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Die verwendeten Drei- und Einbuchstaben-Codes der Aminoséuren entsprechen den
Vorschlagen der IUPAC-IUB-Kommission fir biochemische Nomenklatur [Eur. J.
Biochem.138, 9-37 (1984)].

Englische Begriffe, fur die kein deutsches Aquivalent existiert, sind im Text kursiv
geschrieben. Dies gilt ebenfalls in zusammengesetzten Wortern.

Der Ausdruck ,,Expression® bezeichnet die Transkription und Translation von Genen und
wird in dieser Arbeit auch im Zusammenhang mit der rekombinanten Produktion von
Proteinen verwendet.

Die Begriffe ,all-L’ bzw. ,all-D’ werden bei Peptiden und Proteinen vorangestellt, die in ihrer
Gesamtheit entweder vollstandig aus L- oder D-Aminosduren aufgebaut sind.

Zur Berechnung der isolierten Ausbeuten der Seitenketten-ungeschiitzten Peptid-Derivate

wurden die Molmassen der entsprechenden TFA-Salze verwendet.



1. EINLEITUNG

1. Einleitung

1.1.  Peptide und Proteine

Neben Kohlenhydraten und Nukleinsduren stellen Peptide bzw. Proteine eine weitere Klasse
von Biopolymeren innerhalb der belebten Materie dar. Sie sind heteropolymere Konden-
sationsprodukte ihrer monomeren Einheiten, den a-Aminosduren, welche Uber die so ge-
nannte ,Peptidbindung’ miteinander verbunden sind (Abb. 1). Die Peptidbindung entspricht
chemisch einer Carbonsaureamidbindung, wobei der Begriff der Peptidbindung formal auf die

Bindung zwischen zwei a-Aminosauren beschrankt ist.

) o b)

O

| OH

L . R

Abb. 1: Allgemeine Struktur einer Peptid- bzw. Carbonsdureamidbindung (a) und einer a-Aminosaure (b).

Bezlglich des generellen chemischen Aufbaus bestehen keine Unterschiede zwischen
Peptiden und Proteinen. Einzig die Kettenlange, also die Anzahl der miteinander verbundenen
Aminosaureeinheiten, unterscheidet ein Peptid vom Protein, wobei die Grenze mit 50 bis 100
Aminoséduren zwischen beiden Termini nicht genau definiert und eher willkdrlich ist.

Im Organismus konnen Peptide und Proteine, abhdngig von ihrem Aufbau bzw. ihrer
Struktur, eine Vielzahl von biochemischen und physiologischen Funktionen ausuben. So sind
sie beispielsweise als Biokatalysatoren, auch als Enzyme bezeichnet, aktiv an der chemischen
Stoffumwandlung beteiligt (z.B. Hexokinase innerhalb der Glykolyse), modulieren die
Abwehr von Pathogenen innerhalb des Immunsystems (Immunglobuline, Interferone), wirken
als Hormone regulierend (Insulin, Oxytocin), beeinflussen das Schmerzgeschehen (Enke-
phaline) und sind an Zell-Zell-Kommunikationsprozessen (T-Zell-Rezeptoren) beteiligt [1].
Weiterhin lassen sich bioaktive Peptide in den Bereichen der Toxine, Antibiotika, Alkaloide
und Insektizide finden [2].

Bereits diese wenigen Beispiele verdeutlichen die eminente Bedeutung bioaktiver Peptide und
Proteine im menschlichen, tierischen, pflanzlichen und mikrobiellen Organismus. Daraus
ergibt sich die Notwendigkeit der Aufklarung von Struktur-Wirkungs-Beziehungen, also dem
Zusammenhang von Aminosauresequenz, Konformation des Peptids bzw. Proteins und der
daraus resultierenden biologischen Aktivitdt. Ein grofRes Interesse entsteht aus dem zu-

-1-



1. EINLEITUNG

nehmenden Wissen auch im pharmazeutisch-medizinischen Bereich, da diese endogenen
Naturstoffe potentielle Therapeutika und Pharmaka darstellen. Eines der prominentesten Bei-
spiele ist zweifelsohne das Insulin. Patienten, die auf Grund eines Diabetes mellitus Typ | an
einem absoluten Insulin-Mangel leiden, kdnnen mit diesem Peptidhormon behandelt werden
[3]. Der Umsatz von Peptidpharmaka wird derzeitig auf ca. 12 Milliarden Dollar geschétzt,
wobei das jahrliche Wachstum zwischen 4-5% liegt [4]. Davon erwirtschaftet z.B. Leuprolid,
ein Mittel zur Bekampfung von Prostata- und Brustkrebs, allein jahrlich zwei Milliarden US-
Dollar.

Die Isolierung vieler dieser pharmakologisch und medizinisch interessanten Verbindungen
aus naturlichen Quellen war zu Beginn des 20. Jahrhunderts der einzige Weg, diese Sub-
stanzen zu erhalten. Jedoch birgt jene Art der Gewinnung neben der limitierten Verfiigbarkeit
der menschlichen und tierischen Gewebe gewisse Gefahren. Diese sind beispielsweise die In-
fektion mit Pathogenen oder Allergenen. Daher war es notwendig, Methoden zu entwickeln
und zu etablieren, um diese wertvollen Naturstoffe auf anderen, sicheren Wegen und in
groBen Mengen mit hdchster Reinheit zu gewinnen.

Die klassische Methode der Darstellung von Peptiden ist zweifelsohne die chemische Syn-
these. Sie bietet die Mdoglichkeit des gerichteten Aufbaus von Peptiden, die sowohl aus
natlrlichen und nicht-natirlichen Aminosduren bestehen kodnnen. Voraussetzung flr die
erfolgreiche chemische Synthese war dabei die Entwicklung von tempordren und
permanenten Schutzgruppen sowie effektiven Kupplungsreagenzien. Die chemische Synthese
ist dabei nicht ausschlielich auf den Einbau der naturlichen L-Aminosduren beschrénkt. So
kann beispielsweise durch den Einbau von D-Aminosauren die biologische Halbwertszeit
therapeutischer Peptide erh6ht werden, da diese von Proteasen schlechter bzw. nicht erkannt
werden [5].

Mitte der 70iger Jahre des vergangenen Jahrhunderts wurde mit der Einfuhrung der
rekombinanten DNA-Technologie [6], der die Entdeckung von Restriktionsendonukleasen
vorausging [7], eine neue Ara in der Darstellung von Peptiden und Proteinen eingeleitet.
Durch die gezielte Umprogrammierung von Escherichia coli gelingt es, das Bakterium so zu
veréndern, dass es eine in das Erbgut insertierte Proteinsequenz exprimiert, also das ent-
sprechende codierte Protein ,,produziert®.

Auch wenn rekombinante Techniken einen immensen Aufschwung in der Darstellung von
Peptiden bis hin zu Proteinen mit sich brachten und durch die Entschlisselung des men-
schlichen Genoms praktisch jedes humane Protein exprimiert werden konnte [8], bleiben

bisher einige Probleme ungeldst. Dazu zédhlen der Aufbau eines mirror image Proteins, das

-2-



1. EINLEITUNG

ganzlich aus D-Aminosauren aufgebaut ist, oder der gerichtete Einbau einer bestimmten,
markierten Aminosaure bzw. die Synthese von Konjugaten bestehend aus mit Zuckerresten
(Glykopeptide/proteine) [9] oder Oligonukleotiden (OPCs = oligonucleotide peptide
conjugates) [10] verknupften Peptiden und Proteinen. Nicht zu vergessen sind die ver-
schiedenen post-translationalen Modifizierungen eukaryontischer Zellen. Obwohl es bei-
spielsweise durch selective pressure incorporation gelang, nicht-native Aminosauren einzu-
bauen [11] bzw. durch Verdnderungen am Ribosom D-Phenylalanin und D-Methionin zu
inkorporieren [12], ist eine universelle Losung bisher nicht gefunden. Einzig die chemische
Synthese ist in der Lage, unabhangig vom Typ der Aminoséure, diese Modifikationen in die

Peptidkette an definierten Positionen mit hoher Sicherheit einzubauen.

1.2.  Synthese von Peptiden und Proteinen

1.2.1. Die Entwicklung der Peptidchemie

Peptide und Proteine sind, wie bereits erwéhnt, heteropolymere Kondensationsprodukte aus
monomeren Einheiten, den a-Aminosdauren, die Uber eine Peptidbindung miteinander
verkn(pft sind. Diese fundamentale Gegebenheit wurde bereits 1902 von FRANZ HOFMEISTER
aus den Ergebnissen seiner Arbeiten mit Eiweil3stoffen, welche BERZELIUS bereits im 19.
Jahrhundert als Proteine bezeichnete, vermutet [13]. Die erste Knupfung einer Peptidbindung
gelang, wenn auch ungewollt, schon 1881 THEODOR CURTIUS [14]. Wahrend seiner
Promotion in HERMANN KOLBE’s Laboratorium in Leipzig erhielt er nach der Benzoylierung
von Glycin neben der gewlinschten Hippursaure zusatzlich N*-Benzoyl-Glycyl-Glycin, ein N-
terminal geschutztes Dipeptid. Ein weitere Errungenschaft CURTIUS’ war die Einfiihrung der
Azid-Methode 1902 [15]. Durch die Uberfithrung von Carbonséaurehydraziden in Azide
konnen diese nach ihrer Isolierung mit einer Aminokomponente umgesetzt werden.
Vorteilhaft sind der razemisierungsfreie Verlauf der Kupplungsreaktion und der Einsatz
ungeschutzter hydroxyfunktionalisierter Aminosauren.

Wenn auch nicht durch die Kupplung zweier Aminosauren, sondern durch die acidolytische
Offnung des Diketopiperazins zum Glycyl-Glycin, konnte 1901 EmIL FISCHER die erste
Synthese eines freien Dipeptids erzielen [16]. Ferner gelangen ihm 1907 die Darstellung eines
Oktadekapeptids, die Einfihrung von Estern zum Schutz des Carboxyterminus und o-
Halogencarbonséurechloriden fiir die gerichtete Synthese von Peptiden [17]. Auch wenn es

ihm verwehrt blieb, einen reversiblen Schutz fir die N-terminale Aminofunktion zu
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entwickeln, konnte er mit dem Hinweis auf die Einflhrung von Schutzgruppen des Urethan-
typs in die richtige Richtung zur Weiterentwicklung der Peptidsynthese weisen.

LEONIDAS ZERVAS und MAaX BERGMANN, beide Schiiler FISCHER’S, nahmen sich dieser Idee
an und fuhrten die Arbeiten ihres Mentors fort. Diese miindeten 1932 in der von ZERVAS ent-
wickelten Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe, der ersten reversiblen Schutzgruppe fur
Aminofunktionen, welche hydrogenolytisch abgespalten werden kann [18]. Ihm zu Ehren
wird diese Schutzgruppe in der Peptidchemie noch heute mit ,Z’* abgekdirzt.

Nicht nur die Synthese von Peptiden stand im Mittelpunkt der Peptidchemiker, sondern auch
die Aufklarung der Primarstruktur, also der Aminosduresequenz von Peptiden. 1952
publizierte FREDERICK SANGER eine Methode zur Bestimmung der Primarstruktur und be-
stimmte damit die Sequenz des Insulins [19, 20]. Fur diese eminent wichtigen Arbeiten erhielt
er 1958 seinen ersten Nobelpreis. Im selben Jahr publizierte SPACKMAN ein Gerat fur die
chromatographische Trennung und Quantifizierung von Aminosduren nach erfolgter Hydro-
lyse von Peptiden bzw. Proteinen [21].

Die Einflhrung neuer, effektiverer Kupplungsmethoden ermdglichten in den 50iger Jahren
des letzten Jahrhunderts initiale Synthesen komplexerer Peptide. Zu den Methoden zéhlen die
Mischanhydridmethode von WIELAND [22], SHEEHAN’s Carbodiimid-Methode [23] sowie die
Aktivester-Methode SCHWYZER’S [24-26].

Die Ara der Synthese bioaktiver Peptide, Peptidpharmazeutika sowie Struktur-Wirkungs-
Untersuchungen begann mit der Aufklarung der Primarstruktur und der Totalsynthese eines
Hormons. So gelang es 1953 VINCENT DUVIGNEAUD die Primarstruktur von Oxytocin zu be-
stimmen und nachfolgend totalsynthetisch darzustellen [27, 28], wofur er bereits 1955 mit
dem Nobelpreis geehrt wurde.

In den gleichen Zeitraum féllt ferner die Entwicklung der tert-Butyloxycarbonyl-Schutz-
gruppe (Boc), welche orthogonal zu der bisher bekannten Z-Schutzgruppe ist und merklich
die Entwicklung der Peptidsynthese beschleunigte. Diese Schutzgruppe fur die Amino-
funktion kann bereits mit verdinnter Trifluoressigsdure abgespalten werden und ist zudem
stabil in basischem Milieu sowie gegenuiber den hydrogenolytischen Bedingungen der ,Z’-
Abspaltung [29].

Mit der Einflihrung der oben genannten Schutzgruppen und Kupplungsreagenzien war es nun
mdoglich langerkettige Peptide, wie beispielsweise Insulin [30-32] oder ACTH (Adreno-
cortikotropes Hormon) [33], darzustellen. Die Synthese in Ldsung ist allerdings duf3erst
zeitintensiv. und von Schwierigkeiten, wie beispielsweise der schlechten Léslichkeit

langerkettiger, geschiitzter Peptide oder ungenligenden Kupplungsausbeuten, begleitet.
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Das Problem der schlechten Kupplungsausbeuten, das durch den Einsatz der Reaktanden im
UberschuB gel6st werden konnte, aber die Reinigung erschwerte, umging ROBERT BRUCE
MERRIFIELD 1963 mit der Immobilisierung der C-terminalen Aminosdure Uber den
Carboxyterminus und einer Ankergruppe an einen unléslichen polymeren Tréger [34]. Diese
Methode stellt ohne Zweifel den grofiten Entwicklungssprung innerhalb der Synthese von
Peptiden und Proteinen dar, auch wenn sie anfanglich skeptisch betrachtet wurde. Fur diese
Entwicklung, der so genannten Festphasen-Peptidsynthese (engl. solid-phase peptide
synthesis, SPPS), wurde MERRIFIELD 1984 mit dem Nobelpreis fir Chemie bedacht.
MERRIFIELD’S Methode ermdglichte nicht nur den Aufbau von Peptiden an einer unlgslichen
Matrix, sondern zusatzlich die effektive Darstellung von Oligonukleotiden [35] und diente als
Grundlage fiir die Entwicklung von Peptidbibliotheken bzw. der kombinatorischen Chemie
[36].

Fur die Ablosung der Peptide von der Ankergruppierung sowie die Abspaltung von Seiten-
ketten-Schutzgruppen sind nach erfolgter SPPS harsche Bedingungen notwendig. Mit dem
Einsatz von Fluorwasserstoff wurde von SHUMPEI SAKAKIBARA eine &aulerst zuverléssige
Methode hinsichtlich der Freisetzung des Peptids vom polymeren Tréger und des Seiten-
kettenschutzes entwickelt, die jedoch in einigen Synthesen schadigend fiir das freie Peptid
war [37]. Trotz der bekannten Probleme wurde 1969 erstmals der Traum FISCHER’S, die
Synthese eines biologisch aktiven Enzyms, Wirklichkeit. Es gelang sowohl HIRSCHMANN in
Losung [38] als auch GUTTE an der festen Phase [39] die Darstellung von Enzymen mit
Ribonukleaseaktivitat. Gleichzeitig konnte damit die potentielle Leistungsféhigkeit der
zundachst umstrittenen Synthese an der festen Phase demonstriert werden. Erst knapp 20 Jahre
spater wurde mit der HIV-Protease ein weiteres Enzym chemosynthetisch durch KENT
dargestellt [40].

Wenn auch schon in den 70iger Jahren des letzten Jahrhunderts entwickelt, konnte sich
CARPINO’s  9-Fluorenylmethoxycarbonyl-Schutzgruppe (Fmoc) [41], eine Basen-labile
Aminoschutzgruppe, erst in den 80iger Jahren, zusammen mit den Schutzgruppen vom tert-
Butyl-Typ [42], durchsetzen. Gleichzeitig erfolgte die Entwicklung TFA-labiler linker, wie
beispielsweise dem 2-Chlortrityl-linker von BARLOS [43]. In einem Ubersichtsartikel von
Moss sind die derzeit wichtigsten linker-Typen mit ihren jeweiligen Abspaltbedingungen zu-
sammengestellt [44].

Ausgehend von den Arbeiten SCHWYZER’s gelang CASTRO et al. die Synthese von BOP,
einem duRerst effizienten Kupplungsreagenz zur in situ Aktivierung der Carboxyfunktion, das

jedoch wahrend der Reaktion ein toxisches Nebenprodukt generiert und sich damit nicht

-5-



1. EINLEITUNG

vollends in der Peptidchemie durchsetzen konnte [45]. Abgeleitet von BOP wurde von COSTE
et al. PyBOP dargestellt, welches ohne Verlust der Effektivitéat - im Vergleich zu BOP - in der
Anwendung sicherer ist [46]. Eine Ubersicht der zur Zeit verwendeten Kupplungsreagenzien
ist in einem Ubersichtsartikel von HAN zu finden [47].

Damit stehen dem Peptidchemiker heutzutage eine Vielzahl von Kupplungsreagenzien und
zwei hauptsachliche Synthesestrategien zur Verfligung. Die erste und auch dltere ist die
Boc/Bzl-Strategie. Hier werden der N-Terminus der zu kuppelnden Aminosaure mit der Boc-
Schutzgruppe und trifunktionelle Aminosauren mit Seitenketten-Schutzgruppen vom Benzyl-
Typ versehen. Das Freisetzen des N-Terminus erfolgt mit Trifluoressigsdure, wobei
typischerweise die Seitenketten-Schutzgruppen und das Peptid vom linker mit der starkeren
Séure HF abgespalten werden. Andererseits wird heute die Fmoc/tBu-Strategie gern benutzt.
Der Fmoc-geschitzte N-Terminus wird gewohnlich mit 20% Piperidin in DMF freigesetzt.
Fur das Abspalten des Peptids von der Ankergruppierung bzw. vom polymeren Tréger sowie
des Seitenkettenschutzes vom tert-Butyl-Typ wird Ublicherweise Trifluoressigsdure ver-

wendet.

1.2.2. Peptidsynthese in Losung

Die chemische Darstellung von Peptiden bzw. Proteinen in Losung ist die klassische Methode
in der Geschichte der Peptidsynthese. Fir die Kupplung zweier Aminosduren in Losung unter
in situ Aktivierungsbedingungen bedarf es des Schutzes der a-Aminofunktion der zu
aktivierenden Aminosédure (Carboxy-Komponente) und des Schutzes der Carboxyfunktion der
Aminokomponente sowie gegebenenfalls der Blockierung der Seitenketten trifunktioneller
Aminosauren. Werden bereits aktivierte Derivate, wie beispielsweise Aminoséurepenta-
fluorphenylester, -succinimidylester oder -halogenide eingesetzt, so kann gegebenenfalls auf
einen Schutz der C-terminalen Carboxyfunktion verzichtet werden. Nach erfolgter
Ausbildung der Peptidbindung wird das Dipeptid isoliert, gereinigt und charakteris-iert. Dem
schlieBt sich die Abspaltung der N-terminalen Schutzgruppe an, wobei auch hier wieder eine
Isolierung, Reinigung und Charakterisierung von Bedarf sein kénnen. Werden nun sukzessiv
einzelne Aminosauren in Richtung des N-Terminus geknupft, so spricht man von einer
linearen Synthese. Sind es jedoch Peptidfragmente, die gekuppelt werden, dann bezeichnet
man dies als eine konvergente Synthese.

Durch die Isolierung der Zwischenprodukte sowie deren Reinigung (und Charakterisierung)
kdénnen hochreine Endverbindungen erhalten werden. Weiterhin bieten diese Schritte die
Mdoglichkeit der Detektion von Nebenreaktionen, wobei deren Produkte entfernt werden

konnen. Vorteilhaft fir eine effiziente Synthese sind hier eine genaue Planung und der
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entsprechende Einsatz von geeigneten Schutzgruppen. Dem gegenuber stehen jedoch der hohe
zeitliche Aufwand und die geringe Ausbeute, welche in Verlusten durch die Aufreinigung
nach jedem Reaktionsschritt begriindet sind. Ein weiterer Nachteil dieser Methode zeigt sich
mit zunehmender Kettenldnge von vollgeschitzten Peptiden durch deren abnehmende L0s-
lichkeit, was sich besonders in der Kondensation von groReren Peptidfragmenten in der
konvergenten Synthesestrategie dufert.

Trotz der erwdhnten Nachteile und Probleme konnten mit dieser Methode beachtliche Erfolge
erzielt werden. Dazu z&hlen beispielsweise die bereits erwahnten Totalsynthesen von Insulin
[30-32] und RNase A [38]. Als ein besonders beeindruckendes Beispiel gilt zweifelsohne die
Synthese eines 238 Aminosaure langen Vorlaufermolekils des Griin-Fluoreszierenden-

Proteins in der Arbeitsgruppe um SHUMPEI SAKAKIBARA in Losung [48].

1.2.3. Peptidsynthese an der festen Phase

Der Peptidsynthese in Losung steht jene an der festen Phase gegentiber, bei der das Peptid, in
der Regel Uber die Carboxyfunktion, an einem polymeren Tréger gebunden, bis zum Ende der
Synthese verbleibt. Die Reaktionen finden in einem sogenannten ,quasi-gelésten’ Zustand
statt.

Nach Derivatisierung eines polymeren Tragers mit einem Anker erfolgt die Beladung mit der
C-terminalen Aminoséure. Dem schlief3t sich die Abspaltung der N-terminalen Schutzgruppe
sowie das Knipfen der nachfolgenden Aminosdaure in Richtung N-Terminus an. Dabei
konnen, wie in der Peptidsynthese in Losung, voraktivierte Derivate (Pentafluorphenylester,
Succinimidylester, ect.) oder in situ aktivierte Aminosaurederivate eingesetzt werden. Nach
der gewinschten Anzahl an Wiederholungen von N“-Entschiitzungen und Kupplungen der
nachfolgenden Aminosauren erfolgt die Abspaltung der Peptidkette vom Trager und meist
synchron die Entschitzung der Seitenkettenfunktionen. In Abb. 2 sind diese Schritte schema-
tisch dargestellt.

