden 40 mL Wasser hinzugegeben, und zur
Trockne eingeengt. Es wird in wenig DCM aufgenommen und die Losung in eiskalten
Ether getropft. Es wird 1 h bei 4000 rpm (3220 x g) und 0°C zentrifugiert, der Uberstand
dekantiert, das Produkt in Wasser gelost und lyophilisiert. Zur Abspaltung der Bzl-
Schutzgruppe wird das Rohprodukt in 2 mL MeOH und 2 mL Wasser gelost. Es werden 22
mg Pd/Aktivkohle (10% Pd) dazugegeben und unter Wasserstoffatmosphére geriihrt. Nach
18 h Riihren wird zur Trockne eingeengt, in Wasser geldst und lyophilisiert. Anschlieend
wird das Peptid HPL-chromatographisch gereinigt.

Summenformel: C;osH1§2N35032

Molmasse berechnet: 2482.8796

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 2482.8 (M+H"), 2504.6 (M-H"+2534.52x Na")
Ausbeute: 0.8 mg (0.3 umol, 0.05%)

6.3.9.5 Synthese von AcPhoB(190-209)Linker [E. coli] Ac-Val-Glu-Asp-Arg-Thr-
Val-Asp-Val-His-Ile-Arg-Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Glu-Pro-Gly-Linker 16

Die Beladung des Harzes erfolgt entsprechend 6.2.2.1 mit der modifizierten Aminosdure
Fmoc-Gly-Linker. Die Peptidsynthese erfolgt im Syntheseautomaten mit 3 Aquivalenten
TBTU, 6 Aquivalenten DIPEA und 3 Aquivalenten der jeweiligen Aminosiure, die
Abspaltung der temporiren Schutzgruppe erfolgt mit je 2% DBU und Piperidin in DMF.
Das Harz wird geteilt. Das Peptid der einen Hélfte des Harzes wird manuell mit Fmoc-Val-
OH verlangert, nach 6.2.4 und 6.2.5. Die Acetylierung erfolgt entsprechend 6.2.6, die
Abspaltung entsprechen 6.2.11.5. AbschlieBend wird mittels HPLC aufgereinigt.
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Summenformel: C;g9H 99N37032

Molmasse berechnet: 2530.9679

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 2538.0 (M+H"), 2560.7 (M+Na")
Ausbeute: 22.4 mg (8.9 umol, 6%)

tr: 14.1 min

6.3.9.6 Versuch der Synthese der V190M Variante von AcPhoB(190-209)Linker E.
coli Ac-Met-Glu-Asp-Arg-Thr-Val-Asp-Val-His-Ile-Arg-Arg-Leu-Arg-Lys-
Ala-Leu-Glu-Pro-Gly-Linker 17

Die andere Hilfte des Harzes von 16 wird manuell mit Fmoc-Met-OH verlidngert, nach
6.2.5 und 6.2.4 Die Acetylierung erfolgt entsprechend 6.2.6, die Abspaltung entsprechend
6.2.11.5. AbschlieBend wird mittels HPLC aufgereinigt. Es kann kein Produkt isoliert

werden.

6.3.10 Synthese von AcPhoB(190-209)Linker [E. coli] Ac-Val-Glu-Asp-Arg-Thr-
Val-Asp-Val-His-Ile-Arg-Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Glu-Pro-Gly-Linker 18

am modifizierten 2Cl-Trt-Harz

Die Synthese des Peptids erfolgt am nach 6.2.2.2 modifizierten und nach 6.2.2.3 mit Fmoc-
Gly-OH beladenen 2CI-Trt-Harz. Die Kupplung wird als Doppelkupplung durchgefiihrt,
mit 3 Aquivalenten TBTU, 6 Aquivalenten DIPEA und 3 Aquivalenten der jeweiligen
Aminosidure.. Die Abspaltung der temporidren Schutzgruppe erfolgt mit 6% Piperazin in
DMF. Nach Acetylierung entsprechend 6.2.6 erfolgt die Abspaltung nach 6.2.11.6.
AnschlieBend wird das Peptid mittels RP-HPLC aufgereinigt.

Summenformel: C;g9H 99N37032

Molmasse berechnet: 2530.9679

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 2529.32 (M+H"), 2551.02 (M+Na")
Ausbeute: 2.53 mg (1 umol, 1%)

tr: 21.0 min
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6.3.11 Versuch der Synthese von AcPhoB(190-209)Linker [S. meliloti] Ac-Val-Asp-
Glu-Arg-Thr-Val-Asp-Val-His-Val-Gly-Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Asn-Phe-

Ser-Linker 19 am modifizierten 2Cl-Trt-Harz

Der Versuch der Synthese des Peptids erfolgt am nach 6.2.2.2 modifizierten und nach
6.2.2.3 mit Fmoc-Gly-OH beladenen 2CI-Trt-Harz.
Syntheseautomaten durchgefiihrt, mit 3 Aquivalenten TBTU, 6 Aquivalenten DIPEA und 3

Sie wird automatisiert im

Aquivalenten der jeweiligen Aminosiure. Die Kupplung wird als Doppelkupplung
durchgefiihrt, also zweimal nacheinander ohne zwischenzeitliche Abspaltung der
tempordren Fmoc-Schutzgruppe. Die Abspaltung der temporiren Schutzgruppe erfolgt mit
6% Piperazin in DMF. Nach Acetylierung entsprechend 6.2.6 erfolgt die Abspaltung nach

6.2.11.6. Es kann kein Produkt nachgewiesen werden.

6.3.12 Synthese der Peptide fiir den Ala-Scan und den Arg-Scan

Die Synthese der Peptide erfolgt am nach 6.2.2.2 modifizierten und nach 6.2.2.3 mit Fmoc-
Gly-OH beladenen 2CI-Trt-Harz. Die Kupplung wird als Doppelkupplung durchgefiihrt,
mit 1.5 Aquivalenten TBTU, 3 Aquivalenten DIPEA und 1.5 Aquivalenten der jeweiligen
Aminosdure. Die Abspaltung der tempordren Schutzgruppe erfolgt mit 6% Piperazin in
DMF. Nach Acetylierung entsprechend 6.2.6 erfolgt die Abspaltung nach 6.2.11.7.
Anschlieend werden die Peptide mittels RP-HPLC aufgereinigt.