Im Gegensatz zu der Peptidsynthese in Losung entfallt hier die zeitintensive Isolierung und
Reinigung der Zwischenprodukte. Die Kontrolle des Syntheseverlaufs kann jedoch allenfalls
durch eine Abspaltung des Peptids vom Tréger und dessen Charakterisierung geschehen. VVon
Vorteil sind jedoch der Einsatz der Reagenzien, wie Aminosduren, Kupplungsreagenzien und
Additiva, im Uberschuss, da diese durch Waschen sehr leicht entfernt werden kénnen, die
einfache Durchfiihrbarkeit der einzelnen Schritte und damit verbunden die Mdglichkeit einer
Automatisierung. Zusétzlich kann, wenn auch limitiert, die konvergente Synthese von
Peptiden am polymeren Tréger durchgefiihrt werden. Zusammenfassungen zum Thema der

konvergenten Synthese am polymeren Trager sind in [49, 50] gegeben. Auch wenn diese Art
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der Synthese von Peptiden und Proteinen einen enormen Entwicklungssprung innerhalb
dieses Bereiches der organischen Chemie darstellt, kann ein homogenes Reaktionsprodukt nur
dann erhalten werden, wenn alle Reaktionsschritte einen quantitativen Umsatz erfahren. Dies
ist beispielsweise durch den Einsatz von Kupplungsreagenzien und Aminosaurederivaten im

Uberschuss sowie der vollstandigen Deblockierung des N-Terminus realisierbar.

p— m —3F

o

Kupplung der aktivierten Aminosaure 1

n-Wiederholungen des Zyklus

v

)—AA,

Abspaltung der N-terminalen Schutzgruppe l

p—m —3F + m

o

Kupplung der aktivierten Aminosdure l

’_

— e

nach n Zyklen 1

AA, —( AA, ] linker 1

SEER

Abspaltung der N-terminalen Schutzgruppe 1

>

Abspaltung vom polymeren Trager
Abspaltung Seitenkettenschutzgruppen

AA,. — —Q AP

polymerer Trager ’ N-terminale Schutzgruppe

O Seitenkettenschutzgruppe ’ — AA —» aktivierte Aminosaure

o

Abb. 2: Schema der Festphasen-Peptidsynthese. Nach Kupplung der C-terminalen Aminosaure Uber einen
linker an den polymeren Tréger erfolgt die Abspaltung der N-terminalen Schutzgruppe.
AnschlieBend wird die nachste Aminosaure gekuppelt und der N-Terminus freigesetzt. Dieser Zyklus
wiederholt sich entsprechend der Anzahl an Aminosduren. Abschliefend wird das Peptid vom
Trager abgespalten und gleichzeitig kénnen die Seitenkettenfunktionen freigesetzt werden.
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Mit zunehmender Kettenldnge werden oftmals Aggregationserscheinungen beobachtet,
welche Quell- und Diffusionsprobleme innerhalb des Peptid-Tréger-Konstruktes verursachen
[51]. Diese resultieren nicht selten in Kettenabbriichen oder Aminosdure-Deletionen.

Um dennoch den Zugang zu langeren Peptiden oder gar Proteinen zu erhalten, bietet sich eine
Kombination aus Festphasensynthese, Synthese in Lésung und der chemischen bzw. enzy-

matischen Verknlpfung von Peptidfragmenten an [52-54].

1.2.4. Chemische Verknupfung von Peptidfragmenten

Aufgrund der limitierten Zuganglichkeit von langeren Peptiden bzw. Proteinen in einer
schrittweisen oder konvergenten Synthese in Losung oder an der festen Phase wurde eine
Vielzahl von Verfahren entwickelt, um in den Kettenldngenbereich ganzer synthetischer
Proteine vorzustoBen. Alle Methoden vereint die spezifische Reaktion zweier chemischer
Funktionen in einer chemoselektiven Art und Weise unter Erhalt der Stereochemie an der
Carboxyfunktion sowie das Vorliegen der Fragmente ohne Seitenkettenschutz, um eine
entsprechende Loslichkeit in waéssrigen Systemen zu ermdglichen. Dabei existieren
Methoden, die in nicht-amidischen Bindungen, deren Produkte so genannte backbone-
engineered Proteinanaloga sind, und in ,,echten* Peptidbindungen resultieren.

Erste Erfolge einer chemoselektiven Reaktion im Sinne< einer Peptidbindungsknipfung
gehen dabei auf die Arbeiten von WIELAND und BRENNER in den 50iger Jahren des letzten
Jahr-hunderts zurlick, die mit einer Molekilklammer arbeiteten [55, 56]. Diese
Molekulklammer ist fur die rdumliche Ann&herung zweier funktionaler Gruppen
verantwortlich und vermittelt eine chemoselektive Reaktion unter Ausbildung von nativen
oder nicht-nativen Bindungen. Ahnliche Arbeiten wurden von der Gruppe um KEMP
erfolgreich durchgefihrt, die das so genannte Amin-Einfang-Verfahren etablierten [57].

TAM fihrte Anfang der 90iger Jahre die Verknipfung zweier ungeschiitzter Peptidfragmente
unter Ausbildung einer Pseudoprolin-Struktur ein, die durch die spezifische Reaktion eines C-
terminalen Glycolaldehydesters mit einem N-terminalen Cystein oder Threonin erfolgt [58].
Als Intermediat entsteht ein Thiazolidin- bzw. Oxazolidinzwischenprodukt, welches sich
spontan in 2-Hydroxymethylthioprolin umlagert. In Abb. 3 ist der Verlauf der Reaktion sche-
matisch dargestellt.

In der von KENT beschriebenen chemischen Ligation unter Ausbildung einer Thioester-
Bindung reagiert eine C-terminale Thiocarboxylgruppe mit einer N-terminalen Brom-
carboxylfunktion [59]. Obwohl die so dargestellte HIV-Protease aktiv war, sind Ligations-
produkte dieser Synthesemethode aufgrund der Hydrolyseempfindlichkeit der Thioester-

bindung im basischen pH-Bereich nicht stabil.
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Abb. 3: Verlauf der Ligation zweier Fragmente unter Ausbildung der Pseudoprolin-Struktur nach TAM [58].
i) Einfangreaktion (imine capture’) unter Wasserabspaltung. ii) Umlagerungsreaktion zum 2-
Hydroxymethyloxa- bzw. thioprolin. X=S, O; R=H, CH,

Wird jedoch die Thiocarboxylfunktion gegen ein C-terminales Cysteinamid ausgetauscht, so
reagiert die Bromcarboxyfunktion mit der Sulfhydrylseitenkette des Cysteinamids unter
Formierung einer stabilen Thioether-Bindung [60]. Beispielsweise gelang mit dieser Methode
abermals die Synthese eines aktiven HIV-Protease-Analogons [61].

Durch die gerichtete Reaktion eines C-terminalen Peptidaldehyds mit einem N-terminalen O-
alkylierten Hydroxylamin, wie beispielsweise dem Aminooxyacteyl-Rest, gelingt die Aus-
bildung einer Oximbindung [62]. Reagieren jedoch ein C-terminales Hydrazin und ein N-
terminaler Aldehyd miteinander, so erfolgt die Ausbildung einer Hydrazon-Bindung [63, 64].
Weitere Methoden schliel3en beispielsweise die Verwendung verschiedener Auxiliare, ahnlich
der bereits erwahnten Molekillklammer, ein [65].

Zu den etablierten chemische Methoden, die in der Ausbildung einer nativen Peptidbindung
enden, zdhlen die ,native chemische Ligation® (native chemical ligation) sowie die

STAUDINGER Ligation, welche im Folgenden genauer besprochen werden sollen.
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Native Chemische Ligation (NCL)

Basis fur die Entwicklung der nativen chemischen Ligation stellte die bereits erwahnte Arbeit
von WIELAND dar. Er beobachtete, dass sich der Glycinaminoethylthioester (S-Glycyl-
Cysteamin) spontan intramolekular, durch einen nukleophilen Angriff der Aminofunktion des
Thiols, zum N-Glycylcysteamin umlagert [55].

Voraussetzung fir die Durchfiihrung der Verknipfung zweier Fragmente in der nativen
chemischen Ligation sind ein C-terminaler Thioester des N-terminalen Fragments und ein N-
terminales Cystein des C-terminalen Fragments. Im ersten Reaktionsschritt erfolgt ein
nukleophiler Angriff der Sulfhydryl-Gruppe des Cysteins an den Carbonyl-Kohlenstoff im
Sinn einer Thioumesterung. Das so erhaltene Thioesterintermediat lagert sich - analog zu
WIELAND’S Methode - spontan zum finalen Produkt unter Ausbildung einer Peptidbindung

um. Abb. 4 stellt den Reaktionsverlauf schematisch dar [66].

N-terminales Fragment }\’(VQ_\HX R

) HN C-terminales Fragment
2
(0]
- HSR l i
N-terminales Fragment }\’(X R
0 C-terminales Fragment
HoN
(0]
i
HX R
(0]
C-terminales Fragment |
N-terminales Fragment ”

e}

Abb. 4: Reaktionsschema der nativen chemischen Ligation. X =S, Se, OH. i) Nukleophiler Angriff der
Sulfhydryl-Gruppe an den Carbonylkohlenstoff des Thioesters im Sinn einer Umesterung. ii) X 2 N
Umlagerung des intermediaren Esters zum finalen Ligationsprodukt unter Ausbildung einer nativen
Peptidbindung. R = Rest.

Im Falle des Vorhandenseins mehrerer Cysteine innerhalb des C-terminalen Fragments kann
ausschlieBlich das Thioumesterungsprodukt unter Teilnahme des N-terminalen Cysteins im
finalen Produkt enden, da nur dieses die radumliche Né&he fur einen intramolekularen Angriff

der N-terminalen Aminofunktion realisieren kann.
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Ferner sind Reaktionen beschrieben worden, bei denen ein N-terminales Selenocystein oder
Threonin an Stelle des Cysteins Verwendung fanden [67]. Erweiterungen der nativen
chemischen Ligation stellen beispielsweise die Entschwefelung des Cysteins zum Alanin [68]
oder der Einsatz von B-Mercaptophenylalanin [69] dar.

Durch die gezielte Auswahl an Thioestern sowie Schutz der N-terminalen Sulfhydrylfunktion
des jeweiligen Cysteins als Thiazolidin, z.B. durch den Einbau von (4R)-3-Thiazolidin-4-
Carbonsdure, besteht die Mdglichkeit einer konvergenten nativen chemischen Ligation zur
Darstellung langerkettiger Peptide [70]. In dieser Methode wird nach erfolgter NCL der
Thiazolidin-Ring selektiv durch Methoxylaminhydrochlorid bei pH 4 zum Cystein gedffnet
und das Fragment nachfolgend einer Reaktion mit einem weiteren Thioester im Sinn einer
NCL unterworfen [71].

Eine weitere interessante Entwicklung stellt die ,.exprimierte Protein Ligation* (engl.
expressed protein ligation) dar. In dieser Methode wird Uber einen speziellen Intein-Vektor
das Thioester-Fragment, welches mit einer Chitin-Binde-Domane versehen ist, molekular-
biologisch generiert, das Genkonstrukt in Escherichia coli exprimiert und nachfolgend sehr
bequem mittels einer Chitinséule gereinigt [72]. Nachteilig ist jedoch, dass sich bisher nur

kanonische Aminosauren ohne Probleme in solch ein Konstrukt einbauen lassen.

STAUDINGER Ligation

Die STAUDINGER-Reaktion, benannt nach dem Nobelpreistrdger HERMANN STAUDINGER,
beinhaltet die Reaktion eines Phosphins mit einem Azid zu einem Iminophosphoran [73, 74].
Nachfolgend wird das Azaylid hydrolysiert und man erhalt ein Amin sowie Phosphinoxid.
BERTOZzzI et al. modifizierten diese urspriingliche zur Reduzierung von Aziden gedachte
Reaktion fiir die Anwendung in der Peptidchemie, allerdings noch unter Bedingungen, die an
der Ligationsstelle eine ,,Spur” in Form eines Phosphinoxids hinterlieBen [75]. Erst mit der
Einfithrung der ,,spurlosen” (engl. traceless) STAUDINGER-Ligation war es moglich, native
Peptidbindungen zu knupfen [76]. Voraussetzungen fiir diese Methode sind ein N-terminales
Phosphinothioesterfragment und ein C-terminales Azidfragment. In Abb. 5 ist der Reaktions-

mechanismus der STAUDINGER-Ligation schematisch dargestellt.
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Reaktionsschema der , spurlosen” STAUDINGER-Ligation [76]. i) Thioumesterung zum
Peptidphosphinothiol. ii) Angriff auf den Azidstickstoff unter Abspaltung molekularen Stickstoffs und
Ausbildung des Phosphorylids. iii) Umlagerung zum Iminophosphoran. iv) Hydrolyse des
Iminophosphorans zum verknlpften Peptidfragment unter Ausbildung einer nativen Peptidbindung
und gleichzeitiger Abspaltung des Mercaptophenyl-diphenylphosphinoxids.

Interessante Anwendungen der STAUDINGER-Ligation finden sich neben der Markierung von

Zelloberflachen [75] in der gerichteten Immobilisierung von Peptiden an Glasoberflachen

[77] und der Synthese von Glykoproteinen [78].

Durch die Entwicklung wasserléslicher Phosphinothiole gelang ferner die Etablierung einer

Methode, welche die STAUDINGER-Ligation in die expressed protein ligation integriert [79].
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1.2.5. Enzymatische Verknipfung von Peptidfragmenten

Auch wenn dem Peptidchemiker ein groRes Repertoire an Methoden zur Ausbildung einer
Peptidbindung gegeben ist, so stellt die Knupfung einer Peptidbindung frei von Neben-
reaktionen, unter milden Bedingungen sowie ohne Razemisierung, besonders bei langer-
kettigen Peptiden oder gar Proteinen, noch immer eine Herausforderung dar. In der Natur
erfolgt die Kniipfung der Peptidbindung durch die Peptidyl-Transferase innerhalb des Ribo-
soms. Allerdings erfolgt dieser Prozess nur im konzertierten Zusammenspiel mit weiteren
Biomolekilen, so dass die alleinige Isolierung der Transferase wenig sinnvoll scheint.
Betrachtet man jedoch den Abbau von Proteinen und bezieht die generelle Umkehrbarkeit von
chemischen Reaktionen mit ein, so sollten Proteasen nicht nur in der Lage sein, Peptid-
bindungen zu spalten, sondern auch zu kniipfen. Diese Uberlegung postulierte bereits 1898
VAN’T HOFF in einem Vortrag vor der Gesellschaft deutscher Naturforscher und Arzte [80]:

» -+, OD (unter Anwendung der Gleichgewichtslehre) die Bildung von Zucker aus Kohlensédure
und Alkohol unter Einfluss der Zymase beim Uberschreiten eines Grenzgegendruckes der
Kohlensdure stattfindet, und ob nicht auch das Trypsin im Stande ist, unter Umstanden, durch
die Gleichgewichtslehre gegeben, Eiweill zu bilden aus den Spaltprodukten, die es selber
bildet. Mit seinem Vorschlag der Nutzung von Proteasen, auch als Peptidasen bezeichnet, fur
die Kniipfung von Peptidbindungen wurde ein neues Konzept zur Synthese von Peptiden und
Proteinen geboren. MAX BERGMANN, HEINZ FRAENKEL-CONRAT und JOSPEH S. FRUTON
konnten bereits 1937 unter Zuhilfenahme von Papain und a-Chymotrypsin Peptidbindungen
zwischen Acylaminosduren und Aminosaureamiden knupfen [81-83]. Die Ausbildung von
Peptidbindungen unter Verwendung von Proteasen kann dabei thermodynamisch oder

kinetisch kontrolliert erfolgen.

Thermodynamisch kontrollierte Peptidsynthese

Die direkte Umkehr der nativen Hydrolyse von Peptiden, in der praktisch der Einsatz aller
Proteasen unabhangig von ihrem Katalysemechanismus erfolgen kann, wird als gleich-
gewichts- oder thermodynamisch kontrollierte Peptidsynthese bezeichnet [84]. Diese ist
jedoch durch niedrige Reaktionsgeschwindigkeiten, einen hohen Bedarf an Biokatalysator
sowie meist geringe Syntheseausbeuten gepragt. Ferner eignen sich fir die Synthese nur
Substrate, die mit der Spezifitdt des eingesetzten Enzyms korrelieren. Daher ist es notig,
durch Manipulierung das Gleichgewicht auf die Seite der Produkte zu dréngen.
Beispielsweise kann die Beeinflussung des Gleichgewichts durch Produktprazipitation,
Produktkomplexierung oder durch Extraktion des Produkts in eine zweite Phase erfolgen [84].
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Mit Hilfe des Einsatzes organischer Ldsungsmittel kann die lonisierung der Reaktanten
reduziert werden, was sich in der Erhéhung der Gleichgewichtskonstanten Kjo, ausdriickt und
somit die Bindungsbildung positiv beeinflusst (siehe Abb. 6). Beispiele fiir den erfolgreichen
Einsatz dieser Strategie sind die Thermolysin-katalysierte Aspartam-Synthese [85] und die

Semisynthese des humanen Insulins durch Transamidierung mittels Trypsin [86].

R-COO + *HN-R ﬁ R-COOH + H,N-R’ ﬁ R-CO-NH-R’ + H,0O

Abb. 6: Allgemeines Schema der thermodynamisch kontrollierten Peptidsynthese. R, R = Rest.

Kinetisch kontrollierte Peptidsynthese

Gegeniber der direkten Umkehr der nativen Proteolyse steht die kinetisch kontrollierte
Peptidsynthese. Diese Strategie macht den Einsatz von Serin- bzw. Cystein-Proteasen not-
wendig, da diese befahigt sind, reaktive Acyl-Enzym-Intermediate wéhrend der Katalyse aus-
zubilden [87], woflr schwach aktivierte Aminoséure- bzw. Peptid(thio)ester bendtigt werden.
Die Ausbildung des Komplexes erfolgt nach der Abspaltung der (Thio-)Alkoholkomponente
des Peptid(thio)esters. Im AnschlufR an die Bildung des kovalenten Intermediates kann ein N-
terminal freies Peptid dieses Acylenzym unter Ausbildung einer Peptidbindung deacylieren.
Wasser, das auch ein Nukleophil darstellt, ist ebenso in der Lage, das Acyl-Enzym-
Intermediat unter Freisetzung des hydrolisierten Aminoséure- bzw. Peptid(thio)esterderivates
anzugreifen. In Abb. 7 sind diese mdglichen Reaktionen im kinetischen Modell der Serin-

bzw. Cystein-Protease-katalysierten Peptidsynthese dargestellt.

K K, k
EH + Ac - X <:>S [E----AC-XlﬁvAc-E +—3> EH + Ac - OH
A 2
HX
K Ks
HN N HN

\\ + H,0

Y

K
AC - E-~HN ———> EH + Ac - N

Abb. 7: Modell der kinetisch kontrollierten Peptidsynthese. EH: freies Enzym; Ac-X: Acyldonor; HX:
Abgangsgruppe (Alkoholkomponente); E-Ac-X: Michaelis-Menten-Komplex; Ac-E: Acyl-Enzym-
Intermediat; Ac-OH: Hydrolyseprodukt; HN: Acylakzeptor; Ac-N: Aminolyseprodukt; Ac-E-HN:
Acylenzym-Acylakzeptor-Komplex; k: Geschwindigkeitskonstanten; K: Gleichgewichtskonstanten.
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Allerdings existieren neben den Vorteilen des Arbeitens unter milden Reaktionsbedingungen,
der razemisierungsfreien Kniipfung der Peptidbindung sowie der Stereo- und Regiospezifitat
des Enzyms auch Nachteile. So tragen beispielsweise die proteolytische Enzymaktivitat,
begriindet in ihrer in vivo Funktion als Hydrolase, die unvollkommene Ligaseaktivitat sowie
die Restriktionen bezlglich der Substratspezifitat zum bisher limitierten Einsatz der Proteasen
in der Synthese von langeren Proteinen bei. Entscheidend fir die generelle Anwendbarkeit
der Proteasen ist vor allem deren S;-Spezifitat, wohingegen die Ausbeute der Reaktion durch
die S -Spezifitat des Enzyms bestimmt wird (zur Nomenklatur nach SCHECHTER und BERGER
siehe Abb. 8 [88]). Um die genannten Nachteile zu umgehen, wurden Studien durchgefihrt,
welche Veranderungen am Medium (medium engineering), Enzym (enzyme engineering) und

Substrat (substrate engineering) beinhalteten.

Protease

N-Terminus

Abb. 8: Nomenklatur der Wechselwirkung zwischen Substrat und Protease nach SCHECHTER und BERGER
[88]. Die Spezifitat der Protease wird hauptséchlich durch den S;-Bindungsort determiniert.

Durch den Einsatz von organischen Losungsmitteln kann der Gehalt von Wasser im Medium
verringert werden, um eine Steigerung der Syntheseausbeute zu erreichen [89]. Dies geschieht
dabei oftmals auf Kosten der Enzymaktivitat bzw. -stabilitat.

Als vorteilhaft erwies sich weiterhin die kinetisch kontrollierte Protase-katalysierte Ligation
im gefrorenen wassrigen System [90]. Durch das Abkiihlen des wassrigen Reaktionsmediums
auf -10 bis -25 °C konnte eine Steigerung der Syntheseeffizienz und eine verminderte
Hydrolyseaktivitat der Proteasen Chymotrypsin [91], Elastase [92] und der Glu-spezifischen
Endoprotease aus Bacillus licheniformis beobachtet werden [93]. Eine Erklérung dieses
Effektes basierend auf einer lokal erhohten Konzentration der Reaktanten im gefrorenen
System wie in [94] beschrieben ist ungentgend. So erzielten Studien mit Konzentrationen, die
denen im gefrorenen System glichen, nicht die gleichen Ergebnisse [95]. Vermutlich stellt
eine Reduzierung der Wasseraktivitdt im gefrorenen System die Ursache fir die Steigerung
der Ausbeute dar, wobei bisher keine Daten fur diese Erklarung des Phanomens existieren
[96].
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Eine weitere Mdéglichkeit des medium engineering stellt das Arbeiten mit ionischen Flussig-
keiten dar. Hierbei handelt es sich um organische Salze, die aufgrund der unsymmetrischen
Struktur ihrer Kat- und Anionen bei Raumtemperatur einen flissigen Aggregatzustand be-
sitzen [97]. So konnten unter anderem durch den Einsatz von 80% Dimethylimidazolium-
Dimethylphosphat im gepufferten System kompetitive hydrolytische Reaktionen in einer
Chymotrypsin-katalysierten Ligationsreaktion komplett unterdriickt und ausschlielich die
Produktbildung beobachtet werden [98]. Allerdings wird in diesem Reaktionssystem die
Geschwindigkeit der Produktbildung um den Faktor 100 bis 1000 verlangsamt. Auch hier gibt
es noch keine eindeutige Erklérung fir diesen Effekt. Sehr wahrscheinlich sind Verénde-
rungen im Mikromilieu oder in der Struktur des Substrats bzw. des Biokatalysators flr diesen
Effekt verantwortlich.

Ein weiterer Aspekt der Optimierung der enzymatischen Peptidsynthese ist die gezielte Mani-
pulation des Biokatalysators selbst. Hierbei werden zum Beispiel Verdnderungen nahe des
aktiven Zentrums durchgefihrt, um die hydrolytische Aktivitéat der Protease weitestgehend zu
unterdricken und/oder gar die Spezifitdten zu verandern [99]. Die von RALL generierte
Trypsinvariante D189K/K60E weist eine deutlich reduzierte Amidaseaktivitat im Vergleich
zum  Wildtyp-Trypsin auf [100]. Einen interessanten Ansatz stellt die Variante
K60E/N143H/E151H/D189K von LIEBSCHER dar [101]. Durch gezielte Modifikation des
Substratbindungsorts konnte eine Protease geschaffen werden, die in Anwesenheit von Zink-
lonen eine ausgepréagte Spezifitdt fur die Sequenz Tyr-Arg-His aufweist und spezifisch
zwischen Tyr und Arg spaltet. Diese Variante ist ferner in der Lage, den Acyltransfer
zwischen Peptid-4-guanidinophenylestern und  Nukleophilen mit der N-terminalen
Erkennungssequenz Arg-His zu katalysieren, wobei keine Hydrolyse des finalen Produkts
beobachtet wurde.

Weiterhin wurden Modifzierungen am Enzym auf chemischer Ebene durchgefiihrt, um da-
durch beispielsweise eine verminderte Hydrolyse des Ligationsprodukts zu erreichen [102].
Den bisher effizientesten Weg stellt jedoch die Optimierung des Substrats dar, wobei die
klassischen Abgangsgruppen-Manipulationen darauf abzielen, die Enzymaktivitat gegentiber
weniger spezifischen Substraten zu erhéhen und die Geschwindigkeit der Reaktion zu
beschleunigen [103]. Allerdings muss noch immer die Primarspezifitat der Protease mit der
C-terminalen Aminosdure des Substrats tibereinstimmen.

Erst mit der Entwicklung so genannter Substratmimetika, abgeleitet aus Studien zu
Inhibitoren Arg-spezifischer Proteasen [104], konnte eine Umgehung der restriktiven S;-

Substratspezifitat der Protease erreicht werden [105, 106]. Das grundlegende Prinzip ist dabei
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die Verschiebung der spezifitatsvermittelnden Struktur der C-terminalen Aminoséure in die
Esterabgangsgruppe (Abb. 9). Es wird nun nicht mehr die Seitenkettenfunktion des Substrates
erkannt und eingebunden, sondern die korrespondierende Esterabgangsgruppe, welche die
Seitenkettenfunktion des sonst ublichen Substrats imitiert.

Standard-Substrat O—Q—OO [ ] Esterabgangsgruppe

[ ] Acylrest
Substratmimetikum —O—Q—QO O Spezifitdtszentrum
Nt
Abb. 9: Vergleich des schematischen Aufbaus eines herkdmmlichen Substrats mit dem eines Substrat-

mimetikums.

Aufgrund der Erkennung und Einbindung der substratimitierenden Esterabgangsgruppe kon-
nen nun in einer kinetisch kontrollierten Peptidsynthese mittels Serin- oder Cystein-Proteasen
C-terminal alle L-Aminosduren und zusétzlich D-Aminosduren sowie a,a-Dialkylamino-
séuren, unabhdngig von der Primérspezifitat der Protease, eingesetzt werden [107]. Abgeleitet
von den Primarspezifitaten verschiedener Proteasen flr basische (Trypsin, Clostripain), saure
(V8-Protease, Glu-spezifische Endoprotease aus Bacillus licheniformis) oder aromatische
Aminosdurereste (a-Chymotrypsin, Subtilisin) wurden entsprechende Esterstrukturen als

Substratmimetikum abgeleitet, welche in Abb. 10 zusammenfassend dargestellt sind.

R
R
o} | | - T
| I | ;
I " I
7 7"
c c
TH Ho” o Ho” o
c
ot OH
C H,N NH
HN™ NH, ? ?
1 2 3 4 5 6

Abb. 10:  Substratmimetika fiir Proteasen mit hoher S;-Bindungsortspezifitat. (1) 4-Guanidinophenyl- (OGp)
und (2) 4-Amidinophenylester (OAm) flr Arg / Lys-spezifische Proteasen; (3) Carboxythiomethyl
(SCm) und (4) Carboxythioethylester (SCe) fir Glu / Asp-spezifische Proteasen; (5) Phenyl- (OPh)
und (6) 4-Hydroxythiophenylester (SPhOH) fir Phe / Tyr-spezifische Proteasen. R = Acylrest.
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Auch wenn der Einsatz von Substratmimetika die Methode hinsichtlich der Kniipfungsstelle
universeller gestaltet, besteht noch immer die Gefahr einer proteolytischen Spaltung auler-
halb der Knupfungsstelle. Um dieses Problem génzlich zu umgehen, wéren Serin- bzw.
Cystein-Proteasen wiinschenswert, welche ausschlief3lich hochspezifische Esterabgangsgrup-
pen erkennen, aber keine Aminosauren in der natirlichen L-Konfiguration. Damit sollte es
maoglich sein, eine Spaltung des Peptids oder Proteins nach erfolgter Bindungsknipfung
effektiv zu unterbinden.

Auch im umgekehrten Fall der Synthese von Peptiden in der all-D Konfiguration wére dieses
Prinzip denkbar. Mit Clostripain wurde bereits eine hervorragend geeignete Cystein-Protease
gefunden und charakterisiert. Diese ist in der Lage, Peptidbindungen zwischen einem Sub-
stratmimetikum und Peptid in der D-Konfiguration zu kniipfen, jedoch bleibt die Spaltung des
Ligationsprodukts aufgrund der ausschliel3lichen Spezifitdt des Enzyms fir L-Aminosduren,
speziell L-Arg und L-Lys, aus [108].

1.3.  Clostripain

Im Jahr 1938 wurde von MASCHMANN und KOCHOLATY eine weitere Protease neben den
Collagenasen in dem Kulturiiberstand des Gasbranderregers Clostridium histolyticum
entdeckt und beschrieben, die nach Aktivierung mit einem Fe?*-Cystein-System Gelatine
sowie Clupein spalten kann [109, 110]. Die Protease selbst besteht aus zwei unterschiedlichen
Proteinketten mit 45 und 12,5 kDa [111]. Als Inhibitoren wurden beispielsweise N”*-Tosyl-
Lysinchlormethylketon (TLCK), lodessigsaure und Dibromaceton identifiziert [112].
Hinsichtlich der Spezifitdt der Protease konnten erstmals OGLE und TYDELL in ihren
Untersuchungen ausschliel3lich die Spaltung von Substraten nach Arginin und Lysin fest-
stellen [113]. Die von ihnen erhaltenen Ergebnisse, wonach die Bindungsspaltung nach
Arginin schneller als nach einem Lysin-Rest verlduft, wurden von GRoOs und LABOUESSE be-
statigt und in ihrem Fall mit dem Faktor 500 bestimmt. Sie gaben ferner der Protease den
Namen ,Clostripain’ [114, 115]. Im Gegensatz zu Trypsin, welches ebenfalls fur Lysin- und
Arginin-Reste spezifisch ist [116], vermag es Clostripain Arginyl-Prolyl- bzw. Lysyl-Prolyl-
Bindungen zu spalten, was es zu einem wertvollen Werkzeug in der Sequenzierung von
Proteinen macht [117].

Auf Grund der Pathogenitét des Organismus Clostridium histolyticum sowie dessen strikt an-

erober Kultivierung wurden Methoden entwickelt, um Clostripain - als durchaus wichtigen
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Biokatalysator - nicht mehr aus Kulturfiltraten des Gasbranderregers, sondern rekombinant in
Escherichia coli zu exprimieren und ins Kulturmedium zu sezernieren [118].

Der erste Einsatz von Clostripain zu Synthesezwecken langerkettiger all-L-Peptide erfolgte
1979 von HOMANDBERG in der Resynthese von Ribonuklease S aus zwei zuvor gespaltenen
Peptidsubstraten in einem thermodynamisch-kontrollierten Ansatz [119]. Clostripain ist ferner
in der Lage, Substratmimetika mit peptidischen Nukleophilen in einer kinetisch kontrollierten
Reaktion umzusetzen [120], nicht native Aminosauren miteinander zu verknipfen [107], die
Synthese von Neo-Peptidoglykanen zu katalysieren [121] oder gar Polymere aus abiotischen
Monomeren im Bereich um 20 kDa zu erzeugen [122]. Dies lat auf ein breites
Substratspektrum dieser Cystein-Protease schliefen und zeichnet sie als einen moglichen

Biokatalysator fur die Synthese von all-D-Proteinen aus.

1.4.  Synthese von all-D-Proteinen

Das Auftreten von D-Aminosduren in der Zellwand von Bakterien ist seit langer Zeit bekannt
[123]. Allerdings wurden auch in Geweben von Eukaryoten Aminosduren in ihrer spiegel-
bildlichen Form nachgewiesen [124].

Peptide bzw. Proteine, die ausschlieRlich aus D-Aminoséuren aufgebaut sind, zeigen eine
geringe Immunogenitat [125], sind resistent gegenuber proteolytischem Abbau und kdnnen
dadurch langere Serum-Halbwertszeiten erreichen [126]. Ferner kann die Applikation kurzer
D-Peptide oral erfolgen, da diese systemisch aufgenommen und nicht im Magen-Darm-Trakt
abgebaut werden [127]. Neben dem potentiellen Einsatz als Therapeutika [128] dienen sie als
Spiegelbild-Proteine im Screening von Nukleinsdurebibliotheken, welche flr die Generierung
von Spiegelmeren®, einer neuen therapeutischen Substanzklasse, unerlasslich sind [129].
Aufgrund der Tatsache, dass es in rekombinanten Systemen bisher nicht gelang, Peptide bzw.
Proteine zu exprimieren, die ausschlielich aus D-Aminoséauren aufgebaut sind, verbleibt fur
die Darstellung dieser Verbindungen ausschlieBlich die chemische Synthese. Als ein erstes D-
Protein wurde das 45 Aminosduren lange Rubredoxin, ein Metallionen-bindendes Protein,
dargestellt [130]. Die Komplexe mit und ohne gebundene Fe®*-lonen zeigten dabei im CD-
Spektrum die erwarteten spiegelbildlichen Spektren. Weiterhin konnte eine Verbesserung der
Rontgenstrukturdaten durch den Einsatz eines razemischen Gemisches des Proteins erreicht
werden.

KENT et al. gelang 1992 die totalchemische Synthese eines aus 99 Aminoséuren bestehenden
D-Enzyms [131]. Das Epimer der HIV-Protease ist unter Verwendung der Festphasen-
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Peptidsynthese sowie der nativen chemischen Ligation dargestellt und anschlieRend hinsicht-
lich Substraten und Inhibitoren untersucht worden. Die Protease zeigte eine Spezifitat fur
spiegelbildliche Substrate bzw. fir spiegelbildliche Inhibitoren.

WEHOFSKY et al. konnten 2003, wie bereits erwéhnt, erstmals unter Verwendung von Clostri-
pain ein all-D-Polypeptid unter kinetisch kontrollierten Bedingungen darstellen. Dabei wurde
ein 15 Aminoséure haltiger Peptid-4-guanidinophenylester mit einem Nukleophil bestehend
aus 19 Aminosdauren mit einer Ausbeute von ungefahr 50% zu der aus 34 Aminosauren
bestehenden WW-Doméne des humanen Pinl ohne Proteolyse des finalen Produkts umge-
setzt [108].

Anfang 2008 synthetisierten PENTELUTE et al. via nativer chemischer Ligation das 81mer
anti-freeze all-D-Protein des Schneeflohs und verglichen dessen Eigenschaften mit denen des
nativen Proteins [132]. Nachfolgend wurde mittels razemischer Kristallisation und Ront-
genkristallogrpahie die Struktur des Proteins aufgeklart [133].

1.5.  Spiegelmere® - spiegelbildliche Aptamere

RNA-Molekdle sind nicht nur in der Lage Erbinformation zu transportieren [1], sondern sie
kdnnen ferner komplexe Strukturen, &hnlich denen von Proteinen, ausbilden [134]. Dies ge-
schieht beispielsweise in der Form von Ribozymen, welche fahig sind, chemische Reaktionen,
wie etwa die Hydrolyse von RNA, zu katalysieren [135]. Es sollten daher RNA-Spezies
existieren, die aufgrund ihrer Struktur in der Lage sind, Proteine mit hoher Spezifitat zu
binden. Diese Protein-bindenden Nukleinsduren, nativen oder synthetischen Ursprungs,
werden als Aptamere (lat. aptus = passen) bezeichnet. Sie sind aus ca. 30-70 RNA- oder
DNA-Nukleotiden aufgebaut [136]. Durch ihre besonders spezifische Bindung und ihr
geringes Molekulargewicht sind diese Aptamere prinzipiell gute Kandidaten fir
Pharmazeutika [137].

Die Selektion und Anreicherung geeigneter Aptamere erfolgt Uber einen so genannten
SELEX®-Prozess (systematic evolution of ligands by exponential enrichment) [138, 139].
Dieser Prozess besteht im Wesentlichen aus den Schritten Bindung, Waschen, Elution und
Amplifikation, welche mehrfach durchlaufen werden. Im ersten Schritt werden das immo-
bilisierte Zielmolekiil und die Oligonukleotidbibliothek, die aus ca. 103-10" Molekiilen
besteht, direkt zur Bindung gebracht. Das anschlielende Waschen entfernt nicht bindende
Oligonukleotide und stellt einen wichtigen Schritt im Prozel3 dar. Durch die nachfolgende
Elution werden potentielle Bindemolekiile vom target gelést und im letzten Schritt, der
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Amplifikation, angereichert. Die Amplifikation wird durch konstante 3’ und 5’ Primer er-
mdoglicht, die den variablen Nukleotidbereich im Oligonukleotid flankieren, und mittels Poly-
merasen bzw. PCR durchgefiihrt. Die so selektierten Oligonukleotide werden in weiteren
SELEX®-Zyklen verwendet. Entscheidend ist dabei immer die effektive Trennung bindender
und nicht-bindender Molekdle in jedem Zyklus. Das auf diese Weise gefundene, am stérksten
bindende Molekul wird isoliert, angereichert und abschlieBend sequenziert. Auf diese Art
erhaltene Aptamere kdnnen nun in beliebiger Menge mittels PCR oder chemisch dargestellt
werden. Zusétzlich besteht die Mdoglichkeit der Modifizierung dieser Aptamere, beispiels-
weise mit PEG (Polyethylenglycol), um eine Verlangerung der Bioverfligharkeit im Korper
zu erreichen [140]. Nachteilig wirkt sich bei den Aptameren der Fakt aus, dass diese aus
natrlichen D-Nukleotiden aufgebaut sind und sie damit potentielle Substrate fiir die im
Organismus vorhandenen Nukleasen darstellen.

Wirde man jedoch Aptamere einsetzen, die das native target erkennen, jedoch aus L-Nukleo-
tiden aufgebaut sind, so sollten diese nicht mehr von den vorhandenen Nukleasen erkannt
werden und damit eine langere Bioverfiigbarkeit im Organismus aufweisen. Zur effektiven
Generierung dieser spiegelbildlichen Aptamere, die von KLUSSMAN et al. 1996 eingefihrt
wurden und den Namen Spiegelmere® tragen [141, 142], miissen zunéchst Spiegelbilder der
gewinschten Target-Molekiile erstellt werden. Dies erfolgt im Bereich von Peptiden bzw.
Proteinen durch chemische Synthese der Zielmolekiile mit Aminoséuren in der D-Konfi-
guration. Da es bisher keine rekombinante bzw. andere molekularbiologische Methode zur
Darstellung spiegelbildlicher Proteine gibt, sind die chemische Synthese an der festen Phase,
in Lésung bzw. die Semi-Synthese unter Verwendung der Protease-katalysierten Ligation mit
Clostripain die einzige Mdglichkeit. Nach der erfolgreichen Darstellung des spiegelbildlichen
Peptids oder Proteins erfolgt das Screening mit einer randomisierten D-RNA-Oligo-
nukleotidbibliothek nach den Regeln der SELEX®-Methode.

Wurde ein Molekil mit den gewiinschten Eigenschaften hinsichtlich Inhibition und Bindung
gefunden, so wird dieses isoliert, angereichert und sequenziert. Mit Hilfe der Sequenz des
isolierten Bindemolekiils wird das entsprechende Spiegelmer®, also die gespiegelte
Nukleinsdure, mittels chemischer Synthese in der L-Konfiguration dargestellt. Abschlie3end
wird das so generierte Spiegelmer® auf seine Bindung bzw. Inhibierung gegen das native
Zielmolekil getestet. Das Verfahren ist schematisch in Abb. 11 dargestellt. VVorteile der
Spiegelmere® sind ihre Resistenz gegeniiber dem Abbau durch Nukleasen, ihr geringes

Molekulargewicht und ihre nicht-immunogene Wirkung [143]. Einen ersten Erfolg erzielte
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das von NOXXON Pharma entwickelte anti-Ghrelin Spiegelmer® NOX-B1l in der
Behandlung von Adipositas [144].

Abb. 11:

1.6.

i

Zielmolekul IMlslomisi

(all-L-Protein) (all-D-Protein)

v Testung T Spiegelebene l SELEX-Prozess i
Spiegelmer Aptamer
(L-Oligonuklectid) (D-Oligonukleotid)

N

it
Verfahren zur Darstellung von Spiegelmeren. i) Das native Zielmolekil, in diesem Fall ein Protein,
wird in seiner spiegelbildlichen Konfiguration synthetisch dargestellt. ii) Durch den SELEX-Prozess
mit einer randomisierten D-Oligonukleotidbibliothek wird ein Bindemolekil identifiziert und se-
quenziert. iii) AbschlieBend erfolgt die chemische Synthese des Spiegelmers als L-Oligonukleotid mit
der Sequenz des identifizierten Aptamers sowie iv) der Tests der Bindung gegeniiber dem nativen
Zielmolekdl.

High-mobility-group-Proteine und HMGA 1b

High-mobility-group-Proteine stellen eine heterogene Gruppe von Nicht-Histon-Proteinen

dar. lhre Erstbeschreibung erfolgte 1973 von GoobwiIN et al., wobei sie ihren Namen auf-

grund ihrer hohen Mobilitét in der Gelelektrophorese unter denaturierenden Bedingungen er-

hielten [145]. Die Unterteilung der HMG-Proteine erfolgt in Abhangigkeit ihrer charakteris-

tischen und funktionalen Sequenzmotive fir die Bindung von DNA in HMG-Box-Proteine,
NBD (nucleosome binding domain) Proteine und AT-Haken (AT-hook) Proteine [146, 147].

Eine Ubersicht der Familien sowie deren Nomenklatur ist in Tabelle 1 gegeben.

Tabelle 1:  Ubersicht der verschiedenen HMG Proteine sowie deren Nomenklatur nach BUsTIN [147].
HMG Motiv Protein funktionales Motiv alter Name neuer Name
HMG-Box-Proteine HMG-Box HMG-1/-2 HMGB1, 2, ... n
NBD-Proteine NBD HMG-14/-17 HMGNT1, 2,...n
ATH-Protein ATH HMG-1/-Y/-C HMGA1, 2,...n

YAbkiirzungen: NBD Nukleosom-Bindedomane, ATH AT-Haken.
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Die Familie der AT-Haken-Proteine (HMGA’s) besteht aus den Proteinen HMGA 1a, HMGA
1b und HMGA 1c, die durch alternatives Spleilen des Genes HMGAL entstehen, sowie
HMGA 2, welches durch das Gen HMGA2 kodiert wird [148-151]. Wie bereits erwahnt, ist
das charakteristische Motiv der HMGA-Proteine eine hochkonservierte Struktur mit der
Konsensus-Sequenz Pro-Arg-Gly-Arg-Pro, die in die kleine Furche AT-reicher DNA-Ab-
schnitte bindet und pro Protein in unterschiedlichen Abstanden vorkommt [152-154]. NMR-
Strukturuntersuchungen ergaben, dass das Protein in Abwesenheit von DNA unstrukturiert ist
und erst bei Assoziation mit der Nukleinsdure in einen geordneten Zustand, dem Hakenmotiv,
ubergeht [155]. Hauptsachlich sind der zweite und der dritte AT-Haken fir die Bindung ver-
antwortlich [156], wobei gleichzeitig die Bindung weiterer Transkriptionsfaktoren erméglicht
wird [155]. Dazu z&hlen mRNA-prozessierende Proteine, Chromatinstruktur-andernde Pro-
teine oder Strukturproteine [157]. Wie Histone kdnnen HMGA-Proteine in ihrer Aktivitat
durch Acetylierung, Methylierung oder Phosphorylierung gesteuert werden [158, 159].
HMGA-Proteine werden vermehrt in embryonalen Geweben [160] sowie verschiedenen Neo-
plasien, wie hdmatologische Neoplasien [161], Schilddrisen- [162], Colon- [163], Prostata-
[164], Gebarmutterhals-[165], Brust- [166] und Bauchspeicheldriisenkarzinomen [167]
detektiert. Allein die Anzahl an verschiedenen Krebsarten, in denen HMGA Proteine beteiligt
sind, lassen diese Proteine zu einem mdglichen Ziel der effektiven Krebstherapie werden
[168, 169].