Tab. 19: Synthetisierte Derivate von PhoB(190-209) [E. coli]

Mgem MALDI-TOF
Sequenz MS Mper tr Ausbeute

20 | VADRTVDVHIRRLRKALEPG 2475.40 (M+H+) 2472.9303 13.6 min 3 %
21 | VEDATVDVHIRRLRKALEPG 2446.48 (M+H") 2445.8586 14.3 min 4 %
22 | VEDRAVDVHIRRLRKALEPG 2500.80 (M+H") 2500.9411 13.7 min 7 %
23 | VEDRTVDVAIRRLRKALEPG | 2485.45 (M+Na") | 2464.9051 | 18.7 min 8 %
24 | VEDRTVDVHIARLRKALEPG 2447.00 (M+H") 2445.8586 16.1 min 7 %
25 | VEDRTVDVHIRALRKALEPG 2485.6 (M+K") 2445.8586 | 16.7 min 9%
26 | VEDRTVDVHIRRLAKALEPG 2445.73 (M+H") 24458586 | 24.7 min 24%
27 | VEDRTVDVHIRRLRAALEPG 2512.50 (M+K+) 2473.8720 14.3 min 8 %
31 | VEDRTVRVHIRRLRKALEPG - 2572.0667 - -

32 | VEDRTVDRHIRRLRKALEPG 2584.46 (M+H+) 2588.0231 15.0 min 9%
33 | VEDRTVDVHIRRLRKALRPG 2558.66 (M+H+) 2558.0396 14.8 min 8 %
34 | VEDRTVRVHIRRLRKALRPG 2594.45 (M+H+) 2599.1384 13.2 min 9%
35 | VEDRTVDRHIRRLRKALRPG 2612.80 (M+H+) 2615.0948 13.2 min 5%
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6.3.13 Synthese von AcPhoB(190-209) [E. coli] Ac-Val-Glu-Asp-Arg-Thr-
Val-Asp-Val-His-lle-Arg-Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Glu-Pro-Gly-OH 28

Die Synthese des Peptids erfolgt am nach 6.2.2.1 mit Fmoc-Gly-OH beladenen 2CI-Trt-
Harz. Die Kupplung wird als Doppelkupplung durchgefiihrt, mit 1.5 Aquivalenten TBTU,
3 Aquivalenten DIPEA und 1.5 Aquivalenten der jeweiligen Aminosiure. Die Abspaltung
der tempordren Schutzgruppe erfolgt mit 6% Piperazin in DMF. Nach Acetylierung
entsprechend 6.2.6 erfolgt die Abspaltung nach 6.2.11.7. AnschlieBend wird das Peptid
mittels RP-HPLC aufgereinigt.

Summenformel: C;93H176N3503;
Molmasse berechnet: 2400.7763
Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 2396.38 (M+H"), 2418.57 (M+Na")
Ausbeute: 4.9 mg (2 umol, 2%)

tr: 13.9 min

6.3.14 Synthese von PhoB(190-209)Linker [E. coli] Val-Glu-Asp-Arg-Thr-Val-Asp-
Val-His-Ile-Arg-Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Glu-Pro-Gly-Linker 29

Die Synthese des Peptids erfolgt am nach 6.2.2.2 modifizierten und nach 6.2.2.3 mit Fmoc-
Gly-OH beladenen 2Cl-Trt-Harz. Die Kupplung wird als Doppelkupplung durchgefiihrt,
mit 1.5 Aquivalenten TBTU, 3 Aquivalenten DIPEA und 1.5 Aquivalenten der jeweiligen
Aminosdure. Die Abspaltung der tempordren Schutzgruppe erfolgt mit 6% Piperazin in
DMEF. Die Abspaltung erfolgt nach 6.2.11.7. AnschlieBend wird das Peptid mittels RP-
HPLC aufgereinigt.

Summenformel: C;g7H192N3703;

Molmasse berechnet: 2492.9618

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 2497.51
Ausbeute: 13.7 mg (5.5 pmol, 5.5%)

tr: 13.0 min
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6.3.15 Synthese von PhoB(190-209) [E. coli] Val-Glu-Asp-Arg-Thr-Val-Asp-
Val-His-Ile-Arg-Arg-Leu-Arg-Lys-Ala-Leu-Glu-Pro-Gly-OH 30

Die Synthese des Peptids erfolgt am nach 6.2.2.1 mit Fmoc-Gly-OH beladenen 2CI-Trt-
Harz. Die Kupplung wird als Doppelkupplung durchgefiihrt, mit 1.5 Aquivalenten TBTU,
3 Aquivalenten DIPEA und 1.5 Aquivalenten der jeweiligen Aminosiure. Die Abspaltung
der tempordren Schutzgruppe erfolgt mit 6% Piperazin in DMF. Die Abspaltung erfolgt
nach 6.2.11.7. AnschlieBend werden die Peptide mittels RP-HPLC aufgereinigt.

Summenformel: C;91Hi75N35030 ¢

Molmasse berechnet: 2359.7464

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 2355.86 (M+H™), 2377.64 (M+Na")
Ausbeute: 21.8 mg (9.2 pmol, 9.2 %)

tr: 13.0 min

6.3.16 Synthese der 15er Peptide aus ExpG [S. meliloti]

Die Synthese der Peptide erfolgt am nach 6.2.2.1 mit der entsprechenden C-terminalen
Aminosdure beladenen 2CIl-Trt-Harz. Die Kupplung wird als Doppelkupplung
durchgefiihrt, mit 1.5 Aquivalenten TBTU, 3 Aquivalenten DIPEA und 1.5 Aquivalenten
der jeweiligen Aminosdure. Die Abspaltung der tempordren Schutzgruppe erfolgt mit 6%
Piperazin in DMF. Die Abspaltung erfolgt nach 6.2.11.7. AnschlieBend wird Reinheit der
Peptide mittels RP-HPLC bestimmt.

Tab. 20: Fiir das Epitope Mapping synthetisierte 15mer- und 16mer-Peptide

Reinheit
Mgem .
Sequenz MALDI-TOF Ms | P gema
RP-HPLC (%)

36 | MERGMNHRILYPFAD 1848.8763 1848 .4 13
37 | NHRILYPFADFGDTV 1763.8631 1763.1 10
38 | YPFADFGDTVAILPA 1595.7872 1595.5 14
39 | FGDTVAILPANETQR 1630.8315 1630.4 11
40 | AILPANETQRKGLDT 1625.8737 1624 .4 27
41 | NETQRKGLDTPVDDR 1742 .8547 1744 .5 12
42 | KGLDTPVDDRDGDDS 1603.6962 1603.8 10
43 | PVDDRDGDDSLVTYF 1712.7530 1711.0 34
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Tab. 21: Fiir das Epitope Mapping synthetisierte 15mer- und 16mer-Peptide

Reinheit
Mgem .
Sequenz MALDI-TOF Ms | P gemal
RP-HPLC (%)

44 | DGDDSLVTYFELARV 1698.8101 1699.3 23
45 | LVTYFELARVMERAS 1783.9291 1783.5 15
46 | ELARVMERASRRFSG 1763.9213 1767.8 33
47 | MERASRRFSGLLRAE 1777.9370 1775.2 17
48 | RRFSGLLRAELTKLG 1716.0159 1716.0 26
49 | LLRAELTKLGVEDIG 1625.9352 1626.4 22
50 | LTKLGVEDIGPAQAM 1541.8123 1541.6 35
51 | VEDIGPAQAMVLLATI 1521.8351 1544.1 5
52 | PAQAMVLLAIGEAEL 1524.8222 1526.6 58
53 | VLLAIGEAELSVGEL 1511.8447 1513.6 12
54 | GEAELSVGELLDRGH 1580.7795 1580.3 17
55 | SVGELLDRGHYVGSN 1601.7798 1599.5 22
56 | LDRGHYVGSNISYYL 1755.8503 1756.1 12
57 | YVGSNISYYLKQLAD 1732.8672 1733.1 7
58 | ISYYLKQLADGDYID 1775.8618 1776.6 24
59 | KQLADGDYIDRIASQ 1691.8479 1640.4 12
60 | GDYIDRIASQRDKRS 1778.9024 1777 .4 11
61 | RIASQRDKRSARIRL 1825.0871 1824.6 52
62 | RDKRSARIRLSEKGR 1827.0663 1827.0 46
63 | ARIRLSEKGRQLCAG 1656.9206 1656.5 18
64 | SEKGRQLCAGLRQAA 1586.8311 1586.1 28
65 | QLCAGLRQAAKGYER 1662.8624 1664.2 10
66 | LRQAAKGYERALSHG 1655.8856 1655.4 58
67 | KGYERALSHGDQDRR 1786.8823 1786.7 12
68 | ALSHGDQDRRNLETA 1681.8132 1682.0 27
69 | DQDRRNLETAFQTLH 1842.8973 1843.3 13
70 | NLETAFQTLHRLELV 1782.9628 1783.1 26
71 | FQTLHRLELVWGNAA 1753.9264 1752.3 37
72 | RLELVWGNAARYGI 1616.8787 1617.3 21

6.3.17 Synthese der 20er Peptide mit 17 iiberlappenden Aminosiureresten aus ExpG

[S. meliloti]

Die Synthese der Peptide erfolgt am nach 6.2.2.1 mit der entsprechenden C-terminalen

Aminosaure

beladenen 2CI-Trt-Harz.

Die Kupplung wird als Doppelkupplung

durchgefiihrt, mit 1.5 Aquivalenten TBTU, 3 Aquivalenten DIPEA und 1.5 Aquivalenten
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der jeweiligen Aminosdure. Die Abspaltung der tempordren Schutzgruppe erfolgt mit 6%
Piperazin in DMF. Die Abspaltung erfolgt nach 6.2.11.7. Anschlieend werden die Peptide
mittels RP-HPLC aufgereinigt.

Tab. 22: Fiir das Epitope Mapping synthetisierte 20mer-Peptide

Mgem
Sequenz MALDI-TOF MS Moer t
73 | RDKRSARIRLSEKGRQLCAG | 2297.85 (M+H") |2300.7020| 19.9 min
74 | RSARIRLSEKGRQLCAGLRQ | 2294.80 (M+H") | 2298.7294| 18.6 min
75 | RIRLSEKGRQLCAGLRQAAK | 2253.24 (M+H") |2254.7163| 12.6 min
76 | LSEKGRQLCAGLRQAAKGYE | 2177.18 (M+H") |2178.5254| 14.6 min
77 | KGRQLCAGLRQAAKGYERAL | 2188.20 (M+H") | 2189.5974| 18.2 min
78 | QLCAGLRQAAKGYERALSHG | 2128.73 (M+H") | 2129.4546| 12.8 min
79 | AGLRQAAKGYERALSHGDQD | 2142.65 (M+H") |2143.3304| 20.1 min
80 | RQAAKGYERALSHGDQDRRN | 2324.97 (M+H") [2328.5205| 18.8 min
81 | AKGYERALSHGDQDRRNLET | 2313.63 (M+H") [2316.5042| 17.7 min
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6.4 Synthese des AzoTANDEM

6.4.1 Probesynthese des Tridepsipeptids am Wang-Harz

6.4.1.1 Synthese von H-D-Ser(Trt)-Ala-Wang-Harz 91

Fiir die Beladung des Wang-Harzes mit Fmoc-Ala-OH werden 207 mg des Harzes in 2.7
ml DCM und 0.3 ml DMF gequollen. 2.5 Aquivalente Fmoc-Ala-OH (161 mg, 0.518
mmol) und 2.5 Aquivalente HOBt (79 mg, 0.518 mmol) werden in 500 pL DMF gelost.
Dazu wird ein Aquivalent DIC (0.207 mmol, 32.05 pL) und 2.52 mg (0.021 mmol) DMAP
gegeben, und die Losung zum Harz gegeben. Nach 2.5 h wird das Harz zum Cappen mit 2
je Aquivalenten Ac,O und Pyridin fiir 1 h geschiittelt, anschlieBend je 3 x mit jeweils 5 mL
DMF, DCM und MeOH gewaschen und an der Olpumpe getrocknet. Die Verlingerung des
Peptids erfolgt entsprechend 6.2.4 und 6.2.5.

Das Produkt H-D-Ser(Trt)-Ala-OH ist nach Abspaltung mit TFA im MALDI-ToF MS

nachweisbar.

6.4.1.2 Synthese von Qxc-D-Ser(Trt)-Ala-Wang-Harz 92

Zur Modifizierung von 91 mit Chinoxalin wird es 30 min in DMF quellen gelassen.
AnschlieBend wird es in 200 uL DMF suspendiert, 1.1 Aquivalente Chinoxaloylchlorid (12
mg, 0.06 mmol) in 100 puL. DMF und 2.2 Aquivalente Triethylamin (8.3 pL, 0.12 mmol)
werden hinzugegeben und die Mischung wird 2 h geschiittelt. AnschlieBend wird 5x mit
jeweils 5 mL DMF und 3x mit je 5 mL DCM gewaschen.

Das Produkt Qxc-D-Ser(Trt)-Ala-OH ist nach Abspaltung mit TFA im MALDI-ToF MS

nachweisbar.

6.4.1.3 Synthese von Qxc-D-Ser-Ala-Wang-Harz 93

Zur Abspaltung der Tritylschutzgruppe von 92 wird dieses sehr kurz mit 1% TFA in DCM
behandelt.
Das Produkt Qxc-D-Ser-Ala-OH ist nach Abspaltung mit TFA im MALDI-ToF MS

nachweisbar.
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6.4.1.4 Synthese von Qxc-D-Ser(Fmoc-Val-)-Ala-Wang-Harz 94

Zur Bildung der Depsipeptidbindung wird 93 in 2 mL Pyridin bei 0°C suspendiert. Es
werden je 1 Aquivalent DCC (0.06 mmol, 12.4 mg) und Fmoc-Val-OH (0.06 mmol, 21
mg) dazugegeben. Nach 18 h Schiitteln zeigt sich im MALDI-ToF MS nach Abspaltung

mit TFA, da3 auch diese Probereaktion erfolgreich war.