1.7.  Alkalische D-spezifische Peptidase

Wie bereits erwéhnt (1.3.) existiert mit Clostripain eine Cystein-Protease, die in der Lage ist,
Peptidbindungen zwischen D-Aminosauren bzw. D-Peptiden mit Hilfe der Substratmimetika-
Strategie effizient zu kntipfen, obwohl sie urspringlich spezifisch all-L-Peptide bzw. Proteine
nach Arginin und Lysin spaltet. Um dieses Prinzip fir die Synthese naturlich vorkommender
Proteine bzw. Peptide in der L-Konfiguration zu nutzen, gibt es nun zwei offensichtliche
Madglichkeiten. Einerseits ware die Synthese einer Serin- oder Cystein-Protease, wie
beispielsweise die von Clostripain, bestehend aus ausschlief3lich D-Aminosauren denkbar, um
eine spiegelbildliche Protease mit spiegelbildlichen Substratspezifitdten zu schaffen. Bei einer
Lange von 526 Aminoséuren sollte sich die totalchemische Synthese jedoch duferst schwierig
gestalten. Andererseits wére eine natlrlich vorkommende Endoprotease wiinschenswert,
deren native Substrate Peptide oder Proteine in der D-Konfiguration sind und die eine

restriktive S;-Spezifitat aufweist.
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Durch ein effizientes Screening-Verfahren konnte von AsSANO et al. 1996 eine Protease
gefunden werden, die in der Lage ist, [D-Phe]s Peptide zu degradieren [170]. Diese D-Phe-
spezifische Protease wurde aus Bacillus cereus isoliert und als ,Alkalische D-spezifische
Peptidase’ (ADP) bezeichnet. Diese monomere Peptidase ist aus 349 Aminosduren aufgebaut
und hat ein Molekulargewicht von 38 kDa. Als Inhibitoren sind Phenylmethylsulfonylchlorid,
Ag?*- als auch Fe?*-lonen identifiziert worden [170]. Nach Isolierung des Gens fiir die ADP
und Klonierung kann das Enzym in Escherichia coli exprimiert und anschlieBend aufgereinigt
werden [171].

Erste synthetische Versuche wurden bereits 1999 durchgefihrt [172]. Im Mittelpunkt dabei
stand die Verknlpfung von D-Phe-OMe Monomeren zu D-Phe Oligomeren sowie Untersuch-

ungen zur Enzymaktivitét in organischen Losungsmitteln.

1.8.  Peptidylprolyl-cis/trans-Isomerasen und E. coli Parvulin 10

Damit Enzyme ihre native katalytische Funktion austben kodnnen, missen sie in ihrer
entsprechenden Tertidrstruktur, also in einem korrekten Faltungszustand, vorliegen [1]. Die
Information fur die Ausbildung der korrekten Struktur befindet sich in der Abfolge der
Aminosauren innerhalb des Proteins [173]. Bei der Faltung von Proteinen sind die
Ausbildung von Disulfidbriicken sowie die cis/trans-lsomerisierung von Peptidylprolyl-
Bindungen geschwindigkeitsbestimmend [174, 175]. 20 Jahre nach der Entdeckung der
Protein-Disulfid-Isomerasen (PDIs) durch ANFINSEN [176] wurde 1984 von GUNTER FISCHER
eines der ersten Enzyme einer neuen Klasse, der Peptidylprolyl-cis/trans-Isomerasen
(PPlasen), aus Schweinenieren isoliert, welches aktiv an der Faltung von Proteinen beteiligt
ist [177]. Dieses Enzym Cyclophilin ist in der Lage, die Rotation der Peptidylprolyl-Bindung
von trans zu cis und umgekehrt zu katalysieren und damit die Ausbildung des nativen
Faltungszustands des Proteins zu beschleunigen [178]. Dabei wird eine Rotationsbarriere von
ca. 80 kJ - mol™ iiberwunden, wobei sich der cis- und trans-Zustand von Xaa-Pro-Bindungen
nur um 5-6 kJ - mol™ unterscheidet [179].

Zurzeit existieren drei Familien von PPlasen, Cyclophiline (Cyp), FK-506-bindende Proteine
(FKBPs) und Parvuline (Par). Die beiden erstgenannten Familien zeichnen sich durch die
Bindung und Inhibierung von mikrobiellen immunsuppressiven Verbindungen, wie Cyclo-
sporin A, FK 506 oder Rapamycin, aus, zeigen keinerlei Sequenzhomologie zwischen den
Familien [178, 180] und besitzen unterschiedliche Substratspezifitaten [181]. Innerhalb des
Organismus Uben die PPlasen neben der Unterstiitzung der Faltung weitere Funktionen, zum
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Beispiel im Immunsystem oder in der Regulation des Zellzyklus, aus [182-184]. 1994 wurde
in E. coli der erste Vertreter der dritten Familie der PPlasen entdeckt, der keinerlei Sequenz-

homologie zu den anderen Familien aufweist und als Parvulin 10 bezeichnet wird.

Escherichia coli Parvulin 10

Parvulin 10 (lat. parvulus = sehr klein) wurde 1994 von Rahfeld et al. in Escherichia coli ent-
deckt und ist der erste Vertreter der PPlase-Familie der Parvuline. Das Protein besteht aus 92
Aminosduren, hat ein Molekulargewicht von 10,1 kDa und kann weder durch Cyclosporin A,
noch durch FK506 inhibiert werden [185, 186]. Bisher ist Parvulin 10 die kleinste bekannte
PPlase und es ist anzunehmen, dass dieses als Monomer aktive Enzym den Prototyp der
Parvulinfamilie darstellt. In dieser Familie weist Parvulin 10 Homologien zu Doménen
anderer Proteine auf. Dazu zahlen beispielsweise das PrsA aus Bacillus subtilis [187], SurA
aus Escherichia coli [188], PrtM aus Lactococcus lactis [189], Pft1/Essl aus Hefe [190] so-
wie dem humanen Pinl [183]. Die eukaryotischen Vertreter besitzen zusatzlich zur PPlase-
Domane eine Interaktionsdomane mit zwei hochkonservierten Tryptophanresten. Diese WW-
Domane wurde als Phosphoserin- bzw. Phosphothreonin-Bindemodul identifiziert [191].
Parvulin 10 zeigt im Protease-gekoppelten Ansatz eine Spezifitatskonstante von 1,69 - 10
M™ s fir das Substrat Suc-Ala-Leu-Pro-Phe-4-Nitroanilid, wobei eine Praferenz fiir Tetra-
peptidsubstrate der Struktur Suc-Ala-Xaa-Pro-Phe-4-Nitroanilid besteht, bei denen an der
Stelle Xaa hydrophobe Aminoséuren eingebaut sind [192]. Parvulin 10 selbst besitzt eine cis-
Prolylbindung zwischen Gly75 und Pro76, die durch das Enzym selbst in einem auto-
katalytischen Prozess ausgebildet wird [192]. Wéhrend flr das humane Pinl biologische
Funktionen bereits identifiziert wurden [193, 194], ist fir das Parvulin 10 diesbeziiglich
wenig bekannt. Durch knock out des Parvulin 10-Gens in Escherichia coli-Zellen konnte eine
erhdhte Sensitivitat gegenuber oxidativem Stress beobachtet werden [195]. Nach der
Entdeckung des spezifischen Parvulin 10 Inhibitiors Juglon [196], einem Chinonderivat aus
der Walnul3, konnte die kleine Untereinheit der Alkylhydroperoxidreduktase (AHPC) als ein
putativer Bindungspartner des Parvulin 10 identifiziert werden [197], deren Funktion die
Reduktion von Wasserstoffperoxid zu Wasser ist [198]. Aufgrund der Rolle der AHPC als
wichtiges Enzym bei der zellularen Antwort von E. coli auf oxidativen Stress [199, 200] wird
dem Bindungspartner Parvulin 10 eine mdgliche Beteiligung an Stabilisierungs- bzw.
Faltungsvorgéngen wahrend der Stressphase zugeschrieben [197].

-26 -



2. ZIELSTELLUNG

2. Zielstellung

Im ersten Teil (Teil A) der vorliegenden Arbeit war es das Ziel, eine Semi-Synthesestrategie
fur die Darstellung des verkirzten high-mobility-group Proteins HMGA 1b Ac-Serl-
Lys80(N“-Biotinyl)-Lys81-OH in der all-D Konfiguration zu etablieren (im nativen Protein
schliel3t sich ein saurer C-terminaler Teil bestehend aus 15 Aminoséauren an). In Schema 1 ist
die Sequenz des finalen Zielproteins wiedergegeben. Da eine Darstellung des Proteins in
einem rekombinanten System aufgrund des Aufbaus aus ausschlie}lich D-Aminoséuren bisher
nicht maoglich ist, sollten dafiir sowohl chemische, als auch biokatalytische Synthesemethoden
unter Einsatz der Protease Clostripain genutzt werden. Gleichermafen galt es damit zu zeigen,
dass Clostripain in der Lage ist, Polypeptide bzw. Proteine in der all-D-Konfiguration zu
synthetisieren, die langer als 50 Aminosauren sind. Das Zielprotein bestehend aus 81 Amino-
séuren wurde dafir in Fragmente unterteilt, die es chemisch herzustellen und enzymatisch zu
ligieren galt.
10 20 30 40
SESSSKSSQP LASKQEKDGT EKRGRGRPRK QPPKEPSEVP

50 60 70 80 81
TPKRPRGRPK GSKNKGAAKT RKTTTTPGKR PRGRPKKLEK(Biotinyl) K

Schema 1: Zielsequenz des verkirzten HMGA 1b Proteins in der all-D-Konfiguration.

Die Zielstellung des zweiten Teils (Teil B) der Arbeit war es, eine Strategie zur Semi-
Synthese der Peptidylprolyl-cis/trans-Isomerase Parvulin 10 aus Escherichia coli zu
entwickeln, deren Struktur und Aminoséuresequenz in Abb. 12 dargestellt sind.

10 20 30
AKTAAALHIL VKEEKLALDL LEQIKNGADF
40 50 60
GKLAKKHSIC PSGKRGGDLG EFRQGQMVPA
70 80 9 92
FDKVVFSCPV LEPTGPLHTQ FGYHIIKVLY RN

Abb. 12:  Primar- und Tertidrstruktur von Parvulin 10 (Par10) aus Escherichia coli (PDB file:1IJNT.pdb).
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Analog zu Teil A wurde das Zielprotein bestehend aus 92 Aminoséuren in Fragmente
unterteilt, die es chemisch zu synthetisieren und Protease-katalysiert zu ligieren galt.

Im Rahmen der Synthese von Parvulin 10 sollte ein neuer Biokatalysator, die Alkalische-D-
Peptidase (ADP), hinsichtlich seiner Eignung fur die Synthese von all-L-Peptiden und -
Proteinen untersucht werden. Dazu z&hlen initiale Studien bezuglich der Akzeptanz
verschiedener Substratmimetikatypen sowie erste Substratmimetika-vermittelte enzymatische
Peptidsynthesen. Schlussendlich galt es, dieses Enzym fir die Segmentkondensation zweier
chemisch generierter Fragmente abgeleitet aus der Sequenz des ParlO einzusetzen. Das
synthetische Protein sollte abschlieRend gereinigt, isoliert und mit dem aus Escherichia coli
stammenden Wildtyp-Parvulin 10 bezuglich biologischer Aktivitat im PPlase-Test sowie

dessen Struktur mittels CD-Spektroskopie verglichen werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien

Alle im Folgenden benutzten Chemikalien sind, soweit nicht anders vermerkt, kommerziell
erhaltlich und wurden ohne weitere Aufarbeitung verwendet. Sie entsprachen der Qualitat
»p.a.”. Losungsmittel wurden nach den Ublichen Methoden getrocknet. Die benutzten
Losungsmittel wurden von Fluka (Basel, Schweiz), Merck (Darmstadt, Deutschland) sowie
Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) bezogen. Fur die Peptidsynthese sind polymere Trager,
Kupplungsreagenzien, Additive und Aminosédurederivate der Firmen NovaBiochem (Bad
Soden, Deutschland), Bachem (Ldufelfingen, Schweiz) und IRIS-Biotech (Marktredwitz,
Deutschland) eingesetzt worden. Das verwendete DTT stammte von Fermentas (St. Leon-Rot,
Deutschland).

Clostripain (EC 3.4.22.8) ist eine Schenkung der Firma Amano Enzyme Inc. (Nagoya, Japan).
Alkalische D-Peptidase (EC 3.4.11.-) wurde von Prof. Dr. Yasuhisa Asano (Toyama
Prefectural University, Japan) zur Verfligung gestellt.

In der Festphasen-Peptidsynthese sind folgende Aminoséurederivate in der L- als auch D-
Konfiguration verwendet worden: Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH,
Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Phe-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-Gly(Dmb)-OH, Fmoc-His(Trt)-
OH, Fmoc-Ille-OH, Fmoc-Lys(Boc)-OH, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Met-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH,
Fmoc-Pro-OH, Fmoc-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-
Thr(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH und Fmoc-Tyr(tBu)-OH.

Verschiedene N-terminal Boc-geschitzte als auch N-terminal freie Aminoséure- bzw. Peptid-
(thio)ester sowie H-Lys(Boc)-OBzl waren in der Arbeitsgruppe bereits vorhanden.

Alle ermittelten Werte sind Durchschnittswerte von mindestens drei unabhangigen

Messungen.

3.1.2. Gerate

Fur analytische reversed-phase-HPLC-L&ufe wurde ein System der Firma BISCHOFF be-
stehend aus folgenden Komponenten genutzt: HPLC Compact Pump 2250, Detektor DAD 3
L, Datenwandler LC CaDIl 2214, Alcott Autosampler 718 AL. Als Sdulen kamen eine
Shiseido Cg (Capcell Pak, Typ SG 300A, 5 um, 4,6 mm x 250 mm) und eine Vydac Cig (TP
254, 5 pm, 4,6 mm x 250 mm) zum Einsatz. Als mobile Phasen wurden Wasser und ACN mit
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jeweils 0,1% (v/v) TFA verwendet. Die benutzten Gradienten und Wellenldngen sind an den
entsprechenden Stellen gesondert vermerkt. Die Verarbeitung der Daten erfolgte mit der
McDacg32 Software Version 2.0.

Zur Reinigung der Verbindungen mittels praparativer und semi-préparativer reversed phase
HPLC wurde ein System bestehend aus den Gilson-Abimed Komponenten Pumpe 305,
Pumpe 306, Druckmodul, Gradientenmischer, Detektor und einem Pharmacia Schreiber
genutzt. Als stationdre Phasen dienten eine Macherey & Nagel Cg Saule (SP 250/21 Nucleosil
100-7) bzw. Macherey & Nagel Cg Saule (SP 250/10 Nucleosil 100-7). Die Elution erfolgte
mit Wasser und ACN, welche jeweils 0,1% (v/v) TFA enthielten.

Die Festphasen-Peptidsynthese erfolgte an einem ABI 433A der Firma Applied Biosystems
(Foster City, USA) in einem 40 ml Reaktor mit der Software SynthAssist in der Version 2.0.
Der benutzte Thermomixer Typ 5436 stammt von der Firma Eppendorf (Hamburg,
Deutschland).

ESI-Massenspektren sind mit einem ESI-lontrap Massenspektrometer ESQUIRE-LC, Bruker-
Daltonik GmbH (Bremen, Deutschland) bzw. Micromass ZQ Massenspektrometer, Waters
(Eschborn, Deutschland), aufgenommen worden. MALDI-Massenspektren wurden mit einem
Ultraflex 1l ToF/ToF Massenspektrometer der Firma Bruker-Daltonik GmbH (Bremen,
Deutschland) aufgezeichnet, wobei als Matrizes a-Hydroxycyanozimtsaure, DHB und
Sinapinsdure zum Einsatz kamen.

Kombinierte LC-MS Analysen erfolgten mit einem Waters System bestehend aus der
Pumpeneinheit 2525, Detektor 2487, Autosampler 2767 und einem Micromass ZQ Massen-
spektrometer. Zur Auftrennung der Proben ist eine X-Terra MS Cyg-Séule (3,5 pm, 2,1 mm x
50 mm) sowie Wasser und ACN mit je 0,1% (v/v) TFA genutzt worden. Aufzeichnung und
Auswertung der Daten erfolgte mit der MassLynx Software Version 4.0.
CD-spektroskopische Messungen sind an einem CD-Spektrometer J-710 der Firma Jasco
durchgefiihrt und Daten mit Spectra Manager in der Version 1.53.01 aufgezeichnet worden.
Die Aufnahme von UV/Vis-Spektren bzw. Kinetiken erfolgte an einem Hewlett-Packard
8452A Diodenarray-Spektrophotometer.

Zur NMR-spektroskopischen Charakterisierung fand ein Avance 400 NMR-Spektrometer der
Firma Bruker BioSpin GmbH (Rheinstetten, Deutschland) Verwendung.

Zur Gefriertrocknung der Substanzen wurde die Gefriertrocknungsanlage alpha 2-4 LD der

Firma Christ (Osterode, Deutschland) verwendet.
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3.2.  Allgemeine Methoden

3.2.1. Beladung von 2-Chlortritylchlorid-Harz (2-CITrt) mit N“-Fmoc-

geschitzten Aminosaurederivaten

Entsprechend der Vorschrift aus [43] wurde 1 g 2-Chlortritylchlorid-Harz (100-200 mesh, 1%
DVB) in einen 100 ml Rundkolben eingewogen. 0,4 mmol des gewiinschten Fmoc-ge-
schiitzten Aminosédurederivats sind in einem 25 ml Becherglas mit 10 ml trockenem DCM
unter Zugabe von 1,6 mmol (274 pl) DIPEA gel6st worden. AnschlieBend wurde die Lésung
in den Kolben tberfihrt, mit einem CaCl,-Rohr verschlossen und fiir zwei Stunden auf einem
Horizontalschuttler belassen. Nach Ablauf der Reaktionszeit wurde das Harz mit Hilfe einer
20 ml Polypropylenspritze mit Frittenboden von der Lésung separiert. Der polymere Trager
ist dreimal mit einer Lésung aus 5% DIPEA (v/v) und 10% (v/v) MeOH in DCM fr je funf
Minuten inkubiert worden. Nachfolgend wurde je dreimal mit DCM, DMF und nochmals mit
DCM gewaschen. Zur Trocknung ist das Harz zweimal fur funf Minuten mit Ether versetzt,
anschlieBend mittels Vakuum trocken gesaugt und im Vakuumschrank aufbewahrt worden.
Nach erfolgter Fmoc-Bestimmung wurde vom gesamten Harz die N-terminale Fmoc-

Schutzgruppe wie in 3.2.4. beschrieben abgespalten.

3.2.2. Beladung von 4-Sulfamyl-safety-catch-Harzen mit N*-Fmoc-geschiitzten

Aminosaurederivaten

In Anlehnung an [201] wurde fur die Beladung mit der zweiten Aminosaure der entsprech-
enden Sequenz 1 g 4-Sulfamylbenzoylaminomethyl-Polystyren-, 4-Sulfamylbutyrylamino-
methylpolystyren- bzw. 4-Sulfamylbutyrylaminomethyl-NovaGel-Harz in je einen 100 ml
Rundkolben eingewogen, mit 20 ml Chloroform versetzt und nach Aufsetzen eines CaCl,-
Rohrs mindestens 20 Minuten auf -20 °C mittels Isopropanol/Trockeneisbad temperiert.
Nachfolgend wurden 0,4 mmol der gewiinschten N”-Fmoc-geschiitzten Aminosdure, 0,4
mmol (209 mg) PyBOP® sowie 1 mmol (172 ul) DIPEA zugegeben und der Ansatz vorsichtig
geriihrt. Nach vier Stunden wurden nochmals 0,4 mmol (209 mg) PyBOP® zugesetzt, der
Kolben aus dem Trockeneis/Isopropanol-Bad genommen und weiter tUber Nacht geruhrt.
AnschlieBend wurde der polymere Trager vom Ldsungsmittel mittels Fritte separiert, mehr-
fach mit DCM sowie Diethylether gewaschen und im Vakuumschrank tiber Nacht getrocknet.
Nach erfolgter Fmoc-Bestimmung laut 3.2.3. wurde das Harz fir 20 Minuten in DMF
gequollen und die freien Aminofunktionen des linkers durch Acetylierung blockiert. Dazu

wurde der Trager dreimal zehn Minuten mit 10 ml einer Losung aus 10% (v/v) Acetanhydrid,
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10% (v/v) DIPEA in DMF inkubiert, nachfolgend mit DMF, DCM sowie Diethylether

gewaschen und im Vakuumschrank getrocknet.

3.2.3. Bestimmung der Beladung des polymeren Tragers

Zur Bestimmung der Harz-Beladung sind je 2-3 mg des nach 3.2.1. oder 3.2.2. beladenen
Harzes in drei 2 ml Polypropylengefélie eingewogen, mit 1 ml 20% Piperidin (v/v) in DMF
versetzt und bei Raumtemperatur im Thermomixer inkubiert worden. Nach drei Stunden
wurden 10 pl des Reaktionsansatzes mit 90 pl 50%-iger Essigsaure in Wasser versetzt und
mittels HPLC bei 290 nm analysiert. Die Berechnung der Beladung erfolgte mittels Gleichung
1. Der Wert fiir ,y’ wurde durch Erstellen einer Kalibriergeraden (Abb. 13) mit N-Fluorenyl-

methylpiperidin und Regression ermittelt.

Peakflache in mV *sec*0,001 |

- - (Gleichung 1)
y *Einwaage in g

Beladung in mmol/g =

1,6e+6

1,4e+6
R?=0,9996

12646 1 y = 366739x

1,0e+6 4

8,0e+5 -

Flache [mV*sec]

6,0e+5 4

4,0e+5

2,0e+5 1

0,0 T T T
0 1 2 3 4
Konzentration [mM]

Abb. 13:  Kalibriergerade fiir die Bestimmung der Beladung des polymeren Tragers mit N*-Fmoc-geschiitzten
Aminosaurederivaten.

3.2.4. Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe

Die gewilnschte Menge an am Polymer-gebundener N-terminal Fmoc-geschutzter Amino-
séure bzw. am Harz immobilisiertes N-terminal Fmoc-geschitztes Peptid wurde in einer 10
ml Polypropylenspritze mit Frittenboden eingewogen und fir 20 Minuten mit DMF gequollen
sowie zweimal mit DMF gewaschen. Zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe ist der poly-

mere Tréager dreimal je funf Minuten mit 7 ml einer Ldsung 2% Piperidin (v/v), 2% (v/v)
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DBU in DMF versetzt und stark geschittelt worden. Anschlielend erfolgte dreimaliges
Waschen des Harzes mit DMF.

3.2.5. Manuelle Kupplung von Aminosauren an der festen Phase

0,125 mmol an 2-Chlortrityl-Harz gebundenes, N-terminal freies Peptid bzw. Aminosaure-
derivat wurden in eine 10 ml Polypropylenspritze mit Frittenboden eingewogen und 20 Mi-
nuten mit NMP gequollen. Fand bereits gequollenes Harz mit N-terminal freiem Peptid bzw.
N-terminal freier Aminosdure Verwendung, so wurde lediglich zweimal mit NMP gewaschen.
Fur die Kupplung sind in einem 10 ml Rollrandgefal 0,375 mmol des gewdinschten, N-
terminal geschitzten Aminosdurederivates sowie 0,375 mmol (143 mg) HATU in 5 ml NMP
gelost und nachfolgend mit 0,750 mmol (130 pl) DIPEA versetzt worden. Nach einer
Aktivierungszeit von einer Minute wurde die Ldsung Uber eine Kandle in die Fritte tberfuhrt
und dort fiir eine Stunde unter Schitteln belassen. AnschlieBend ist die Reaktionsldsung

entfernt und das Harz mit NMP gewaschen worden.

3.2.6. Automatisierte Festphasen-Peptidsynthese

Fur die automatisierte Peptidsynthese an der festen Phase wurden 0,22 M HCTU/ 0,22 M

HOBt in DMF (Kupplungsreagenz), 1 M DIPEA in NMP (Aktivatorbase), 10% (v/v)

Piperidin, 10% (v/v) DBU in DMF (Fmoc-Abspaltlésung), die entsprechenden Aminoséure-

derivate im vierfachen Uberschuss sowie DMF und DCM fiir Waschschritte eingesetzt. Die

AnsatzgroRe entsprach in allen Synthesen 0,125 mmol.

Zur Herstellung von 200 ml Kupplungsreagenz wurden in einem Becherglas 44 mmol (18,6

g) HCTU sowie 44 mmol (6 g) HOBt eingewogen und mit 150 ml DMF unter Rihren voll-

standig gel6st. Anschliel3end ist die Losung in einen Messzylinder filtriert und mit DMF auf

200 ml aufgefullt worden.

0,2 mol (34,2 ml) DIPEA wurde mit NMP ad 200 ml versetzt, um die 1 M Aktivatorbase

herzustellen.

Fir die Zubereitung der Fmoc-Abspaltlésung sind 20 ml Piperidin und 20 ml DBU ad 200 ml

mit DMF gel6st worden.

Nach jedem erneuten Auffullen der Vorratsgefale des Syntheseapparates erfolgte ein flow-

test entsprechend der Betriebsanleitung, um einen einwandfreien Transport der Reagenzien zu

kontrollieren und gegebenenfalls zu justieren.

Fir die Synthese wurde das FastMOC Protokoll des Herstellers verwendet. Dem ersten

Doppelkupplungszyklus geht ein Quellschritt fur den polymeren Trdager von 20 Minuten

voraus. Der Doppelkupplungsschritt ist aus einer zweimal acht Minuten Fmoc-Abspaltung,
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zweimal 45 Minuten Kupplung der Aminoséuren und Waschen zwischen den einzelnen
Schritten aufgebaut. Zum Abschluss einer Synthese erfolgte im Automaten das Waschen des

Harzes fir zweimal zehn Minuten mit DCM.

3.2.7. Vorschrift zur Kontrolle des Syntheseverlaufes - ,,Kontrollabspaltung*

Um den Verlauf der Peptidsynthese an der festen Phase qualitativ zu tberpriifen, wurden nach
einer gewinschten Anzahl an Kupplungszyklen die Synthese unterbrochen, das Peptid vom
polymeren Trager sowie gleichzeitig der Seitenkettenschutz abgespalten und mittels HPLC
und Massenspektrometrie analysiert.

Hierflr ist nach erfolgter Synthese das Harz mit DCM gewaschen und im Vakuumschrank fir
eine Stunde getrocknet worden. AnschlieBend wurden ca. 5 mg des Harz-gebundenen Peptids
in eine 2 ml Polypropylenspritze mit Frittenboden berfiihrt und mit einem Stempel ver-
schlossen. In einem 1,5 ml Eppendorf-Reaktionsgefal wurden 25 ul Wasser, 25 ul TIS sowie
450 pl TFA vereint, Gber eine Kanlle in die Spritze tUberflihrt und mittels Luer-Stopper ver-
schlossen. Nachdem der Reaktionsansatz fur 30 Minuten auf einem Thermomixer unter
starkem Schitteln belassen worden war, wurde die Lésung in ein 1,5 ml Eppendorf-
Reaktions-gefall Gberfihrt und fir weitere zwei Stunden im Thermomixer geschuttelt. Im
Stickstoffstrahl war die TFA abgedampft und der Riickstand mit 1 ml eiskaltem Diethylether
gefallt worden. AnschlieBend wurde das Reaktionsgefaly mit einer Tischzentrifuge fur eine
Minute zentrifugiert und der Diethylether vom Prazipitat durch Dekantieren getrennt. Das
Prézipitat ist nachfolgend dreimal mit eiskaltem Diethylether gewaschen, zentrifugiert und
vom Lésungsmittel separiert worden. Das Entfernen der restlichen Spuren von Diethylether
er-folgte vorsichtig mit einem Stickstoffstrahl.

Das so erhaltene Produkt wurde in einem geeigneten Ldsungsmittel gelost und mittels
analytischer HPLC untersucht. Gleichzeitig erfolgte das Sammeln von Fraktionen fiir massen-

spektrometrische Untersuchungen.

3.2.8. Vorschrift zur Synthese seitenkettengeschiitzter Peptidsauren -,,HFIP-
Abspaltung*

Die Generierung von vollgeschiitzten, C-terminal freien Peptiden fir die Darstellung der Sub-
stratmimetika erfolgte in Anlehnung an [202]. Dazu wurde nach erfolgter Festphasen-Peptid-
synthese das an 2-Chlortrityl-Harz gebundene Peptid in eine 10 ml Polypropylenspritze mit
Frittenboden Uberfuhrt, zweimal fur zwei Stunden mit 10 ml einer 30%-igen (v/v) HFIP-
Losung in DCM inkubiert und stark geschttelt. Anschliefend sind die Losungen in einem

100 ml Rundkolben vereint worden, das in der Spritze verbliebene Harz wurde mehrmals mit
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DCM gewaschen und die Waschlosung ebenfalls in den Rundkolben gegeben. Mittels
Rotationsverdampfer erfolgte das Abdampfen des Losungsmittelgemisches, wobei der Riick-
stand mehrfach mit Isopropanol gewaschen und bis zur Trockne eingeengt wurde. Die Trock-

nung der vollgeschiitzten Peptidsiure geschah tber Nacht unter Vakuum.

3.2.9. Simultane Abspaltung der Seitenketten-Schutzgruppen und des Peptids

vom polymeren Trager

Das nach erfolgter Festphasensynthese erhaltene Harz-gebundene Peptid wurde in eine 10 ml
Polypropylenspritze mit Frittenboden uberfithrt und mit einem Stempel verschlossen. Uber
eine Kanule wurden 5 ml einer Lésung bestehend aus 250 pl Wasser, 250 pl TIS und 4,5 ml
TFA in die Spritze aufgezogen und diese anschlieBend fir 30 Minuten stark geschuttelt.
Nachfolgend wurde die Losung in einen 100 ml Kolben tberfuhrt, das Harz mit TFA ge-
waschen und die Losung fir weitere drei Stunden geruhrt. Das Abdampfen der TFA nach
Ablauf der Reaktionszeit erfolgte mittels Vakuum und die Fallung des Peptids aus dem 6ligen
Ruckstand mit eiskaltem Diethylether. AbschlieBend ist das Peptid mittels Fritte vom
Losungsmittel separiert und mehrmals mit kaltem Diethylether gewaschen und tiber Nacht im

Vakuumschrank getrocknet worden.

3.2.10. Parameter fur CD-spektroskopische Untersuchungen

Zur Aufzeichnung der CD-Spektren wurden folgende Gerateparameter eingestellt:

Bandbreite: 1,0 nm
Antwortzeit: 1 Sekunde
Sensitivitat: Standard
Messbereich: 260 - 190 nm
Messpunktabstand: 1nm

Aufzeichnungsgeschwindigkeit: 200 nm/min

Datenakkumulation: 20

Die verwendete Kivette hatte einen Schichtdicke von 0,1 cm.
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3.3. Methoden Teil A —,,Semi-Synthese des HMGA 1b Proteins”

3.3.1. Synthese von HOGp(Boc),

Die Synthese des tert-Butyloxycarbonyl-geschitzten 4-Guanidinophenols erfolgte in An-
lehnung an [203]. Dementsprechend wurden 40 mmol N,N’-Bis-(tert-Butyloxycarbonyl)-S-
Methylisothioharnstoff und 60 mmol 4-Aminophenol mit 250 ml THF in einem 500 ml
Einhalsrundkolben geldst. AnschlieRend ist die Losung fiir zehn Minuten mit Argon begast
und mit einem CaCl,-Rohr verschlossen worden. Nach 120 Stunden starken Rihrens wurde
das THF mittels Rotationsverdampfer abdestilliert. Der dunkle, 6lige Riickstand ist in wenig
Acetonitril aufgenommen und das Produkt mit Wasser gefallt worden. Das Prézipitat wurde
abgefrittet und im Vakuumschrank tber Phosphorpentoxid getrocknet. AnschlieBend erfolgte
eine Reinigung mittels Sdulenchromatographie. Dazu wurde Kieselgel 60 mit DCM aufge-
schlammt und in eine Flash-Séaule gefullt. Jeweils 5 g Rohprodukt sind in 10 ml DCM resus-
pendiert und auf die S&ule gegeben worden. Die Elution erfolgte mit mehreren Sdulen-
volumen DCM und anschliefend mit 10% (v/v) MeOH in DCM. Die Analytik ist mittels
Dunnschichtchromatographie in einem Laufmittelsystem bestehend aus 10% (v/v) MeOH in
DCM sowie RP-HPLC durchgefuhrt worden. AusschlieBlich Produkt enthaltende Fraktionen
wurden vereint, das Losungsmittelgemisch unter Vakuum evaporiert und das Produkt im

Vakuumschrank getrocknet.

3.3.2. Synthese von Fmoc-D-Lys(Biotin)-OH
1 mmol (470 mg) Fmoc-b-Lys(Boc)-OH wurde in einem Rundkolben mit 2,5 ml DCM und

2,5 ml TFA unter Rihren zur Reaktion gebracht, um die N*-Boc-Schutzgruppe zu entfernen.
Nach 30 Minuten ist die Losung im Vakuum eingeengt worden. Der Riickstand wurde mit
Diethylether gefallt, mittels Fritte vom Lésungsmittel getrennt und im Vakuum getrocknet.

Zur Biotinylierung der N*-Aminogruppe sind 0,98 mmol (473 mg) Fmoc-p-Lys-OH - TFA
und 1 mmol (342 mg) Biotin-OSu in 10 ml DMF gel6st worden. Die Reaktion wurde durch
Zugabe von 2,5 mmol (428 ul) DIPEA gestartet, wobei die Reaktionskontrolle mittels HPLC
erfolgte. Nach vollstandigem Umsatz von Fmoc-p-Lys-OH - TFA ist das Losungsmittel mit
Hilfe eines Rotationsverdampfers entfernt, das Produkt mit Wasser aus dem 6ligen Rickstand
geféllt, abgefrittet und mit wenig eiskaltem DCM sowie Diethylether gewaschen worden.
Uber Nacht erfolgte die Trocknung im Vakuumschrank bei Anwesenheit von

Phosphorpentoxid.
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3.3.3. Festphasensynthese von HMGA 1b H-D-Arg48-D-Lys81-OH

3.3.3.1. Synthesestrategie | (Einschrittsynthese)

Zur Synthese des C-terminalen Fragments, welches die D-Aminosauren Arg48 bis Lys81
umfasst, wurden 0,125 mmol des nach 3.2.1. beladenen H-b-Lys(Boc)-2-ClITrt-Harzes in eine
10 ml Polypropylenspritze mit Frittenboden eingewogen und fir 20 Minuten mit NMP ge-
quollen.

0,375 mmol (224 mg) Fmoc-D-Lys(Biotin)-OH sind nach Vorschrift 3.2.5. an H-D-Lys(Boc)-
2-ClITrt-Harz geknupft worden. Anschlieend wurde das Tragermaterial gewaschen, ge-
trocknet und in einen entsprechenden Reaktor fur den Syntheseapparat Gberfthrt.

Im ersten Syntheseabschnitt erfolgte das Kniipfen der D-Aminosduren Glu79 bis Arg69 mit-
tels automatisierter Festphasen-Peptidsynthese entsprechend 3.2.6., woran sich eine
,Kontrollabspaltung® gemal 3.2.7. anschloss.

Der zweite Syntheseabschnitt umfasste das Knipfen der Aminosauren Gly68 bis D-Ala57.
Der Syntheseverlauf ist mit Hilfe einer ,,Kontrollabspaltung* entsprechend 3.2.7. analysiert
worden.

Aufgrund der unter 4.1.3. beschriebenen Ergebnisse wurde die Synthese an dieser Stelle abge-

brochen.

3.3.3.2. Synthesestrategie Il (konvergente Synthese)

Ziel dieser Synthesestrategie war die separate Darstellung der drei Fragmente Fmoc-D-
Arg(Pbf)48-Gly56-OH, Fmoc-D-Ala57-Gly68-OH sowie H-D-Arg(Pbf)69-D-Lys(Boc)81-2-
CITrt und deren Verknupfung in einem konvergenten Ansatz.
Die Synthese des Fragments Fmoc-D-Arg(Pbf)69-D-Lys(Boc)81-2-CITrt-Harz erfolgte analog
zur Synthesestrategie I. Zur Darstellung des Fragments Fmoc-D-Ala57-Gly68-OH wurden
0,125 mmol H-Gly-2-CITrt-Harz eingesetzt. Die Kupplung der D-Aminoséuren Pro67 und
Thr66 sowie die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppen erfolgte manuell wie unter 3.2.5. bzw.
3.2.4. beschrieben.
Im Synthesizer wurde die Synthese von Position D-Thr65 bis D-Ala57 fortgesetzt.
AnschlieBend erfolgte das Waschen des Harzes mit DCM und eine ,,Kontroll-* als auch
,,HFIP-Abspaltung* nach 3.2.7. bzw. 3.2.8..
0,1 mmol (219 mg) des Fragments Fmoc-D-Ala57-Gly68-OH wurden nach Lésen in 5 ml
NMP und zehnminutiger Ultraschallbehandlung mit 0,1 mmol (41 mg) HCTU, 0,1 mmol (14
mg) HOBt sowie 0,2 mmol (35 pl) DIPEA aktiviert und zu 0,05 mmol am Trager gebundenes
Peptid H-D-Arg(Pbf)69-D-Lys(Boc)81, welches zuvor 20 Minuten in NMP gequollen wurde,
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gegeben. Nach Ablauf einer Reaktionszeit von zwei Stunden erfolgten das Waschen des
Harzes mit NMP und DCM sowie eine ,,Kontrollabspaltung® nach 3.2.7.. Die Acetylierung
nicht reagierter Aminofunktionen wurde durch eine dreimal zehnminutige Behandlung mit
einer Losung aus 10% (v/v) Acetanhydrid und 10% (v/v) DIPEA in DMF erreicht.
Abschlielend erfolgte das Entfernen der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe nach Vorschrift
3.2.4.

Zur Synthese des N-terminalen Fragments Fmoc-D-Arg(Pbf)48-Gly56-OH wurden 0,125
mmol H-Gly-2-CITrt-Harz entsprechend 3.2.5. mit Fmoc-D-Lys(Boc)-OH acyliert. Im Syn-
theseautomaten erfolgten die Kupplungen der Aminosauren bis D-Arg48 und nach einer
,,Kontrollabspaltung® (siehe 3.2.7.) ist das Polymer-gebundene Peptid einer ,,HFIP-
Abspaltung®™ (siehe 3.2.8.) unterzogen worden. Um geniligend Material zu erhalten, wurde
diese Synthese zweimal durchgefuhrt.

0,1 mmol (204 mg) des dementsprechend dargestellten Peptids sind in einem 10 ml Roll-
randgefal in 5 ml NMP geldst und fir zehn Minuten mit Ultraschall behandelt worden.
Mittels 0,1 mmol (41 mg) HCTU, 0,1 mmol (14 mg) HOBt sowie 0,2 mmol (35 ul) DIPEA
wurde die Carbonsaurefunktion in fiinf Minuten aktiviert. Diese Losung ist dem am 2-CITrt-
Harz immobilisierten Peptid H-D-Ala57-D-Lys(Boc)81 zugefiigt worden, welches sich in
einer 10 ml Spritze mit Frittenboden befand und 20 Minuten in NMP gequollen wurde. An
eine zweistiindige Reaktionszeit schloss sich das Waschen des Harzes mit NMP sowie DCM
als auch eine ,,Kontrollabspaltung* nach Methode 3.2.7. an. Nachfolgend wurden nicht
umgesetzte Aminofunktionen durch eine Acetylierung blockiert. Dazu ist der polymere
Tréager dreimal fir zehn Minuten mit einer Lésung aus 10% (v/v) Acetanhydrid und 10%
(v/v) DIPEA in DMF behandelt worden. Nach dem Waschen mit DMF erfolgte das Freisetzen
des N-Terminus entsprechend 3.2.4..

Das Abspalten des Peptids H-D-Arg48-D-Lys81-OH vom 2-CITrt-Harz sowie das simultane
Freisetzen der Seitenkettenfunktionen trifunktioneller Aminosduren wurde mit einer TFA-
Abspaltung nach Vorschrift 3.2.9. realisiert. Das erhaltene Rohpeptid ist préparativ mittels
HPLC gereinigt und ausschlieBlich Produkt enthaltende Fraktionen sind vereint und

lyophillisiert worden.

3.3.3.3. Synthesestrategie 11 (optimierte Synthese)
Die Synthese des Fragments Fmoc-D-Arg69-D-Lys81-2-CITrt-Harz erfolgte analog zur

Synthesestrategie I. Anschlieend wurde das Harz in eine 10 ml Polypropylenspritze mit
Frittenboden 0berfuhrt. Die Kupplungen der nachfolgenden Aminosauren Gly68, D-Pro67

und D-Thr66 sowie Fmoc-Abspaltungen erfolgten entsprechend 3.2.4. und 3.2.5. manuell. Im
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Synthesizer wurde die Synthese des Fragments bis D-Ala57 fortgesetzt und im Anschluss
einer ,,Kontrollabspaltung® nach 3.2.7. unterzogen. Das am polymeren Trager gebundene
Peptid ist nachfolgend in eine 10 ml Polypropylenspritze mit Frittenboden gegeben und Gly57
sowie D-Lys56 von Hand mit den unter 3.2.4. und 3.2.5. beschriebenen Bedingungen
gekuppelt worden. Die Fortsetzung der Synthese erfolgte im Automaten bis D-Arg48.

Das nach erfolgter Festphasensynthese Harz-gebundene Peptid wurde in eine 10 ml Poly-
propylenspritze mit Frittenboden 0berfiihrt und einer TFA-Abspaltung nach 3.2.9. unter-
worfen.

Zur Reduzierung von eventuell entstandenem Biotinsulfoxid wurde das geféllte Produkt mit
5 ml einer Losung aus 96% TFA, 1,6% EDT sowie 2,4% TMSBr (v/v/v) versetzt und flr eine
Stunde bei Raumtemperatur geriihrt [204]. Anschlieend wurde die TFA mittels Vakuum
entfernt und das Produkt aus dem 6ligen Ruckstand mit eiskaltem Diethylether gefallt. Das N-
terminal Fmoc-geschiitzte Rohprodukt wurde mittels préparativer HPLC gereinigt und die
Produkt enthaltenden Fraktionen miteinander vereint und gefriergetrocknet.

Nachfolgend wurde das Produkt fir zehn Minuten mit 10 ml einer 50%igen (v/v) Morpholin-
Ldsung in DMF versetzt um den N-Terminus freizusetzen. Das Lésungsmittelgemisch ist mit
einem Rotationsverdampfer entfernt worden, der Rickstand wurde in 1%iger (v/v) wéssriger
TFA-LOsung gelost und unter Verwendung einer préparativen HPLC gereinigt. Exklusiv

Produkt enthaltende Fraktionen wurden vereint und lyophillisiert.
3.3.4. Festphasensynthese von HMGA 1b Z-D-Arg25-Gly47-OGp

3.3.4.1. Synthesestrategie | (Einschrittsynthese)

0,125 mmol H-Gly-2-CITrt-Harz wurden in einen entsprechenden Reaktor fur den Synthese-
apparat eingewogen und die automatisierte Kupplung der Aminoséuren bis D-Ser37 durch-
gefiihrt. AnschlieBend erfolgte eine Kontrollabspaltung entsprechend 3.2.7.. Beruhend auf den
unter 4.3.4. beschriebenen Ergebnissen wurde die Synthese an dieser Stelle abgebrochen und

diese Synthesestrategie unter den gegebenen Bedingungen verworfen.

3.3.4.2. Synthesestrategie Il (konvergente Synthese)

Innerhalb dieser Strategie wurde das Fragment in vier Subfragmente aufgeteilt, welche in
einer konvergenten Synthese zum entsprechenden Produkt fuhren sollte.

0,125 mmol H-Gly-2-CITrt-Harz wurde in eine 10 ml Polypropylenspritze mit Frittenboden
eingewogen und 20 Minuten mit NMP gequollen. Nachfolgend wurde Fmoc-D-Arg(Pbf)-OH
nach Methode 3.2.5. gekuppelt und die Synthese im Automaten bis D-Lys43 fortgesetzt. An-
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schlieBend wurde das Harz einer ,,Kontrollabspaltung® nach 3.2.7. und einer N-terminalen
Fmoc-Schutzgruppen-Abspaltung entsprechend 3.2.4. unterworfen, mit DMF, DCM und
Diethylether gewaschen und im Vakuumschrank getrocknet.

Fur die Synthese des N-terminal- und seitenkettengeschitzten Peptids Fmoc-D-Ser(tBu)37-D-
Pro42-OH wurden 0,125 mmol H-D-Pro-2-CITrt-Harz eingewogen, mit Fmoc-D-Thr(tBu)-OH
entsprechend 3.2.5. acyliert und im Synthesizer die Anheftung der Aminosauren bis D-Ser37
fortgesetzt. Anschlieend wurde die Synthese qualitativ kontrolliert (Methode 3.2.7.) und das
Produkt einer ,,HFIP-Abspaltung* nach Methode 3.2.8. unterzogen.