6.4.2 Synthese des AZoTANDEMs

6.4.2.2 Synthese von Fmoc-D-Ser(Trt)-Ala-O'Bu

95 96 97

6.4.2.2.1 Synthese von Fmoc-D-Ser(Trt)-Ala-O'Bu Variante 1

100 mg (0.55 mmol) 96 werden in 10 mL DCM gel6st und mit 255 pL (1.65 mmol) DIC,
10.1 mg (0.0825 mmol) DMAP sowie 626 mg (1.1 mmol) 95 versetzt. Nach einer
sdulenchromatographischen (9/1 DCM/MeOH) und einer flashchromatographischen
(DCM) Aufreinigung liegt die Ausbeute bei 61 %.

Summenformel: C44H44N->Og

Molmasse berechnet: 696.8300

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 700.89 (M+H"), 720.05 (M+Na")
Ausbeute: 440 mg (0.63 mmol, 61%)

R¢ (9/1 DCM/MeOH): 0.84

Rt (DCM): 0.26
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6.4.2.2.2 Synthese von Fmoc-D-Ser(Trt)-Ala-O'Bu Variante 2

150 mg (0.82 mmol) 96 werden in 10 mL DCM gelost und mit 112 mg (0.82 mmol) HOAL,
468 mg (1.23 mmol) HATU sowie 467 mg (0.82 mmol) 95 versetzt. Nach Zugabe von
gerade so viel DMF, daf alles gelost ist, werden 421 puL (2.46 mmol) DIPEA dazugegeben
und 2 h geschiittelt. Die Losung wird eingeengt und sdulen-chromatographisch

aufgereinigt (50/1 DCM/MeOH). Die Reaktion erfolgt nahezu quantitativ.

Summenformel: C44H44N>Og

Molmasse berechnet: 696.8300

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 719.00 (M+Na"), 735.03 (M+K")

Ausbeute: 572 mg (0.82 mmol, 100%)

R (50/1 DCM/MeOH): 0.82

'"H-NMR (500 MHz, Dg-DMSO, TMS): 1.34 (d, 3H, °J = 7.0 Hz, CHj 1), 1.47 (s, 9H,
CH3 tgy), 3.62-3.65 (m, 2H, CH; ser), 4.19 (s, 1H, CHemoc), 4.34 (d, 1H, T = 7.0 Hz, CH 1),
4.51 (s, 2H, CH> fmoc), 6.86-6.88 (m, 1H, CHse), 7.22-7.27 (m, 15H, CHryiey1), 7.28-7.43
(m, 4H, CHgoc), 7.55 (d, 2H, °J = 6.0 Hz, CHgmoo)s 7.75 (d, 2H, °J = 7.5 Hz, CHgnoo),
7.90-7.99 (m, 1H, NHs,), 8.87-8.89 (m, 1H, NHay,).

BC-NMR (125.7 MHz, D¢-DMSO, TMS): 18.6 (CH3 A1), 28.0 (CH3 t5y), 47.6 (CHEmoo),
48.8 (CHal), 54.6 (CHser), 63.6 (CH3 ser), 67.2 (CHa Emoc), 77.0 (Ciy), 87.2 (Crrigy1), 125.0
(Car), 127.3 (Cayr), 128.0 (Cay), 128.3 (Car), 128.5 (Car), 128.8 (Car), 141.3 (q Cgmoc), 143.4
(q Ckmoc) 143.7 (q Crrigy1), 155.9 (C=OFmoc), 169.1 (C=0a1a), 171.8 (C=Osey).

IR (KBr, em™): ¥ = 3410, 3336, 3060, 2978, 2932, 2878, 2360, 1732, 1672, 1508, 1492,
1449, 1393, 1368, 1319, 1253, 1224, 1151, 1079, 1033, 1002, 979, 900, 846, 760, 741,
706, 648, 633.
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6.4.2.3 Synthese von D-Ser(Trt)-Ala-O'Bu

|
:

97 98

6.4.2.3.1 Synthese von D-Ser(Trt)-Ala-O'Bu Variante 1

Zu Abspaltung der Fmoc-Gruppe werden 440 mg (0.63 mmol) 97 aus 6.4.2.2.1 in 10 mL
einer Losung von 6% Piperazin (w/v) in DCM 18 h geriihrt. Nach Einengen und
siulenchromatographischer Aufreinigung (50/1 DCM/MeOH) wird ein farbloses Ol

erhalten.

Summenformel: Co9H34N,04

Molmasse berechnet: 474.5913

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 497.92 (M+Na"), 514.18 (M+K")
Ausbeute: 315 mg (0.63 mmol, 100%)

R¢ (50/1 DCM/MeOH): 0.26

6.4.2.3.2 Synthese von D-Ser(Trt)-Ala-O'Bu Variante 2

Zu Abspaltung der Fmoc-Gruppe werden 2.7 g (3.9 mmol) 97 aus 6.4.2.2.2 in 20 mL einer
Losung von 20% Diethylamin in DCM 18 h geschiittelt. Nach Einengen und
flashchromatographischer Aufreinigung (50/1 DCM/MeOH) wird das Produkt erhalten.

Summenformel: Co9H34N,04

Molmasse berechnet: 474.5913

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 497.54 (M+Na"), 514.18 (M+K")
Ausbeute: 2.54 g (3.9 mmol, 100%)
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R (50/1 DCM/MeOH): 0.22

"H-NMR (500 MHz, Ds-DMSO, TMS): 1.36-1.38 (m, 3H, CH3 A1), 1.44 (s, 9H, CH3 t,),
1.65 (s, 2H, NHp), 3.36-3.37 (m, 2H, CH; ser), 3.46-3.48 (m, 1H, CHse), 447 (s, 1H, CH
Ala), 7.20-7.30 (m, 15H, CHryity1), 7.42-7.44 (m, 1H, NHyja).

BC-NMR (125.7 MHz, Dg-DMSO, TMS): 18.6 (CH3 A1), 28.0 (CHj tg,), 48.4 (CHap),
55.2 (CHser), 65.7 (CH2 ser), 77.0 (Cigu), 85.8 (Crvity1), 127.1 (Car), 127.9 (Car), 128.7 (Cap),
143.8 (q Cruity1), 172.0 (C=0A41a), 172.2 (C=0Osey).

IR (KBr, em™): ¥ = 3372, 3319, 3059, 3032, 2978, 2933, 2877, 1961, 1734, 1672, 1597,
1510, 1492, 1449, 1362, 1368, 1344, 1310, 1225, 1151, 1072, 1033, 990, 932, 901, 874,
847,762,747, 708, 647, 633.