Fur die Segmentkondensation von Fmoc-D-Ser(tBu)37-D-Pro42-OH mit H-D-Lys(Boc)43-
Gly47-2-CITrt wurden 0,05 mmol des tragergebundenen Peptids in einer 10 ml Poly-
propylenspritze mit Frittenboden 20 Minuten in NMP gequollen. In einem 10 ml Rollrand-
gefal sind 0,1 mmol (101 mg) des vollgeschitzten Peptids Fmoc-D-Ser(tBu)37-D-Pro42-OH
in 5 ml NMP gel6st und zehn Minuten im Ultraschallbad behandelt worden. Diese Lésung
wurde mit 0,1 mmol (41 mg) HCTU, 0,1 mmol (14 mg) HOBt sowie 0,25 mmol (35 pl)
DIPEA versetzt und nach funf Minuten Aktivierung ber eine Kanile in die Fritte mit dem
Trager-gebundenen Peptid Uberfiihrt. Nach einer Kupplungszeit von zwei Stunden wurde das
Harz mehrmals mit NMP gewaschen und einer ,,Kontrollabspaltung* nach 3.2.7. unterworfen.
Die Blockierung nicht reagierter Aminofunktionen erfolgte durch eine dreimal zehnminitige
Behandlung mit einer Losung aus 10% (v/v) Acetanhydrid sowie 10% (v/v) DIPEA in DMF.
Eine Fmoc-Abspaltung (3.2.4.) sowie Waschen mit DMF und DCM ist abschliel3end
durchgefuhrt worden.

Zur Synthese des Fragmentes H-D-Arg29-D-Pro36-2-CITrt wurde Fmoc-D-Glu(OtBu)-OH
entsprechend 3.2.5. an 0,125 mmol H-D-Pro-2-CITrt gekuppelt. Die Aminoséuren bis D-
Arg29 sind im Syntheseautomaten angefugt worden. Nach einer ,,Kontrollabspaltung*
(Methode 3.2.7.) wurde die Fmoc-Schutzgruppe des N-Terminus nach Methode 3.2.4. ent-
fernt, das Harz mit DMF, DCM sowie Diethylether gewaschen und im Vakuum getrocknet.
Fur die Darstellung des vollgeschutzten Fragmentes Fmoc-D-Arg(Pbf)25-D-Pro28-OH wurde
entsprechend der Vorschrift 3.2.5. Fmoc-D-Arg(Pbf)-OH an 0,125 mmol H-D-Pro-2-CITrt-
Harz geknipft. Die Aminosdauren bis D-Arg25 wurden vom Synthesizer gekuppelt. Nach
Ablauf der automatisierten Peptidsynthese wurde nach Methode 3.2.7. eine
,,Kontrollabspaltung® durchgefiihrt. Um die vollgeschitzte Peptidsaure zu erhalten, ist das
Polymer-gebundene Peptid einer ,,HFIP-Abspaltung* nach 3.2.8. unterworfen worden.

0,1 mmol (121 mg) des vollgeschutzten Peptids Fmoc-D-Arg(Pbf)25-D-Pro28-OH wurden in
einem 10 ml RollrandgefalR mit 5 ml NMP geldst, zehn Minuten mit Ultraschall behandelt und
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mit 0,1 mmol (41 mg) HCTU, 0,1 mmol (14 mg) HOBt und 0,2 mmol (35 pl) DIPEA fir funf
Minuten aktiviert. Diese LAsung wurde zu 0,05 mmol Tréager-gebundenem Fragment H-D-
Arg(Pbf)29-D-Pro36-2-CITrt gegeben, welches zuvor 20 Minuten mit NMP gequollen worden
war. Nach Ablauf einer Kupplungszeit von zwei Stunden wurde das Harz mit NMP, DMF,
DCM gewaschen. Die Blockierung nicht umgesetzter Aminofunktionen erfolgte durch
Acetylierung. Dazu wurde das Harz dreimal zehn Minuten mit einer Lésung aus 10% (v/v)
Acetanhydrid sowie 10% (v/v) DIPEA in DMF versetzt und anschlieBend mit DMF und
DCM gewaschen. Daran anschliefend erfolgte die Abspaltung der N“-Fmoc-Schutzgruppe
nach 3.2.4. sowie die Einfuhrung der Z-Schutzgruppe. Dies wurde durch zweimaliges Inku-
bieren des immobilisierten Peptids mit 0,2 mmol (50 mg) Z-OSu und 0,4 mmol (69 ul)
DIPEA in NMP fur zwei Stunden realisiert. Dem schloss sich eine ,,Kontrollabspaltung nach
3.2.7. an.

Fur die Segmentkondensation zur Darstellung der vollgeschitzten Peptidsdure Z-D-
Arg(Pbf)25-Gly47-OH sind 0,1 mmol (283 mg) Z-D-Arg(Pbf)25-D-Pro36-OH, 0,1 mmol (41
mg) HCTU, 1 mmol (14 mg) HOBt in 5 ml NMP gel6st worden. Die Aktivierung erfolgte
durch Zugabe von 0,2 mmol (35 pl) DIPEA. Diese Ldsung wurde anschlieRend zu 0,05 mmol
in NMP gequollenem H-D-Ser(tBu)37-Gly-2CITrt-Harz gegeben und fir zwei Stunden
geschdittelt. Nach zwei Stunden Kupplung war das Harz mit NMP, DMF, DCM gewaschen
worden. Zur Blockierung nicht umgesetzter Aminofunktionen wurde das Harz dreimal zehn
Minuten mit einer Lésung aus 10% (v/v) Acetanhydrid sowie 10% (v/v) DIPEA in DMF
versetzt (Acetylierung) und anschlieend mit DMF und DCM gewaschen.

Zur Generierung des vollgeschitzten Fragments Z-D-Arg(Pbf)25-Gly47-OH wurde das
Tréger-gebundene Peptid einer ,,HFIP-Abspaltung® entsprechend 3.2.8. unterzogen.

0,02 mmol (100 mg) des so erhaltenen Peptids sind in einen 100 ml Rundkolben einge-
wogen, in 5 ml absolutem DMF geldst und fiir zehn Minuten Ultraschall ausgesetzt worden.
0,6 mmol (210 mg) HOGp(Boc)z, 0,10 mmol (52 mg) PyBOP®, 0,10 mmol (17 pl) DIPEA
sowie 3 A Molsieb wurden anschlieBend zugefiigt, der pH-Wert auf 8 eingestellt und der
Kolben mit einem CaCl,-Rohr verschlossen. Das Losungsmittel ist nach vier Stunden rihren
vom Molsieb getrennt und im Vakuum abgedampft worden.

Der 6lige Ruckstand wurde mit 10 ml einer Abspaltlésung aus 5% Wasser (v/v), 5% TIS (v/v)
in TFA versetzt und flr drei Stunden stark geriihrt, um sowohl die Abspaltung der Seiten-
ketten-Schutzgruppen aller trifunktioneller Aminosduren als auch der Boc-Schutzgruppen der
Alkoholkomponente zu realisieren. Nachfolgend wurde der Abspaltmix im Vakuum

eingeengt und aus dem Ruckstand der N-terminal Z-geschitzte Peptidester mit eiskaltem
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Diethylether geféllt. Das Rohprodukt ist nach Abfritten und Waschen mit Diethylether einer
praparativen HPLC-Reinigung unterworfen worden. Ausschlielich Produkt enthaltende

Fraktionen wurden vereint und lyophilisiert.

3.3.4.3. Synthesestrategie 11 (optimierte Synthese)

0,125 mmol H-Gly-2-CITrt-Harz wurden in eine 10 ml Polypropylenspritze mit Frittenboden
eingewogen und 20 Minuten mit NMP gequollen. AnschlieRend wurde D-Arg46 mit den unter
3.2.5. genannten Bedingungen gekuppelt. Die weitere Synthese wurde im Syntheseapparat bis
D-Lys43 fortgefuhrt. AnschlieBend wurden die Aminosauren D-Pro42 sowie D-Thr41 manuell
nach Methode 3.2.5. geknipft. Die Aminosduren D-Pro40 bis D-Ser37 sind mittels Syn-
thesizer geknulpft worden. Die Aminoséuren D-Pro36 und D-GIlu35 sind wiederum per Hand
gekuppelt worden. Die Fortsetzung der Synthese bis Position D-Arg29 erfolgte voll-
automatisiert im Synthesizer. Mit den Bedingungen unter 3.2.5. sind nachfolgend die D-
Aminosauren Pro28 und Arg27 eingebaut worden. Die Synthese wurde bis D-Arg25 im
Automaten fortgesetzt. Zur Blockierung freier Aminofunktionen wurde das Harz dreimal zehn
Minuten mit einer Losung aus 10% (v/v) Acetanhydrid sowie 10% (v/v) DIPEA in DMF
versetzt und anschlieBend mit DMF und DCM gewaschen. AbschlieBend wurde die N-
terminale Fmoc-Schutzgruppe nach Methode 3.2.4. abgespalten.

Zur Einfiihrung der N-terminalen Z-Schutzgruppe wurde der polymere Trager zweimal zwei
Stunden mit einer Losung aus 0,5 mmol (125 mg) Z-OSu, 1 mmol (172 pl) DIPEA, gelost in
5 ml NMP, inkubiert und nachfolgend mit DMF und DCM gewaschen. Der Verlauf der
Synthese wurde mit der Methode 3.2.7. tberprift.

Um die vollgeschutzte Peptidsaure zu erhalten, wurde das Harz nach dem unter 3.2.8.
beschriebenen Protokoll einer ,,HFIP-Abspaltung™ unterzogen.

Zur Veresterung sind 0,05 mmol (245 mg) Peptid in einen 100 ml Rundkolben eingewogen,
in 5 ml absolutem DMF gel6st und fur zehn Minuten Ultraschall ausgesetzt worden.
AnschlieBend wurden 1,5 mmol (527 mg) HOGp(Boc),, 0,25 mmol (130 mg) PyBOP®, 0,25
mmol (43 ul) DIPEA sowie 3 A Molsieb zugefiigt, der pH-Wert auf 8 eingestellt und der Kol-
ben mit einem CaCl,-Rohr verschlossen. Nach vier Stunden Ruhren wurde die Losung vom
Molsieb getrennt und das Losungsmittel im Vakuum abgedampft.

Zur simultanen Abspaltung der Seitenketten-Schutzgruppen des Peptidesters und der Boc-
Schutzgruppen der Alkoholkomponente wurde der Ruckstand mit 10 ml einer Abspaltlésung
aus 5% Wasser (v/v), 5% TIS (v/v) in TFA versetzt und fir drei Stunden stark gerihrt.
Nachfolgend wurde der Abspaltmix im Vakuum eingeengt und aus dem Riickstand der N-

terminal Z-geschitzte Peptidester mit eiskaltem Diethylether gefallt. Nach Abfritten und
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Waschen des Rohprodukts mit Diethylether wurde dieses einer praparativen HPLC-Reinigung
unterworfen. AusschlieBlich Produkt enthaltende Fraktionen sind vereint und lyophilisiert

worden.
3.3.5. Festphasensynthese von HMGA 1b Ac-D-Ser1-Gly24-OGp

3.3.5.1. Synthesestrategie | (Einschrittsynthese)

0,125 mmol H-Gly-2-CITrt-Harz wurden in eine 10 ml Polypropylenspritze mit Frittenboden
eingewogen und 20 Minuten mit NMP gequollen. Mit den unter 3.2.5. genannten Bedingung-
en wurde D-Arg23 gekuppelt. Die D-Aminosauren Lys22 bis Leull wurden mittels Synthese-
apparat gekuppelt. Eine ,Kontrollabspaltung“ ist nachfolgend gemaR Methode 3.2.7.
durchgefiihrt worden. Aufgrund der unter 4.1.5. beschriebenen Ergebnisse wurde die Syn-
these an dieser Stelle abgebrochen.

3.3.5.2. Synthesestrategie Il (konvergente Synthese)

In einem konvergenten Syntheseansatz, bestehend aus der Ligation von drei Fragmenten,
sollte die Darstellung des Fragmentes Ac-D-Ser1-Gly24-OGp realisiert werden.

In eine 10 ml Polypropylenspritze mit Frittenboden wurden 0,125 mmol H-Gly-2-CITrt-Harz
eingewogen und 20 Minuten in NMP gequollen. Anschlielend wurde Fmoc-D-Arg(Pbf)-OH
nach der in 3.2.5. beschriebenen Methode gekuppelt, die Synthese im Syntheseapparat bis D-
Thr20 fortgesetzt, eine ,,Kontrollabspaltung* entsprechend 3.2.7. durchgefuhrt und der N-
Terminus entsprechend 3.2.4. freigesetzt.

In einem weiteren 10 ml Reaktor wurden 0,125 mmol H-Gly-2-CITrt eingewogen und nach
20 Minuten quellen mit Fmoc-D-Asp(OtBu)-OH nach den unter 3.2.5. gegebenen Beding-
ungen umgesetzt. Nachfolgend wurde die Synthese im Automaten bis D-Leull fortgesetzt. Es
erfolgte eine Kontrolle der Synthese wie unter 3.2.7. beschrieben und die Abspaltung der N-
terminalen Fmoc-Schutzgruppe nach 3.2.4.. AnschlieBend wurde die vollgeschitzte Peptid-
sdure durch eine ,,HFIP-Abspaltung® nach 3.2.8. dargestellt.

Fur die chemische Ligation wurden 0,05 mmol H-D-Thr(tBu)20-Gly24-2-CITrt-Harz in 5 ml
NMP gequollen. 0,1 mmol (181 mg) Fmoc-D-Leull-Gly19-OH sind mit 0,1 mmol (41 mg)
HCTU, 0,1 mmol (14 mg) HOBt und 0,2 mmol (34 pl) DIPEA fir funf Minuten aktiviert und
dem polymeren Trager zugefiihrt worden. Nach zwei Stunden wurde der Trager von der
Losung separiert und nicht umgesetzte Aminosauren acetyliert. Hierflir wurde das Harz

dreimal zehn Minuten mit einer Losung aus 10% (v/v) Acetanhydrid sowie 10% (v/v) DIPEA
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in DMF versetzt und anschlieBend mit DMF und DCM gewaschen. Das Freisetzen des N-
Terminus erfolgte nach Methode 3.2.4. im Reaktor.

Fur die Darstellung des geschutzten Peptids Fmoc-D-Ser(tBu)1-D-Pro10-OH wurden 0,125
mmol H-D-Pro-2-CITrt-Harz eingewogen, das Harz 20 Minuten in NMP gequollen und
Fmoc-D-GIn(Trt)-OH mit den Bedingungen unter 3.2.5. gekuppelt. Mittels automatisierter
Festphasensynthese wurde das Fragment bis D-Serl vervollstandigt und mit einer ,,Kontroll-
abspaltung® nach 3.2.7. uberpriift. Nach Abspaltung der N-terminalen Schutzgruppe, wie
unter 3.2.4. beschrieben, erfolgte die Acetylierung des N-Terminus. Dazu wurde das Harz
dreimal zehn Minuten mit einer Lésung aus 10% (v/v) Acetanhydrid sowie 10% (v/v) DIPEA
in DMF versetzt und anschlieBend mit DMF und DCM gewaschen. Nachfolgend ist das am 2-
CITrt-Harz gebundene Peptid einer ,,HFIP-Abspaltung™ nach Methode 3.2.8. unterworfen
worden.

0,05 mmol H-D-Leull-Gly24-2-CITrt wurden fiir die chemische Ligation in eine 10 ml Poly-
propylenspritze mit Frittenboden eingewogen und 20 Minuten mit NMP gequollen. 0,1 mmol
(179 mg) des Fragmentes Ac-D-Serl-D-Pro10-OH sind in einem 10 ml RollrandgefaR in 5 ml
NMP geldst und fir zehn Minuten mit Ultraschall behandelt worden. Die Aktivierung der
Carbonséaurefunktion erfolgte durch Zugabe von 0,1 mmol (41 mg) HCTU, 0,1 mmol (14 mg)
HOBt und 0,2 mmol (35 pl) DIPEA. Nach fiinf Minuten wurde diese Ldsung Uber eine
Kanile dem polymeren Trager zugefligt und fir zwei Stunden auf einem Blutrotierer
belassen. An die Ligation schloss sich die Acetylierung nicht reagierter Aminofunktionen an.
Dazu wurde das Harz dreimal zehn Minuten mit einer Losung aus 10% (v/v) Acetanhydrid
sowie 10% (v/v) DIPEA in DMF versetzt und anschliefend mit DMF und DCM gewaschen.
Zur Uberpriifung der Reaktion wurde eine ,,Kontrollabspaltung* nach 3.2.5. durchgefiihrt.
Das zur Veresterung notwendige vollgeschiitzte Peptid wurde durch eine ,,HFIP-Abspaltung*
entsprechend 3.2.8. generiert. Zur Veresterung sind 0,05 mmol (220 mg) Peptid in einen 100
ml Rundkolben eingewogen, in 5 ml absolutem DMF gel6st und fiir zehn Minuten dem Ultra-
schall ausgesetzt worden. Anschlieend wurden 1,5 mmol (527 mg) HOGp(Boc),, 0,25 mmol
(130 mg) PyBOP®, 0,25 mmol (43 pl) DIPEA sowie 3 A Molsieb zugefiigt, der pH-Wert auf
8 eingestellt und der Kolben mit einem CaCl,-Rohr verschlossen. Nach vierstiindiger
Reaktion wurde die Ldsung vom Molsieb getrennt und im Vakuum das Ldsungsmittel
abgedampft. Das Abspalten der Schutzgruppen erfolgte analog zu 3.2.9.. Das Rohprodukt ist

praparativ mittels HPLC gereinigt worden.
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3.3.5.3. Synthesestrategie 11 (optimierte Synthese)

In eine 10 ml Polypropylen-Spritze wurden 0,125 mmol H-Gly-2-CITrt eingewogen und 20
Minuten mit NMP gequollen. Nachfolgend ist Fmoc-D-Arg(Pbf)-OH mit den unter 3.2.5.
beschriebenen Bedingungen gekuppelt worden. Im Synthesizer wurde die Synthese bis D-
Thr20 fortgesetzt. Die Kupplungen der Aminosauren Gly(Dmb)19 und D-Aspl8 sowie die
entsprechenden Abspaltungen der Fmoc-Schutzgruppe erfolgten mit den Vorschriften aus
3.2.4. und 3.2.5.. Die Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppen geschah sowohl
manuell, als auch im Synthesizer mit 20% (v/v) Piperidin in DMF. Die Synthese wurde im
Syntheseapparat bis D-Leull fortgesetzt. Entsprechend 3.2.4. und 3.2.5. wurden die
D-Aminoséuren Prol0 sowie GIn9 manuell gekuppelt und die Synthese im Synthesizer bis
D-Serl fortgesetzt. Nachfolgend wurde die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe mit einer Lésung
aus 20% (v/v) Piperidin in DMF entfernt und der N-Terminus acetyliert. Dazu ist der
polymere Trager dreimal zehn Minuten mit 8 ml einer Lésung aus 10% (v/v) Acetanhydrid,
10% (v/v) DIPEA in DMF inkubiert und nachfolgend mit DMF sowie DCM gewaschen
worden. AnschlieRend erfolgte die Uberpriifung der Synthese nach 3.2.7..

Im nachfolgenden Schritt wurde das vollgeschiitzte Peptid mit dem unter 3.2.8. beschriebenen
Protokoll vom polymeren Trager abgelost.

Fir die Veresterung wurden 0,09 mmol (396 mg) vollgeschitztes Ac-D-Ser(tBu)1-Gly24-OH
mit 2,7 mmol (950 mg) HOGp(Boc), in einen 100 ml Rundkolben eingewogen, in 10 mi
absolutem DMF gel6st und zehn Minuten mit Ultraschall behandelt. AnschlieBend wurden
0,45 mmol (234 mg) PyBOP®, 0,45 mmol (77 pl) DIPEA sowie 3 A Molsieb zugegeben und
der Kolben mit einem CaCl,-Rohr verschlossen. Nach einer Reaktionszeit von vier Stunden
wurde das Losungsmittel im Vakuum abdestilliert. Zur Abspaltung der Seitenketten-
Schutzgruppen wurde der Rickstand mit 5 ml einer Losung aus 5% Wasser, 5% TIS und 90%
TFA (v/viv) versetzt und fur drei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nachfolgend wurde
der Abspaltmix im Vakuum entfernt und der Peptidester mit eiskaltem Diethylether gefallt.
Das gefallte Produkt wurde mit einer Fritte vom Ldsungsmittel separiert und einer Reinigung
mittels praparativer HPLC unterworfen. Ausschlieflich Produkt enthaltende Fraktionen sind

vereint und lyophillisiert worden.

3.3.6. Aktivierung der Cystein-Protease Clostripain und Kontrolle der Aktivitat

Die Aktivierung der Protease erfolgte nach dem von PORTER et al. verdffentlichten Protokoll

[112]. Dementsprechend wurde fir die Herstellung von 1 ml einer doppelt konzentrierten
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Aktivierungslsung 5 pmol (0,771 mg) DTT in ein 1,5 ml Reaktionsgefal eingewogen, in 998
pl Wasser geltst und 2 pl einer 1 M CaCl, Lésung zugegeben.

Zur Herstellung und Aktivierung von 100 pl einer 10* M CLP-Stammldsung wurden
0,55 mg lyophillisiertes Clostripain in ein 1,5 ml Kryorthrchen eingewogen, mit 50 pl Wasser
geldst, 50 ul der frisch hergestellten Aktivierungslosung zugefiigt und fiir zwei Stunden bei
25 °C in einem Thermomixer unter sanftem Schutteln belassen. AnschlieBend erfolgte die
Uberpriifung der Aktivitit des Enzyms durch enzymatische Hydrolyse des Benzoyl-Glycyl-4-
Guanidinophenylesters.

3.3.7. Clostripain-katalysierte Ligation der Fragmente Z-D-Arg25-Gly47-OGp
und H-D-Arg48-D-Lys81-OH

3.3.7.1. Spontane Esterhydrolyse

In ein 500 pl Reaktionsgefal wurden 22,5 pl Wasser mit 25 pl des doppelt konzentrierten
Puffers (0,2 M HEPES, 0,2 M NaCl, 0,02 M CacCl,, pH 8,0) pipettiert. AnschlieRend erfolgte
die Zugabe von 25 ul einer 20 mM Z-D-Arg25-Gly47-OGp salzsauren, wassrigen
Stammlésung (pH 6,5) und die Inkubation bei 30 °C im Thermomixer. Nach definierten Zeit-
raumen wurden 6 pl Probenlésung entnommen, die Reaktion mit 24 pl Stopplosung (1% (v/v)
TFA in Wasser) abgebrochen und mittels RP-HPLC analysiert.