6.4.2.4 Synthese von Qxc-D-Ser(Trt)-Ala-O'Bu

OO I Vgl
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98 99 100

Fiir die Synthese von 100 werden 1.5 g (3.15 mmol) 98 in 15 mL DCM gelst. 2.2 Aq.
Triethylamin NEt; (6.95 mmol, 963 ul) und 1.1 Aquivalenten 99 (3.48 mmol, 670 mg)
werden hinzugegeben und die Mischung geriihrt. Der Verlauf der Reaktion wird mittels
MALDI-ToF-MS beobachtet, nach 18 h wird das Reaktionsgemisch eingeengt und ohne

Aufreinigung als Rohprodukt in der nichsten Stufe eingesetzt.

Summenformel: C38H38N405
Molmasse berechnet: 630.7321
Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 653.63 (M+Na"), 669.65 (M+K")
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6.4.2.5 Synthese von Qxc-D-Ser-Ala-O'Bu

100 101

6.4.2.5.1 Synthese von Qxc-D-Ser-Ala-O‘Bu Variante 1

Zur Abspaltung der Trityl-Schutzgruppe wird das Rohprodukt 100 aus 6.4.2.4 in 30 mL
einer Losung von 0.5% (v/v) TFA in DCM gelost. Nach 4 Tagen ist die Reaktion
vollstindig und das Produkt wird flashchromatographisch mit 2 aufeinander folgenden
Liufen aufgereinigt (50/1 DCM/MeOH). Die Ausbeute iiber 2 Stufen liegt bei iiber 98%,

damit konnen beide Reaktionen als quantitativ betrachtet werden.

Summenformel: C;9H»4N4O5

Molmasse berechnet: 388.4177

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 390.76 (M+H"), 411.37 (M+Na")

Ausbeute: 1.54 g (3.98 mmol, 98%)

R¢ (50/1 DCM/MeOH): 0.29

"H-NMR (500 MHz, Ds-DMSO, TMS): 1.38 - 1.44 (m, 12H, CH3 A, und CHj 1g,), 2.55
(s, 1H, OH), 4.31-4.33 (m, 2H, CH; s¢r), 4.46-4.49 (m, 1H, CH A1), 4.74 (s, 1H, CHsey),
7.26 (s, 2H, Car qxc), 7.88-7.92 (m, 2H, Car xc), 8.18-8.22 (m, 1H, NHs,,), 8.87-8.89 (m,
1H, NHaja), 9.67 (s, 1H, CHqyc).

BC-NMR (125.7 MHz, Dg-DMSO, TMS): 18.1 (CHj aw), 27.9 (CHs tgy), 49.1 (CHap),
54.5 (CHser), 62.9 (CHz ser), 77.0 (Cigy), 129.4 (Car), 129.9 (Car), 131.9 (Car), 132.7 (Car),
140.3 (q Coxe), 142.1 (q Coxe), 143.6 (q Coxe), 143.9 (q Coxe), 164.1 (C=0 ), 170.1
(C=0am), 171.8 (C=0Ogey).

IR (KBr, em™): & = 3495, 3382, 3069, 2980, 2936, 2360, 1733, 1660, 1525, 1494, 1456,
1410, 1369, 1305, 1231, 1151, 1055, 1014, 981, 911, 846, 805, 776, 755, 668, 628.
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6.4.2.5.2 Synthese von Qxc-D-Ser-Ala-O'Bu Variante 2

Zur Abspaltung der Trityl-Schutzgruppe wird das Rohprodukt 100 in 10 mL einer Losung
von 0.5% (v/v) TFA in DCM gelost. Nach 4 Tagen ist die Reaktion vollstindig und das
Produkt wird mittels semipriparativer RP-HPLC mit Methode 2 gereinigt.

Summenformel: C;9H»4N4O5

Molmasse berechnet: 388.4177

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 390.55 (M+H"), 411.53 (M+Na")
Ausbeute: 100 mg (0.26 mmol, 40%)

tr: 23.2 min
6.4.2.5.3 Synthese von Qxc-D-Ser-Ala-O'Bu Variante 3

Zur Abspaltung der Trityl-Schutzgruppe wird das Rohprodukt 100 in 50 mL einer Losung
von 1% (v/v) TFA in DCM gel6st. Nach 4 h ist die Reaktion vollstindig und das Produkt
wird flashchromatographisch aufgereinigt (50/1 DCM/MeOH).

Summenformel: C;9H»4N405

Molmasse berechnet: 388.4177

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 390.45 (M+H"), 411.37 (M+Na")
Ausbeute: 468 mg (1.21 mmol, 23%)

R¢ (25/1 DCM/MeOH): 0.26

6.4.2.6 Synthese von Qxc-D-Ser(Fmoc-Val)-Ala-O'Bu

O
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101 mg (0.26 mmol) 101 und 265 mg (0.78 mmol) 102 werden in 5 mL Pyridin gelost und
auf 0°C gekiihlt. Dann werden 161 mg (0.78 mmol) DCC hinzugegeben und fiir 4h bei 0°
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geriihrt. Anschlieend wird 18h bei Raumtemperatur geriihrt, der entstandene Niederschlag
abfiltriert und bis zur Trockne eingeengt. Das resultierende gelbe Ol wird in wenig EtOAc
aufgenommen, der ausgefallene Niederschlag abfiltriert und die organische Phase 1x mit
4 mL Wasser, 1x mit 4 mL gesittigter NaHCO3-Losung, 2x mit je 2 mL einer Losung von
10% Zitronensdure in Wasser (w/v), 1x mit 4 mL NaHCO; und 1x mit 4 mL Wasser
gewaschen. AnschlieBend wird die organische Phase eingeengt und das Produkt mittels

semiprdparativer RP-HPLC mit Methode 3 aufgereinigt.

Summenformel: C30H43N5Og

Molmasse berechnet: 709.7874

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 732.81 (M+Na"), 748.82 (M+K")

Ausbeute: 63 mg (0.09 mmol, 34%)

tr: 38.0 min

"H-NMR (500 MHz, D¢-DMSO, TMS): 0.89-0.98 (m, 6H, CH3 vy), 1.38 - 1.47 (m, 12H,
CH3 A, und CHj tgy), 4.18 (t, 1H, T = 7.0 Hz, CHgmoc), 4.30-4.40 (m, 3H, CH, s und
CHyy), 4.45-4.49 (m, 2H, CH A1, und CHyy scitenkette), 4.54-4.57 (m, 2H, CH2 pmoc), 4.71-
4.74 (m, 1H, CHse), 7.26-7.30 (m, 4H, Car gxc und Car Fmoc), 7.36-7.40 (m, 2H, Car Fmoc)s
7.53-7.57 (m, 2H Car Fmoc), 7.73-7.75 (m, 2H, Car Fmoc), 7.81-7.89 (m, 2H, Car gxc), 8.18-
8.22 (m, 1H, NHser), 8.70 (s, 1H, NHan), 8.71 (s, 1H, NHya), 9.66 (s, 1H, CHqxc).
BC-NMR (125.7 MHz, D¢-DMSO, TMS): 17.6 (CH3 va), 18.4 (CHj ar), 27.9 (CH3 ),
29.7 (CHyva seitenkette)> 47.1 (CHpmoc), 49.1 (CHapa), 52.4 (CHger), 59.1 (CHyy), 64.4 (CH;,
ser), 67.1 (CHz Emoc), 77.0 (Ctgy), 119.0 (Car), 125.0 (Cap), 127.1 (Cay), 127.7 (Cap), 129.3
(Car), 130.0 (Cay), 131.1 (Car), 132.0 (Carp), 141.2 (q Coxe), 143.7 (q Crmoce)> 143.9 (q Coxe)s
156.3 (C=Ofmoc), 163.9 (C=0qxc) , 167.4 (C=0a414), 171.6 (C=Ovy), 171.9 (C=Oge;).