3.3.7.2. Enzymatische Esterhydrolyse

In separaten 500 pl Reaktionsgefalien wurden in einem Endvolumen von 50 pl enzymatische
Hydrolyseexperimente durchgefiihrt. Der Ansatz setzte sich aus 0,1 M HEPES, 0,1 M NacCl,
0,01 M CaCly, pH 8,0 und 1 mM Z-D-Arg25-Gly47-OGp mit entsprechenden Volumina an
10* M CLP Stammldsung und Wasser zusammen, um Enzymkonzentrationen von 1 - 10° M,
5-10° M bzw. 1 - 10" M CLP im Ansatz zu erreichen. Die Inkubation erfolgte bei 30 °C in
einem Thermomixer. Nach definierten Zeitrdumen wurden 6 pl Probenlésung entnommen,

mit 24 ul Stopplésung (1% (v/v) TFA in Wasser) vermengt und mittels HPLC analysiert.

3.3.7.3. Spontaner Acyltransfer

In ein 500 pl Reaktionsgefall wurden 17,5 pl Wasser mit 25 pl des doppelt konzentrierten
Puffers (0,2 M HEPES, 0,2 M NaCl, 0,02 M CaCl,, pH 8,0), 5 pl einer 10 mM H-D-Arg48-D-
Lys81-OH wassrigen Stammlosung, 2,5 pl einer 20 mM Z-D-Arg25-Gly47-OGp salzsauren,

waéssrigen Stammldsung (pH 6,5) pipettiert und bei 30 °C in einem Thermomixer geschittelt.
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Nach definierten Zeitrdumen wurden 6 pl Probenlésung entnommen, mit 24 ul Stopplésung
(1% (v/v) TFA in Wasser) vermischt und mittels HPLC analysiert.

3.3.7.4. Optimierung des enzymatischen Acyltransfers

In separate 500 ul ReaktionsgefaRe wurden in einem Endvolumen von 50 pl, welche 0,1 M
HEPES, 0,1 M NaCl, 0,01 M CaCly, pH 8,0, 1 mM Z-D-Arg25-Gly47-OGp, 5 - 10° M CLP
enthielten, entsprechende Volumina der 10 mM H-D-Arg48-D-Lys81-OH Stammldsung und
Wasser gegeben, um finale Nukleophilkonzentrationen von 0,1 mM, 0,2 mM, 0,3 sowie 0,4
mM zu realisieren. Die Reaktionen wurden durch Zugabe der Protease gestartet und die
Inkubation erfolgte bei 30 °C in einem Thermomixer. Nach definierten Zeitintervallen wurden
6 pl des Reaktionsansatzes entnommen, mit 24 pl Stopplésung (1% (v/v) TFA in Wasser)
versetzt und chromatographisch analysiert. Die Ausbeute berechnet sich nach Gleichung 2 (N
= Nukleophil, E = Ester).

Flache N bei t, - Flache N bei t, . [N]in mM
Flache N bei t, [E]in mM

Ausbeutein % =

*100 (Gleichung 2)

3.3.7.5. Enzymatischer Acyltransfer unter optimierten Bedingungen

In ein 1,5 ml Reaktionsgefal wurden 500 pl Puffer (0,2 M HEPES, 0,2 M NaCl, 0,02 M
CaCly, pH 8,0), 333 ul 10 mM H-D-Arg48-D-Lys81-OH, 77 ul Wasser und 50 pl 20 mM Z-D-
Arg25-Gly47-OGp pipettiert, dieser auf 30 °C temperiert und der Acyltransfer durch Zugabe
von 50 pl 10* M CLP gestartet. Nach 45 Minuten ist der Reaktionsansatz mit 100 pl
Stopplosung (10% (v/v) TFA in Wasser) versetzt worden.

Die Reinigung des Produkts erfolgte mittels semi-praparativer HPLC. Neben der Isolierung
des Produkts wurde auch nicht umgesetztes Nukleophil zuriickgewonnen. Es sind aus-
schliel3lich Produkt- bzw. Nukleophil-enthaltende Fraktionen getrennt vereint und gefrier-

getrocknet worden.

3.3.8. Abspaltung der Z-Schutzgruppe von Z-D-Arg25-D-Lys81-OH

Zur Abspaltung der N-terminalen Z-Schutzgruppe nach dem Protokoll von Kiso et al. [205]
sind pro Ansatz 2 umol (20 mg) Z-D-Arg25-D-Lys81-OH in ein 1,5 ml Kryordhrchen
eingewogen und mit 0,96 mmol (112 pl) Thioanisol sowie 5,6 mmol (412 pl) TFA fir drei
Stunden in einem Thermomixer bei 30 °C unter heftigem Schitteln inkubiert worden. Nach-
folgend wurde das Peptid aus der Lésung mit eiskaltem Diethylether geféllt, zentrifugiert und
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mittels semi-préparativer HPLC gereinigt. AusschlieBlich Produkt enthaltende Fraktionen

wurden vereint und lyophillisiert.

3.3.9. Clostripain-katalysierte Ligation der Fragmente Ac-D-Serl-Gly24-OGp
und H-D-Arg25-D-Lys81-OH

3.3.9.1. Spontane Esterhydrolyse

In ein 500 pl Reaktionsgefal wurden 22,5 pl Wasser mit 25 pl eines doppelt konzentrierten
Puffers (0,2 M HEPES, 0,2 M NaCl, 0,02 M CaCl,, pH 8,0) und 2,5 pul einer 20 mM Ac-D-
Serl-Gly24-OGp wassrigen Stammlosung (pH 6,5 mit HCI eingestellt) pipettiert. Nach
definierten Zeitraumen wurden 6 pl Probenlésung entnommen sowie die Reaktion mit 24 pl

Stopplosung (1% (v/v) TFA in Wasser) abgebrochen und einer HPLC-Analyse unterworfen.

3.3.9.2. Enzymatische Esterhydrolyse

In separate 500 pl Reaktionsgefale wurden in einem Endvolumen von 50 ul, welche 0,1 M
HEPES, 0,1 M NaCl, 0,01 M CaCl,, pH 8,0 und 1 mM Ac-D-Serl-Gly24-OGp enthielten,
entsprechende Volumina an 10* M CLP-Stammlésung und Wasser gegeben, um finale
Enzymkonzentration von 1+ 10° M, 5+ 10° M bzw. 1 - 107 M CLP im Ansatz zu erreichen.
Die Inkubation der Reaktionsmischung erfolgte bei 30 °C in einem Thermomixer. Nach
definierten Zeitrdumen wurden 8 ul Probenlésung entnommen, mit 22 ul Stopplésung (1%

(v/v) TFA in Wasser) vermengt und mittels HPLC analysiert.

3.3.9.3. Spontaner Acyltransfer

In ein 500 pl Reaktionsgefall wurden 17,5 pl Wasser mit 25 pl des doppelt konzentrierten
Puffers (0,2 M HEPES, 0,2 M NaCl, 0,02 M CaCl,, pH 8,0), 5 pl einer 10 mM H-D-Arg25-D-
Lys81-OH waéssrigen Stammldsung und 2,5 pl einer 20 mM Ac-D-Serl-Gly24-OGp
salzsauren wassrigen Stammldsung (pH 6,5) pipettiert. Die Inkubation des Ansatzes erfolgte
im Thermomixer bei 30 °C. Nach definierten Zeitrdumen wurden 8 pl Probenldsung
entnommen, mit 22 pl Stopplésung (1% (v/v) TFA in Wasser) vermischt und mittels HPLC

analysiert.

3.3.9.4. Optimierung des enzymatischen Acyltransfers

In separate 500 pl ReaktionsgefaRe wurden in einem Endvolumen von 50 pl, welche 0,1 M
HEPES, 0,1 M NaCl, 0,01 M CaCl,, pH 8,0, 1 mM Z-D-Arg25-Gly47-OGp und 5 - 10° M
CLP enthielten, entsprechende Volumina der 10 mM H-D-Arg25-D-Lys81-OH Stammldsung

und Wasser gegeben, um finale Nukleophilkonzentrationen von 1 mM, 2 mM, 3 mM und
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4 mM zu realisieren. Bei weiteren Ansatzen wurde Tween 20 oder Harnstoff zugesetzt, wobei
die finalen Konzentrationen 0,001% bzw. 0,5 M betrugen. Die Reaktionen wurden durch
Zugabe der Protease gestartet und die Inkubation erfolgte bei 30 °C in einem Thermomixer.
Nach definierten Zeitintervallen wurden 8 pl des Reaktionsansatzes entnom-men, 22 pl
Stopplosung (1% (v/v) TFA in Wasser) zugesetzt und mit Hilfe von HPLC analysiert.

3.3.9.5. Enzymatischer Acyltransfer unter optimierten Bedingungen

In 1,5 ml ReaktionsgefélRe wurden 200 pl Puffer (0,2 M HEPES, 0,2 M NacCl, 0,02 M CacCly,
pH 8,0), 120 pl 10 mM H-D-Arg25-D-Lys81-OH, 56 ul Wasser, 20 pul 20 mM Ac-D-Serl-
Gly24-OGp sowie 4 pl 0,1%-ige Tween-Losung pipettiert, auf 30 °C temperiert und die
Acyltransferreaktionen durch Zugabe von 20 pl 10* M CLP gestartet. Nach 45 Minuten sind
die Reaktionsansétze mit 400 pl Stopplosung (1% (v/v) TFA in Wasser) versetzt worden.

Die Reinigung des Produkts erfolgte mittels semi-praparativer HPLC. Neben der Isolierung
des Produkts wurde auch nicht umgesetztes Nukleophil zurlickgewonnen. Es sind
ausschlieBlich Fraktionen, die Produkt bzw. Nukleophil enthielten, getrennt vereint und ge-

friergetrocknet worden.
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3.4. Methoden Teil B —,,Studien zur Synthese von E. coli Parvulin 10

3.4.1. Synthese von H-LGSVKASAYK-OH und H-LIVDAVLEPVKAAGAY -
OH

0,125 mmol 2-CITrt-Harz, mit der entsprechenden Aminosaure beladen, wurden in eine 10 ml
Polypropylenspritze mit Frittenboden eingewogen und fur 20 Minuten mit NMP gequollen.
Im Anschluss erfolgte die Kupplung der jeweils zweiten Aminosdure der Sequenz manuell
mit den unter 3.2.5. gegebenen Bedingungen. Die Synthese ist im Automaten fortgefuhrt
worden. Zur simultanen Abspaltung der Seitenketten-Schutzgruppen sowie der Peptidkette
vom polymeren Tréger wurde entsprechend 3.2.9. vorgegangen. Im Vakuum wurde die TFA
abgedampft und der 6lige Ruckstand einer Fallung mit eiskaltem Diethylether unterworfen.
Das erhaltene Rohprodukt ist abgefrittet, mit eiskaltem Diethylether gewaschen, getrocknet
sowie HPLC-chromatographisch gereinigt worden. AusschlieBlich Produkt enthaltende Frak-

tionen wurden vereint und gefriergetrocknet.

3.4.2. Synthese von Bz-AYLDAYVKAG-OGp

Fmoc-Ala-4-Sulfamylbutyrylaminomethyl-Polystyren-Harz wurde entsprechend 3.2.2. her-
gestellt und 0,125 mmol dieses substituierten Tréagers in der automatisierten Festphasen-
Peptidsynthese entsprechend 3.2.6. eingesetzt. Nach erfolgter Synthese ist das Harz mit NMP
gewaschen und die linker-Gruppierung zweimal vier Stunden sowie einmal Uber Nacht mit
1,6 mmol (117 pl) lodacetonitril und 0,68 mmol (118 pl) DIPEA in NMP entsprechend [206]
aktiviert worden. Das Abldsen des Peptidesters resultierte durch die Zugabe von 1 mmol (683
mg) H-Gly-OGp(Boc); - TOS und 1 mmol (172 pl) DIPEA in DMF bei pH 8 fur 24 Stunden.
Sowohl die Peptid-DMF Lésung als auch das DMF, mit dem das Harz nachgewaschen wurde,
sind in einem Kolben vereint worden. Nach Entfernen des Ldsungsmittels im
Rotationsverdampfer wurde der 0Olige Rickstand einer unter 3.2.9. beschriebenen TFA-

Abspaltung unterworfen.

3.4.3. Synthese von Par10 H-Lys36-Asn92-OH

0,125 mmol Fmoc-Asn(Trt)-2-CITrt-Harz wurden in eine 10 ml Polypropylenspritze mit Frit-
tenboden eingewogen und 20 Minuten mit NMP gequollen. AnschlieRend erfolgte die manu-
elle Kupplung des Aminoséurederivates Fmoc-Arg(Pbf)-OH nach dem Protokoll 3.2.5.. Die
Kupplungen der Aminoséuren Tyr90 bis His37 wurden im Syntheseautomaten vorgenommen.

An ausgewdhlten Positionen wurden ,,Kontrollabspaltungen® gemil} 3.2.7. durchgefiihrt. Das
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Lysin in Position 36 wurde als entsprechend N”-Boc-geschutzter Aktivester manuell gekup-
pelt. Dazu wurde das Harz in NMP gequollen, zweimal zwei Stunden mit 5 ml einer Lésung
aus 0,5 mmol (222 mg) Boc-Lys(Boc)-OSu und 1,0 mmol (172 ul) DIPEA in NMP inkubiert.
AnschlieBend wurde der polymere Trager mit NMP, DCM und Diethylether gewaschen sowie
im Vakuumschrank getrocknet.

Die simultane Abspaltung der Peptidkette vom Trager und der Seitenketten-Schutzgruppen
erfolgte mit den unter 3.2.9. beschriebenen Bedingungen. Die Reinigung des Rohprodukts
fand mittels préparativer HPLC statt. AusschlieBlich Produkt enthaltende Fraktionen wurden
vereint und gefriergetrocknet.

3.4.4. Synthese von Par10 Z-Alal-Lys35-OBzI

Die Synthese des N-terminal Z-geschiitzten Parvulin 35mer Benzylesters erfolgte am 4-
Sulfamylbenzoylaminomethyl-Polystyren-, 4-Sulfamylbutyrylaminomethyl- sowie 4-Sulf-
amylbutyrylaminomethyl-NovaGel-Harz, welche mit Fmoc-Ala-OH entsprechend der
Vorschrift 3.2.2. beladen wurden. Das Kuppeln der Aminosauren Leu33 bis Lys2 erfolgte im
Syntheseautomaten mit den unter 3.2.6. dargestellten Bedingungen. Fiir Alanin in Position 1
wurde das entsprechende N“-Z-geschiitzte Derivat eingesetzt und nach den unter 3.2.5.
beschriebenen Bedingungen von Hand gekuppelt.

Im Anschlull an die Synthese erfolgte die Aktivierung des jeweiligen Peptid-linker-Harz-
Konstrukts. Dazu wurde das Harz mit NMP gewaschen bzw. gequollen, anschlielend
zweimal fur vier Stunden sowie einmal Gber Nacht mit 5 ml einer Losung aus 1,6 mmol (117
ul) lodacetonitril und 0,68 mmol (118 ul) DIPEA versetzt. Nachfolgend erfolgte das Waschen
des Harzes mit NMP und DMF.

Fur die Ablésung des vollgeschiitzten Peptidesters vom Harz ist dieses zweimal 12 Stunden
mit 1 mmol (337 mg) H-Lys(Boc)-OBzl und 1 mmol (172 pl) DIPEA in 5 ml DMF versetzt
worden. Die Abspaltlosung sowie die DMF-Fraktionen, welche durch Nachwaschen des
polymeren Trégers erhalten wurden, sind in einem Kolben vereint und mit einem Rotations-
verdampfer eingeengt worden.

Der so erhaltene Rickstand wurde mit 5% Wasser, 5% TIS und 90% TFA (v/v/v) versetzt und
fur 3 Stunden stark gertihrt, um die Seitenketten-Schutzgruppen abzuspalten. AnschlieRend
wurde der Abspaltmix mittels Vakuum entfernt und aus dem 6ligen Rickstand der Peptidester
mit eiskaltem Diethylether gefallt. Das nach Abfritten und Waschen mit Diethylether
erhaltene Rohprodukt ist einer praparativen HPLC-Trennung unterworfen worden.

Ausschliel3lich Produkt enthaltende Fraktionen wurden vereint und lyophilisiert.
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3.4.5. ADP-katalysierte Hydrolyse verschiedener Substratmimetika

In 500 pl Polypropylengefalen wurden enzymatische Hydrolysen verschiedener Ester mit
einem Endvolumen von 200 ul durchgefiihrt. Der Ansatz enthielt 0,1 M HEPES (pH 8,0),
10% (v/v) DMF, 2 mM des jeweiligen Aminosaure(thio)esters und 1 - 107 M bis 1 - 10° M
ADP.

Die Stammlosungen (20 mM) der entsprechenden Ester sind in DMF hergestellt worden, um
eine vollstandige Loslichkeit zu garantieren. Nach thermischer Aquilibrierung der Ester-
Puffer-Ldsung auf 30 °C wurden die Reaktionen durch Zugabe der entsprechenden Volumina
an wassriger 10* M ADP-Stammlésung gestartet. Zu definierten Zeitpunkten sind 10 pl
Probe entnommen, mit 30 pl Stopplosung (50% (v/v) MeOH, 1% (v/v) TFA in Wasser)
versetzt und mittels HPLC bei 254 nm analysiert worden.

Zur Bestimmung des Ausmalies der spontanen Esterhydrolyse wurden alle Reaktionen ohne

die Zugabe der Protease durchgefihrt.

3.4.6. ADP-katalysierte Synthese von Dipeptidamiden

In 500 ul Polypropylen-Reaktionsgeféalien wurden in einem Gesamtvolumen von 200 pl Acyl-
transfer-Reaktionen durchgefihrt. Der finale Ansatz bestand aus 0,1 M HEPES (pH 8,0), 10%
(v/v) DMF, 2 mM Ester, 20 mM Nukleophil sowie 3,0 - 107 M - 4,4 - 10° M ADP. Um eine
vollstandige Loslichkeit der Ester (Ac-D-Phe-OMe, Bz-Phe-OGp, Bz-Ala-OGp, Bz-Leu-OGp,
Bz-Lys-OGp, Bz-Gly-OGp, Bz-Glu-OGp) zu erreichen, wurden diese in DMF gel6st. Die 40
mM (effektive Konzentration) Nukleophil-Stammldsungen wurden durch Losen der
entsprechenden Mengen an L-Aminosaureamiden ( H-Pro-NH,, H-Glu-NH,, H-Ser-NH,, H-
Gly-NH,, H-Lys-NH,, H-Val-NH,, H-Arg-NH,, H-1le-NH,, H-Phe-NH,, H-Leu-NH,, H-Met-
NH2) in 0,2 M HEPES Puffer (pH 8,0) hergestellt und der pH-Wert durch Zugabe
entsprechender Mengen an NaOH auf pH 8,0 nachgestellt. Die Berechnung der effektiven

Nukleophilkonzentration wurde mittels Gleichung 3 durchgefiihrt.

— u N -
Bu =1+1!)~1m (Gleichung 3)

[Nu] = Nukleophilkonzentration; pK = pK-Wert des Nukleophils; pH = pH-Wert der Reaktionslésung.

Nach thermischer Aquilibrierung des Ansatzes wurden die Reaktionen durch Zugabe der
entsprechenden Volumina an wassriger 10 M ADP-Stammlésung gestartet. Die finalen

Enzymkonzentrationen flr die jeweiligen Ester betrugen: Bz-Phe-OGp 43,6 uM, Bz-Ala-OGp
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43,6 UM, Bz-Leu-OGp 43,6 uM, Bz-Lys-OGp 21,8 uM, Bz-Glu-OGp 21,8 uM, Bz-Gly-OGp
2,22 UM, Ac-D-Phe-OMe 0,27 pM.

Zur HPLC-Analyse bei 254 nm sind 10 ul des Ansatzes nach definierten Zeitintervallen mit
30 pl Stopplosung (50% (v/v) MeOH, 1% (v/v) TFA in Wasser) versetzt worden. Als
Negativkontrolle (Bestimmung des Ausmalles an spontaner Produktbildung) wurden alle

Reaktionen ohne Enzym durchgefihrt.

3.4.7. ADP-katalysierte Synthese langerkettiger all-L-Peptide

In 500 pl ReaktionsgeféaRen sind in einem Gesamtvolumen von 200 pl Acyltransferreaktionen
in einem gepufferten System mit verschieden langen Acyldonoren und -akzeptoren durchge-
fuhrt worden. In Tabelle 2 sind die entsprechenden Kombinationen mit den jeweiligen Kon-
zentrationen an Alkalischer D-Peptidase aufgelistet.

Tabelle 2: Ubersicht der eingesetzten Acyldonoren und —akzeptoren mit den entsprechenden Konzentrationen

an ADP
Acyldonor Acylakzeptor ADP Konzentration [M]
Bz-Gly-OGp H-LGSVKASAYK-OH 55 - 10°
Bz-Gly-OGp H-LIVDAVLEPVKAAGAY-OH 55 - 10°
Bz-Phe-Gly-Gly-OGp H-LGSVKASAYK-OH 7,1+10°
Bz-Phe-Gly-Gly-OGp H-LIVDAVLEPVKAAGAY-OH 7,1-10°
Bz-AYLDAYVKAG-OGp H-LGSVKASAYK-OH 8,7+ 10°
Bz-AYLDAYVKAG-OGp H-LIVDAVLEPVKAAGAY-OH 8,7 10"

Die Nukleophil-Stammldsungen (20 mM) wurden durch Losen der Peptide in 0,2 M HEPES
(pH 8,0) hergestellt und der pH-Wert von 8,0 mittels NaOH nachgestellt. Die 20 mM Ester-
stammlésungen wurden in DMF als Losungsmittel hergestellt, um eine vollstdndige
Loslichkeit des Esters zu realisieren. Der finale Ansatz setzte sich aus 2 mM Acyldonor, 10
mM Acylakzeptor, 0,1 M HEPES (pH 8,0) und 10% DMF zusammen. Nach thermischer
Aquilibrierung des Reaktionsansatzes auf 30 °C erfolgte die Zugabe der Peptidase. Mit einer
5%-igen wassrigen TFA-Losung wurden nach definierten Zeitrdumen die Reaktionen

abgestoppt und mittels RP-HPLC analysiert.
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Um spontane Produktbildung und Esterhydrolyse auszuschlieRen, wurden alle Reaktionen
ohne Zugabe von Enzym durchgefihrt. Durch massenspektrometrische Analysen wurde die
Identitat der Produkte bestatigt.