IR (KBr, em™): ¥ = 3356, 3065, 2971, 2360, 1732, 1672, 1520, 1494, 1452, 1393, 1369,
1338, 1310, 1231, 1152, 1106, 1033, 906, 845, 803, 759, 742, 622.
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6.4.2.7 Synthese von Qxc-D-Ser(Val)-Ala-O'Bu
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6.4.2.7.1 Synthese von Qxc-D-Ser(Val)-Ala-O'Bu Variante 1

Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgt durch Reaktion von 63 mg 103 mit 10 mL
einer Losung von 6% Piperazin in DCM. Nach 11h Riihren wird die Losung eingeengt und

das Peptid mittels semipriparativer RP-HPLC mit Methode 4 gereinigt.

Summenformel: C,4H3,N5Oq

Molmasse berechnet: 487.5487

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 489.25 (M+H"), 510.27 (M+Na")
Ausbeute: 3.2 mg (6.6 umol, 7.4 %)

tr: 18.2 min

6.4.2.7.2 Synthese von Qxc-D-Ser(Val)-Ala-O'Bu Variante 2

Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgt durch Reaktion von 3.49 g ungereinigten
Rohproduktes von 103 in 10 mL einer Losung von 20% Diethylamin in DCM. Nach 18 h
Rithren wird die Losung eingeengt und das Peptid sdulenchromatographisch aufgereinigt
(50/1 DCM/MeOR).

Die Reaktion ergibt ein Produktgemisch, das neben dem gewiinschten Produkt 104 auch
noch das Produkt der Esterspaltung der Depsipeptidbindung, 101, enthdlt. Um das
Gemisch nicht verwerfen zu miissen, wird das Rohprodukt dieses Versuches zur
Abspaltung der Schutzgruppe mit einer Losung von 2% Piperidin und 2% DBU in DMF
versetzt und 20h geschiittelt. Nach flashchromatographischer Aufreinigung kann 101

erneut in der vorausgehenden Reaktion 6.4.2.6 eingesetzt werden.
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Summenformel: C,4H3,N5Oq
Molmasse berechnet: 487.5487
Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 488.68 (M+H"), 510.70 (M+Na")

6.4.2.7.3 Synthese von Qxc-D-Ser(Val)-Ala-O'Bu Variante 3

Die Abspaltung erfolgt durch Losen von 346 mg 103 in 10 mL einer Lésung von 2% DBU
und 2% Piperidin in DMF. Nach 20h Riihren wird die Losung eingeengt und das Peptid
sdaulenchromatographisch aufgereinigt (50/1 DCM/MeOH).

Summenformel: C,4H3,N50g¢

Molmasse berechnet: 487.5487

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 509.90 (M+Na")
Ausbeute: 173 mg (0.35 mmol, 26%)

R¢ (50/1 DCM/MeOH): 0.17

6.4.2.7.4 Synthese von Qxc-D-Ser(Val)-Ala-O'Bu Variante 4

Die Abspaltung erfolgt durch Losen von 100 mg 103 in 5 mL einer Lésung von 5% DBU
in DMF. Nach 18 h Schiitteln ist keine Umsetzung zu sehen, es werden 850 puL (0.850
mmol) einer IM TBAF-Lsg in THF und 500 pL (0.423 mmol) Thioanisol zugegeben und
geschiittelt. Es erfolgt keine vollstandige Umsetzung.

6.4.2.7.5 Synthese von Qxc-D-Ser(Val)-Ala-O'Bu Variante 5

Es werden 100 mg (0.141 mmol) 103 in 2 mL THF gelost, 282 uL (0.282 mmol) einer 1M
TBAF-Lsg in THF und 167 pL (0.141 mmol) Thioanisol zugegeben. Nach 3 h ist die
Umsetzung noch nicht vollstindig, und es werden nochmals 282 puL (0.282 mmol) einer
IM TBAF-Lsg in THF und 167 uL (0.141 mmol) Thioanisol zugegeben. Nach weiteren 3h
ist die Umsetzung immer noch nicht vollstidndig, und es werden ein drittes Mal 282 uL
(0.282 mmol) einer 1M TBAF-Lsg in THF und 167 pL (0.141 mmol) Thioanisol
hinzugegeben. Nach 2 Tagen Schiitteln ist kein Edukt mehr vorhanden. Deswegen wird
nach 6.4.2.7.6 ein Ansatz im groSen Maf3stab durchgefiihrt, zur Aufarbeitung sollen beide

vereinigt werden.
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6.4.2.7.6 Synthese von Qxc-D-Ser(Val)-Ala-O'Bu Variante 6

383 mg (0.540 mmol) 103 werden in 8 mL THF gelost, und 3.24 mL (3.240 mmol) einer
IM TBAF-Lsg in THF sowie 1.92 mL (1.620 mmol) Thioanisol hinzugegeben. Nach 2

Tagen schiitteln ist keine Umsetzung zu erkennen.

Die Ansitze 6.4.2.7.4, 6.4.2.7.5 und 6.4.2.7.6 werden vereinigt, und es werden 20 mL einer
Losung von 2% Piperidin und 2% DBU in DMF zu den Ansitzen gegeben.

Sédulenchromatographische Aufreinigung (50/1 DCM/MeOH) fiihrt zu einer Ausbeute von
29% 104.

Summenformel: C,4H3,N50g¢

Molmasse berechnet: 487.5487

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 489.07 (M+H"), 510.93 (M+Na")
Ausbeute: 76.5 mg (0.157mmol, 29%)

R¢ (50/1 DCM/MeOH): 0.19

6.4.2.7.7 Synthese von Qxc-D-Ser(Val)-Ala-O'Bu Variante 7

172.7 mg (0.24 mmol) 103 werden in 7 mL DCM gelost. Dazu werden 343 mg (0.72
mmol) N-(2-Mercaptoethyl)-aminomethyl-polystyrol Harz mit einer Beladung von 2.1
mmol / g) gegeben. Es werden 36 uLL DBU und 64 pL Acetonitril gemischt und davon 10
pL (0.024 mmol) dazu gegeben. Nach Sh Schiitteln unter Argon ist kaum Umsetzung
erfolgt. Es werden nochmals 10 pL (0.024 mmol) der DBU-Losung dazugegeben, nach
24h ist kein weiterer Umsatz zu beobachten, und es werden erneut 343 mg (0.72 mmol)
N-(2-Mercaptoethyl)-aminomethyl-polystyrol Harz und 20 pL (0.048 mmol) der DBU-
Losung hinzugegeben. Nach 72h war keine weitere Umsetzung zu erkennen, und das
Reaktionsgemisch wird vom Harz entfernt und zur Trockne eingeengt.

Der Riickstand wird in einer Losung von 6% Piperazin in DCM gelost, 4h geschiittelt und
eingeengt. Nach wiederholter chromatographischer Reinigung (Flashchromatographie 25/1

DCM/MeOH, Saulenchromatographie 5/1 DCM/MeOH) konnen 66% 104 isoliert werden.

Summenformel: C,4H3,N5Oq¢

Molmasse berechnet: 487.5487



6. Experimenteller Teil 213

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 489.48 (M+H"), 510.39 (M+Na")

Ausbeute: 78.6 mg ( 0.16 mmol, 66%)

R¢(25/1 DCM/MeOH): 0.33

R¢(5/1 DCM/MeOH): 0.78

"H-NMR (500 MHz, Dc-DMSO, TMS): 0.85-0.96 (m, 6H, CH3 va1), 1.40 (d, 3H, CHj3 an),
1.44 (s, 9H, CH3 tgy), 3.18 (s, 1H, CHyva seitenkette)> 3-51 (d, 1H, 3 = 9.7 Hz, CHyy), 4.47-
4.51 (m, 3H, CH; ser und CH 4j1y), 4.64-4.65 (m, 1H, CHs,,), 7.38 (d, 2H, ) = 7.6 Hz, Car
Qxc)s 1.87-7.91 (m, 2H, Car gxc), 8.16-8.19 (m, 1H, NHyy), 8.18-8.21 (m, 1H, NHs,,), 8.70
(s, IH, NHapa), 9.66 (s, 1H, CHqxc).

IR (KBr, em™): D = 3853, 3736, 3384, 2960, 2929, 2360, 2341, 1736, 1671, 1520, 1493,
1457, 1368, 1228, 1151, 1017, 979, 847, 776, 669.
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6.4.2.8 Kupplung von Qxc-D-Ser(Val)-Ala-O'Bu an 4,4’-Diazendiyldi(N-tert-butoxy-

carbonyl)phenylalanin

A—
s s

105

78 mg (0.16 mmol) 104 in 10 mL DMF und 66.7 mL (0.39 mmol) DIPEA werden im
Reaktionskolben vorgelegt. Die Kupplung erfolgt mittels einer Spritzenpumpe unter
Pseudo-Hochverdiinnung. Aus der einen Spritze werden 61 mg (0.16 mmol) HATU in 2.5
mL DMF, aus der anderen 72 mg (0.13 mmol) 88 in 2.5 mL DMF bei einer
Geschwindigkeit von 0.11 mL/h hinzugetropft. Entsprechend einer Reaktionskontrolle
mittels MALDI-ToF-MS ist noch nur einfach gekuppeltes 88 im Reaktionsgemisch
vorhanden. Deshalb werden nochmals 33 puL (0.19 mmol) DIPEA und 30 mg (0.08 mmol)
HATU zugegeben und bis zu vollstindigen Umsetzung geriihrt. Nach Einengen wird ein
gelbes Ol erhalten. Um unnotige Substanzverluste durch chromatographische Aufreinigung
zu vermeiden wird das Rohprodukt fiir die nichste Stufe eingesetzt.

Summenformel: C76HogN 14015

Molmasse berechnet: 1495.6743

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 1495.72 (M+H™), 1517.21 (M+Na")



6. Experimenteller Teil 215

6.4.2.9 Abspaltung der Boc-Schutzgruppen vom nicht cyclisierten AzoTANDEM
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Das Rohprodukt von 105 wird mit 6 mL TFA versetzt und 30 min geschiittelt.
AnschlieBend wird eingeengt und sdulenchromatographisch (DCM/MeOH 1/1)
aufgereinigt. AbschlieBend erfolgt noch eine Reinigung mittels semipriparativer
RP-HPLC. Ein Teil des Rohproduktes wird mit Methode 5, der andere mit Methode 6

gereinigt.

Summenformel: CssHggN14014

Molmasse berechnet: 1183.2300

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 1184.75 (M+H"), 1206.58 (M+Na")

Ausbeute: 28.9 mg (0.024 mmol, 30%)

tr (Methode 5): 19.1 min

tr (Methode 6): 19.7 min

'"H-NMR (500 MHz, D¢-DMSO, TMS): 0.91-0.93 (m, 12H, CH; va), 1.41 (d, 6H, T =7.2
Hz, CHj ap), 2.14-2.16 (m, 4H, NH;), 3.10-3.12 (m, 4H, CH; ppe), 3.18-3.20 (m, 2H,
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CHya seitenkette)s 3-29-3.31 (m, 2H, CH ppe), 4.19-4.22 (m, 2H, CHypp), 4.41-4.44 (m, 2H,
CHya), 4.59-4.63 (m, 4H, CH; s¢p), 5.07-5.10 (m, 2H, CHse), 7.30 (d, 4H, *J = 8.4 Hz, Ca,
oxe)s 7.71 (d, 4H, *J = 8.4 Hz, CH; pre), 7.86-7.90 (m, 4H, CHy; pre), 8.07 (d, 4H, Car oxo)»
8.09 (s, 2H, NHvy), 8.61 (s, 2H, NHg,,), 8.63 (s, 2H, NHap,), 9.39 (s, 2H, CHoye).
BC-NMR (125.7 MHz, Dg-DMSO, TMS): 17.6 (CH3 va), 18.4 (CHj ap), 32.6 (CHya
Seitenketie)s 38:4 (CHappe), 49.2 (CHar), 53.5 (CHser), 55.1 (CHpre), 59.3 (CHyy), 65.9 (CH,
se)s 124.3 (Cap), 127.9 (Cap) 131.0 (Cap), 131.5 (Car), 132.0 (Car), 132.5 (Car), 133.4 (Cay),
138.8 (Car), 144.4 (q Coxo), 153.1 (q Cqxe)s 165.3 (C=0 qx), 169.5 (C=Opp), 170.1
(C=0a1,), 171.0 (C=0s,,), 172.0 (C=Ovy,), 175.8 (COOH).

IR (KBr, em™): 3853, 3749, 3446, 3066, 2967, 2736, 22371, 2358, 2341, 2322, 2293,
1991, 1943, 1919, 1890, 1869, 1845, 1828, 1793, 1770, 1734, 1716, 1671, 1558, 1540,
1523, 1508, 1497, 1472, 1457, 1438, 1418, 1396, 1373, 1338, 1313, 1202, 1141, 1068,
1043, 1014, 983, 908, 838, 801, 776, 756, 722, 668, 657.
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6.4.2.10 Synthese des AzoTANDEM

90

N
NH O
0 J—/(
o) HN
o) o)
\ NH O
N
N,
N
..||N
O HN H
o) o)

89

Zur Cyclisierung werden im Reaktionskolben 6 pL (0.036 mmol) DIPEA in 5 mL DMF

vorgelegt. Aus der einen Spritze wurden 14 mg (0.012 mmol) 90 in 10 mL DMEF, aus der
anderen 7 mg (0.018 mmol) HATU und 0.3 mg (0.0018 mmol) HOAt in 10 mL DMF mit

einer Geschwindigkeit von 0.5 mL/h zugetropft. Nach positiver Reaktionskontrolle mittels

MALDI-ToF-MS wird dieser Ansatz wiederholt. Beide Ansitze werden vereinigt, und

mittels semipriparativer RP-HPLC mit Methode 5 gereinigt.

Summenformel: CssHgoN14012

Molmasse berechnet: 1147.1995

Molmasse gemessen MALDI-ToF-MS: 1147.61 (M+H"), 1168.31 (M+Na")

Ausbeute: 4.8 mg (0.004 mmol, 33%)
tr (Methode 1): 30.8 min



6. Experimenteller Teil 218

'"H-NMR (500 MHz, D¢-DMSO, TMS): 1.02-1.30 (m, 18H, CH3), 3.03-3.11 (m, 4H, CH,
Phe)s 3.15-3.22 (s, 2H, CHyu scitenketie), 4.01-4.08 (m, 2H, CH pp), 4.14-4.20 (m, 2H, CHyy,),
4.23-4.28 (m, 2H, CHyy), 4.53-4.71 (m, 4H, CH; s¢r), 4.95-5.00 (m, 2H, CHg,,), 7.41-7.48
(m, 4H, CHy,), 7.75-7.83 (m, 6H, CHy,), 8.02-8.11 (m, 6H, Ca,), 8.19 (s, 2H, NHyy), 8.25
(s, 2H, NHsep), 8.30 (s, 2H, NHay,), 8.97 (s, 2H, NHppe), 9.60 (s, 2H, CHgxe).

BC-NMR (125.7 MHz, D-DMSO, TMS): 17.0 (CH;3 va), 19.0 (CH3 ap), 30.8 (CHyy
Seitenkette)> 38.6 (CHapne), 52.4 (CHaw), 52.5 (CHser), 55.6 (CHpye), 58.4 (CHyy), 67.0 (CH,
ser)s 122.9 (Cap), 129.7 (Car), 129.8 (Cap), 130.4 (Cap), 132.1 (Cay), 132.7 (Ca), 140.0
(Car), 141.4 (Ca), 143.5 (Car), 144.5 (q Coxe)s 144.9 (C-Nay), 151.2 (q Coxe), 164.5
(C=Oqxc), 168.7 (C=Oppc), 170.2 (C=0aja), 171.1 (C=0Oscy), 172.3 (C=Ovua).
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8. Anhang

8.1 Sekundirstrukturanalysen aus den Daten der CD-Spektroskopie

Tab. 23: Ergebnis der verschiedenen Analysemethoden fiir den jeweiligen Anteil der Sekundérstrukturen fiir
PhoB(190-209).

o-Helix  B-Faltblatt B-Turn  Coil
Fasman 32,3 11,5 0,0 56,2
Chen 16,1 -3,4 0,0 87,3
Bolotina 37,0 -18,5 70,4 11,1
Chang 19,1 3,2 24,2 53,5
Yang | 14,0 32,5 0,0 53,5
Yang Il 23,7 0,0 12,3 64,2
Uber die Mol. El. 45,5

Tab. 24: Ergebnis der verschiedenen Analysemethoden fiir den jeweiligen Anteil der Sekundérstrukturen fiir
PhoB(190-209) R193A.

o-Helix  B-Faltblatt B-Turn  Coll
Fasman 29,0 11,9 0,0 59,1
Chen 11,5 8,1 0,0 80,3
Bolotina 26,6 -1,1 51,8 22,7
Chang 15,7 11,3 254 476
Yang | 15,7 26,2 0,0 58,1
Yang I 18 10 72 56,5
Uber die Mol. EI. 38,5

Tab. 25: Ergebnis der verschiedenen Analysemethoden fiir den jeweiligen Anteil der Sekundérstrukturen fiir
PhoB(190-209) R203A.

o-Helix B-Faltblatt  B-Turn  Coll
Fasman 33,7 7,9 0,0 58,4
Chen 9,6 7,7 57,0 25,7
Bolotina 18,6 11,3 475 22,6
Chang 11,2 35,0 15,5 38,2
Yang | 21,2 20,6 0,0 58,2
Yang I 24,4 0 0 75,6
Uber die Mol. El. 62,5

Tab. 26: Ergebnis der Sekundirstrukturanalyse mittels CDNN fiir PhoB(190-209)

190-260 nm  195-260 nm  200-260 nm  205-260 nm 210-260 nm

o-Helix 28,60% 30,80% 36,40% 40,60% 35,80%
B-Faltblatt

antiparallel  20,50% 12,80% 8,00% 6,50% 7,60%
B-Faltblatt

parallel 8,00% 8,20% 7,40% 7,20% 8,10%
B-Turn 19,00% 17,70% 16,70% 15,70% 16,40%
Coil 26,40% 27,40% 27,10% 28,30% 31,50%
Summe 102,40% 96,90% 95,60% 98,30% 99,50%
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Tab. 27: Ergebnis der Sekundirstrukturanalyse mittels CDNN fiir PhoB(190-209) R193A..
190-260 nm  195-260 nm  200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

a-Helix 23.00% 23.20% 22 40% 24.20% 20.60%
B-Faltblatt 55 5o, 20,00% 13,60% 10,50% 13,00%
antiparallel
B-Faltblatt g 440, 10,70% 11,60% 12,30% 12.80%

parallel

B-Turn 20.40% 19,50% 19,80% 18,50% 19,70%

Coil 29.90% 33.10% 36.90% 40 50% 43 50%

Summe  115,70% 106,50% 10430%  106,00%  109,60%

Tab. 28: Ergebnis der Sekundirstrukturanalyse mittels CDNN fiir PhoB(190-209) R203A..
190-260 nm  195-260 nm 200-260 nm 205-260 nm 210-260 nm

o-Helix 31,80% 35,70% 41,30% 46,90% 37,80%
B-Faltblatt

antiparallel 22,10% 11,80% 7,40% 5,60% 7,20%
B-Faltblatt

parallel 6,50% 6,50% 5,90% 5,90% 7,80%
B-Turn 19,40% 17,40% 16,50% 15,00% 16,10%
Coil 18,90% 20,00% 21,00% 24,30% 30,30%

Summe 98,70% 91,40% 92,20% 97,70% 99,10%