3.4.8. ADP-katalysierte Synthese von Z-Par10

In einem 1,5 ml Reaktionsgefal} wurde die Ligation der beiden Fragmente Z-Alal-Lys35-
OBzl und H-Lys36-Asn92-OH bei 30 °C in einem mit 0,1 M HEPES (pH 8,0) gepufferten
System und Endvolumen von 0,5 ml durchgefuhrt. Zur Herstellung einer 1 mM Stammldsung
von Z-Alal-Lys35-OBzl wurde die entsprechende Menge an Ester in DMF gel6st. Die 0,2
mM Stammlésung des Nukleophils wurde mit einer 0,2 M HEPES Pufferlésung (pH 8,0)
hergestellt. Im finalen Ansatz betrugen die Konzentrationen 0,1 mM an Nukleophil und 0,2
mM an Ester. Die Zugabe der Alkalischen D-Peptidase, deren Konzentration im Ansatz
0,2 - 10° M betrug, erfolgte nach thermischer Aquilibrierung des Ansatzes auf 30 °C. Nach
definierten Zeitintervallen wurden Proben entnommen und diese mit einer Stopplésung aus
5% (v/v) TFA in Wasser bzw. doppelt konzentriertem Probenpuffer versetzt. Die Analyse der
Proben erfolgte mit RP-HPLC und SDS-PAGE. Durch MALDI-ToF-Massenspektrometrie
wurde die Identitat des Produkts bewiesen. Die Bestimmung der Ausbeute Uber SDS-PAGE
erfolgte densitometrisch sowie mittels HPLC. Dabei diente rekombinantes Parvulin 10 als
Standard. Die angegebene berechnete Ausbeute stellt den Mittelwert aus drei unabhangigen
Ligationsreaktionen dar, die mittels HPLC und SDS-PAGE analysiert wurden.

Um eine ungewinschte Produktbildung sowie Hydrolyse des Esters auszuschliefen wurden

Kontrollreaktionen ohne Enzym und ohne Nukleophil durchgefihrt.

3.4.9. Isolierung, Z-Abspaltung, Reinigung und Ruckfaltung von synthetischem
Parl10

Das durch die ADP-katalysierte Ligation erhaltene N“-Z-geschitzte Escherichia coli Parl0
wurde mit Hilfe einer semi-praparativen HPLC-Trennung isoliert und die ausschlieRlich
Produkt enthaltenen Fraktionen vereint sowie gefriergetrocknet. Entsprechend der Vorschrift
von Kiso et al. [205] wurde der N-Terminus durch Zugabe von 0,48 mmol (56 pl) Thioanisol
und 2,8 mmol (296 pl) TFA freigesetzt, das Produkt abermals semi-praparativ mittels HPLC
gereinigt und ausschlieflich Produkt enthaltende Fraktionen vereint. 2 mg des nach
Lyophilisation erhaltenen, synthetischen Parl0 sind in 1 ml Ruckfaltungspuffer (10 mM
HEPES Puffer (pH 7,8), 1 mM EDTA, 5 mM DTT, 4 M Guanidiniumhydrochlorid)

resuspendiert worden. Nach einer einstlindigen Inkubation erfolgte eine schnelle Achtfach-
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Verdinnung durch Zugabe von 10 mM HEPES Puffer (pH 7,8). Abschlielend wurde die
Protein-Losung Uber Nacht ebenfalls gegen 10 mM HEPES Puffer (pH 7,8) dialysiert.

3.4.10. CD-Spektroskopische Untersuchungen von synthetischem Par10

Zur Aufnahme der CD-Spektren von synthetischem und rekombinant hergestelltem Parvulin
10 wurden die lyophillisierten Enzyme in 10 mM Phosphat-Puffer (pH 7,8) gel6st, wobei die
Konzentration in der Kuvette jeweils 10 uM betrugen. Entsprechende Messungen wurden in 1
mm Kivetten bei 20 °C, 90 °C und bei 20 °C nach dem Erhitzen des Enzyms auf 90 °C

aufgenommen.

3.4.11. Bestimmung des K ./Kn-Wertes von synthetischem Par10

Die Bestimmung der enzymspezifischen Konstante k../Kn des synthetischen Parl0 wurde
mit Hilfe des Protease-gekoppelten Tests nach FISCHER et al. [177] durchgefuhrt. Dement-
sprechend sind 33 UM Chymotrypsin und 25 uM des Substrates Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNa
mit unterschiedlichen Konzentrationen der synthetischen Isomerase inkubiert worden.

Eine 0,2 mM Stamml6sung von Chymotrypsin und die 10 mM Substrat-Stammldsung wurden
in Wasser bzw. Dimethylsulfoxid als Losungsmittel vorbereitet. Alle Messungen erfolgten bei
10 °C in 35 mM HEPES Puffer (pH 7,8), wobei das im Verlauf der Reaktion nach Zugabe des
Par10 durch die Protease freigesetzte 4-Nitroanilin bei 390 nm im Spektrometer detektiert

worden ist.
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4, Ergebnisse

4.1. Teil A-,Semi-Synthese des HMGA 1b Proteins”

4.1.1. Synthese von HOGp(Boc),

Durch die Umsetzung von 4-Aminophenol mit dem Guanidierungsreagenz N,N -Bis-(tert-
Butyloxycarbonyl)-S-Methylisothioharnstoff entsprechend 3.3.1. sollte das fir die spatere
Synthese der Substratmimetika bendtigte Boc-geschiitzte 4-Guanidinophenol in Anlehnung an
[203] hergestellt werden.

24 Stunden nach Start der Reaktion konnte eine deutliche Entwicklung von Methanthiol durch
Geruchsprobe festgestellt werden. Nachdem nach 120 Stunden Reaktionszeit das gesamte 4-
Aminophenol verbraucht war, wurde die Reaktion abgebrochen. An das Abdampfen des
Losungsmittels schloss sich die Fallung des 6ligen Rickstandes mit Wasser an und ergab
nach dem Abfritten und Trocknen 15 g eines pulverigen, grauen Substanzgemisches.

Nach Reinigung des Rohprodukts mittels Sdulenchromatographie wurde das gewiinschte
Produkt als weiRes Pulver mit einer Ausbeute von 56% (7,9 g) und Reinheit groRer als 98%
laut HPLC erhalten. Abb. 14 stellt das HPLC-Profil des gereinigten Produkts dar. Die weitere
Charakterisierung erfolgte mittels NMR-Spektrometrie.
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Abb. 14:  HPLC-Chromatogramm von HOGp(Boc),, HPLC-Bedingungen: Cyg-Séule, linearer Gradient von 5-
100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

Charakterisierung mittels NMR:

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, J/Hz): 11.47 (s, 1H, NHPh), 9.77 (s, 1H, NHBoc), 9.46 (br,
1H, OH), 7.25 (d, 2H, Ar-CHCOH, 3JH,H =8.8), 6.72 (d, 2H, Ar-CHCNH, *J; 4 = 8.8), 1.50
(s, 9H, N Boc), 1.37 (s, 9H, NH Boc).
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4.1.2. Synthese von Fmoc-D-Lys(Biotin)-OH

Als zweite Aminosdure nach dem C-terminalen Lysin sollte zur Synthese des HMGA 1b
Proteins ein N*-biotinyliertes Lysin eingefiihrt werden. Die Synthese des Bausteins erfolgte in
Losung durch Freisetzen der Seitenkette des Lysins durch eine TFA-Behandlung sowie ein
nachfolgender Umsatz mit Biotin-OSu.

Nach Abspaltung der N*-Boc-Schutzgruppe von Fmoc-D-Lys(Boc)-OH mit einer 50%igen
TFA-L6sung in DCM sowie Féllung und Trocknung (siehe 3.3.2.) wurde Fmoc-D-Lys-
OH - TFA als weil3es Pulver mit einer Ausbeute von 98% (473 mg) und Reinheit grélRer 98%
erhalten. In Abb. 15 sind dessen HPLC-Profil und ESI-Massenspektrum dargestellt. Der
Molpeak m/z = 369,1 (M+H)" im Massenspektrum der Verbindung, die eine Retentionszeit
von 12,99 min hat, entspricht dem berechneten Wert von 368,2 Da plus ein Proton. Zur

weiteren Charakterisierung wurde ein NMR-Spektrum aufgenommen.
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Abb. 15: @) HPLC-Profil der Verbindung Fmoc-D-Lys-OH - TFA und b) ESI-Massenspektrum der Ver-
bindung Fmoc-D-Lys-OH -TFA. m/z berechnet: 368,2; gefunden: 369,1 (M+H)". HPLC-
Bedingungen: Cg-Séule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion
220 nm.

Charakterisierung mittels NMR:

'H-NMR (400 MHz, DMSO-dg, J/Hz): 7.89 (d, 2H, Ar-H, 3]y = 7.5), 7.71 (m, 2H, Ar-H),
7.63 (br, 3H, NHs"), 7.56 (m, 1H, CHNH), 7.42 (m, 2H, Ar-H), 7.33 (m, 2H, Ar-H), 4.28 (m,
2H, CH,OCO), 4.24 (m, 1H, CH), 3.91 (m, 1H, CHNH), 2.77 (t, 2H, CH,NH3", 33 = 7.4),
1.65 (m, 2H, CHCHS,), 1.55 (m, 2H, CH,CH,NH3"), 1.35 (m, 2H, CHCH,CHb,).

Das durch Reaktion von Fmoc-D-Lys-OH + TFA mit Biotin-OSu in NMP in Gegenwart von
DIPEA erhaltene Produkt Fmoc-D-Lys(Biotin)-OH wurde mit eiskaltem Wasser geféllt und
gewaschen (siehe 3.3.2.). Nach dem Trocknen (ber Nacht im Vakuumschrank mit dem
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Trockenmittel Phosphorpentoxid ist Fmoc-D-Lys(Biotin)-OH als weiles, kristallines Pulver
mit einer Ausbeute von 96% (560 mg) erhalten worden. HPLC-Profil und ESI-Massen-
spektrum sind in Abb. 16 dargestellt. Das berechnete Molekulargewicht von 594,3 Da stimmt
mit dem experimentell erhaltenen Molpeak von m/z = 595,3 (M+H)" iiberein. Zur weiteren

Charakterisierung wurde ein NMR-Spektrum aufgenommen.
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Abb. 16: a) HPLC-Chromatogramm der Verbindung Fmoc-D-Lys(Biotin)-OH und b) ESI-Massenspektrum:
m/z berechnet: 594,3; gefunden: 595,3 (M+H)", 617,2 (M+Na)". HPLC-Bedingungen: C,g-Séule,
linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

Charakterisierung mittels NMR:

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, J/Hz): 7.89 (d, 2H, Ar-H, 3}y = 7.5), 7.75 (t, 1H, CH,-
NHCO), 7.72 (d, 2H, Ar-H), 7.56 (d, 1H, OCONHCH), 7.42 (t, 2H, Ar-H), 7.32 (t, 2H, Ar-
H), 6.39 (s, 1H, Biotin-NH), 6.33 (s, 1H, Biotin-NH), 4.28 (m, SCH,CH, 1H), 4.26 (m, 2H,
CH,0CO), 4.22 (t, 1H, CH-Fmoc), 4.11 (m, 1H, SCHCH), 3.89 (m, 1H, NHCHCOO), 3.08
(m, 1H, SCH), 3.01 (m, 2H, CH,NHCO), 2.80 (m, 1H, CH,S), 2.54 (m, 1H, CH,S), 2.04 (t,
2H, CH,CONH), 1.70-1.20 (m, 12H, CH,CH,).

4.1.3. Synthesestrategie von HMGA 1b Ac-D-Serl-D-Lys81-OH

Da eine Synthese an der festen Phase in einem Schritt von vornherein aufgrund von mog-
lichen Syntheseproblemen, die sich durch die hohe Anzahl trifunktioneller Aminosauren in
der Sequenz ergeben kdnnten, ausgeschlossen wurde, ist das Protein in drei Unterfragmente
aufgeteilt worden. Die Auswahl der Schnittstellen erfolgte so, dass drei ungefahr gleich lange
Fragmente entstehen, wobei sich als ein weiteres Kriterium an den N-Termini der beiden
Nukleophile Arginine befinden sollten. Grund daflr ist die ausgepragte Spezifitdt des
Clostripains fur Arginine in der S;’-Position. Daraus ergibt sich fur die Synthese der in

Schema 2 dargestellte Syntheseplan. Damit eine Ligation mittels Clostripain erfolgreich
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durchgefiihrt werden kann, missen die Fragmente Z-D-Arg25-Gly47 sowie Ac-D-Serl-Gly-

24 als 4-Guanidinophenylester vorliegen.

Z-R(25)GRPRKOPPKEPSEVTPKRPRG(47)-OGp
+
H-R(48)PRKGSKNGAAKTRKTTTTPGRKPRGRPKKLEK(Biotin)K(81)-OH

Clostripain

Z-R(25)GRPRKQPPKEPSEVTPKRPRG
RPRKGSKNGAAKTRKTTTTPGRKPRGRPKKLEK(Biotin)K(81)-OH
l Z-Abspaltung
H-R(25)GRPRKQPPKEPSEVTPKRPRG

RPRKGSKNGAAKTRKTTTTPGRKPRGRPKKLEK(Biotin)K(81)-OH
+

Ac-S(1)ESSSKSSQPLAKQEKDGTEKRG(24)-OGp
Clostripain

Ac-S(1)ESSSKSSQPLAKQEKDGTEKRG RGRPRKQPPKEPSEVTPKRPRG
RPRKGSKNGAAKTRKTTTTPGRKPRGRPKKLEK(Biotin)K(81)-OH

Schema 2: Synthesestrategie fur die Darstellung des all-D-Proteins HMGA 1b Ac-D-Ser1-D-Lys81-OH

Nach der erfolgten Ligation von Z-D-Arg25-Gly47-OGp und H-D-Arg48-D-Lys81-OH zum
Produkt Z-D-Arg25-D-Lys81-OH muss der N-Terminus durch Abspaltung der Z-Schutz-
gruppe freigesetzt werden, um anschlielend in der zweiten Ligation mit Ac-D-Serl-Gly24-
OGp zum finalen Produkt eingesetzt werden zu kdnnen.

Als polymerer Tréger fir die Festphasen-Peptidsynthese der Fragmente wurde generell das 2-
Chlortrityl-Polystyren Harz verwendet. Dieses bietet einerseits die Moglichkeit der Abspalt-
ung von entschutzten, als auch von Seitenketten-geschutzten Peptiden, wie sie fur die konver-
gente Peptidsynthese benotigt werden. Des Weiteren wurde bereits eine Vielzahl von (konver-
genten) Synthesen langerkettiger Peptide erfolgreich an diesem Harz durchgefthrt [49, 207].

-59 -



4. ERGEBNISSE

4.1.4. Festphasensynthese von HMGA 1b H-D-Arg48-D-Lys81-OH

4.1.4.1. Synthesestrategie | (Einschrittsynthese)

Die Synthese des Fragmentes H-D-Arg48-D-Lys81-OH sollte nach manueller Kupplung von
Fmoc-D-Lys(Biotin)-OH an H-D-Lys(Boc)-2-CITrt-Harz in linearer Weise mittels vollauto-
matisierter Synthese durchgefiihrt werden. Nach Kupplung der D-Aminosduren
Glutaminsédure 79 bis Arginin 69 im Syntheseautomaten ist eine ,,Kontrollabspaltung® gemaf
3.2.7. durchgefihrt worden. Das HPLC-Chromatogramm und ein entsprechendes

Massenspektrum der erhaltenen Substanz sind in Abb. 17 dargestellt.
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Abb.17: a) HPLC-Chromatogramm der Verbindung Fmoc-D-Arg69-D-Lys81-OH und b) MALDI-ToF-
Massenspektrum des Peaks bei rt = 10,31 min: m/z berechnet: 2068; m/z gefunden: 2069 (M+H)".
HPLC-Bedingungen: Cig-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten,
Detektion 220 nm.

Im HPLC-Profil ist ein eindeutiges Hauptprodukt bei einer Retentionszeit von 10,31 min zu
erkennen. Das MALDI-ToF-Massenspektrum des entsprechenden Peaks weist ein Signal bei
m/z = 2069 auf. Dies korreliert mit der theoretischen Molekllmasse von 2068 Da plus ein
Proton.

Da das Produkt dem gewtinschten entsprach und im HPLC-Profil nur ein eindeutiges Signal
vorhanden ist, wurde die Darstellung im Syntheseautomaten bis D-Alanin 57 fortgesetzt.

Das nach der automatisierten Synthese und einer ,,Kontrollabspaltung®™ erhaltene Rohpeptid
Fmoc-D-Ala57-D-Lys81-OH ist analytisch mittels HPLC sowie Massenspektrometrie charak-
terisiert worden. Im HPLC-Profil der Abb. 18 sind deutlich zwei Hauptsignale bei Retentions-
zeiten von 7,46 min und 10,32 min zu erkennen. Massenspektrometrische Untersuchungen
der beiden Hauptverbindungen bei den 0.g. Retentionszeiten ergaben, dass das gewiinschte
Produkt mit einer Molmasse von 3281,9 Da nicht enthalten war. Es wurden lediglich
Molpeaks mit m/z = 2960 (M+H)" und m/z = 3061 (M+H)" im Hauptpeak mit der Retentions-
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4. ERGEBNISSE

zeit von 10,32 min gefunden. Die massenspektrometrische Analyse des Peaks mit der
Retentionszeit von 7,46 min wies Molpeaks mit noch kleineren m/z-Werten auf. Die Synthese
wurde deshalb wiederholt, um Artefakte bei der ersten Synthese auszuschlieBen. Das
Ergebnis der zweiten Synthese glich dem des ersten Versuchs und folglich wurde die

Darstellung mit dieser Strategie nicht weiter fortgesetzt.
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Abb. 18: &) HPLC-Chromatogramm des Peptids Fmoc-D-Ala57-D-Lys81-OH nach Verlédngerung von Fmoc-
D-Arg69-D-Lys81-OH und b) MALDI-ToF-Massenspektrum des Peaks bei rt = 10,32 min: m/z
berechnet: 3182; m/z gefunden: 2960 (M+H)" und 3061 (M+H)*. HPLC-Bedingungen: Cs-Saule,
linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

4.1.4.2. Synthesestrategie 11 (konvergente Synthese)

Da unter den in 3.3.3.1. gewéhlten Synthesebedingungen die vollautomatisierte Synthese
nicht erfolgreich verlief, war es Ziel, die Darstellung des Fragments H-D-Arg48-D-Lys81-OH
mittels konvergenter Synthese zu erreichen. Das entsprechende Schema zur Synthese-
strategie findet sich in Abb. 109.

Dafir war es erforderlich, die Fragmente Fmoc-D-Ala57-Gly68-OH sowie Fmoc-D-Arg48-
Gly56-OH als C-terminal freie Peptide mit Seitenkettenschutz darzustellen und nachfolgend
an das Fragment H-D-Arg69-D-Lys81-2-ClTrt-Harz, welches mittels schrittweiser SPPS
zugénglich ist (siehe 4.1.4.1.; Abb. 17), zu kuppeln. Da die Kupplung der Fragmente uber
eine chemische Aktivierung der C-terminalen Aminosdure verlauft und damit die Gefahr der
Epimerisierung besteht, eignet sich als C-terminale Aminosaure das Glycin hervorragend, da
dieses nicht epimerisieren kann. Dementsprechend wurden die Ligationsstellen an den
Positionen Glycin 68 und 56 gewahlt.

Als polymerer Trager wurde das 2-Chlortrityl-Polystyren-Harz zur Synthese der benétigten

Fragmente verwendet. Dieses erlaubt aufgrund seines aullerst Séure-labilen linkers eine Ab-
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spaltung des Peptids vom Harz bereits mit 30% (v/v) HFIP in DCM ohne die Schutzgruppen
der Seitenkettenfunktionen zu entfernen und ist zudem voll kompatibel mit der Fmoc/tBu-
Strategie [202].

Fmoc-D-Ala57-Gly68-OH

i) H-D-Ala57-D-Lys(Boc)81-2-CITrt- |

Harz

H-D-Arg(Pbf)69-D-Lys (Boc)81-2-CITrt-
Harz

i) H-D-Arg48-D-Lys81-OH

Fmoc-p-Arg(Pbf)48-Gly56-OH

Abb. 19:  Konvergente Synthesestrategie zur Darstellung des vollgeschitzten Fragments Z-D-Arg(Pbf)25-
Gly47-OH am 2-CITrt-Harz. i) Kupplung, Fmoc-Abspaltung. ii) Kupplung, Fmoc-Abspaltung, TFA-
Abspaltung.

Nach erfolgter automatisierter Festphasen-Peptidsynthese des Fragments Fmoc-D-Ala57-
Gly68-OH wurde eine ,,Kontrollabspaltung® (3.2.7.) durchgefuhrt. In Abb. 20 sind HPLC-
Profil und Massenspektrum fiir das entsprechende Syntheseprodukt dargestellt. Die fur das
Fragment berechnete Molekulgewicht von 1454 Da stimmt mit dem Signalen des Massen-
spektrums von m/z = 727,9 (M+2H)*" und m/z = 485,7 (M+3H)*" (iberein. Eine nachfolgende
,,HFIP-Abspaltung™ (3.2.8.), welche nicht quantitativ verlief, ergab die Seitenketten-
geschitzte Peptidsaure mit einer Ausbeute von 82% (223 mg). Aufgrund der hohen Reinheit,
die aus der ,,Kontrollabspaltung® bzw. nachfolgenden Charakterisierungen mittels HPLC und
MALDI-ToF-Massenspektrometrie ersichtlich war und zur Vermeidung von Ausbeute-

verlusten wurde auf eine Reinigung der vollgeschiitzten Substanz verzichtet.
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Abb. 20: &) HPLC-Chromatogramm von Fmoc-D-Ala57-Gly68-OH und b) MALDI-ToF-Massenspektrum des
Peaks bei rt = 11,46: m/z berechnet: 1454; gefunden: 1455 (M+H)*. HPLC-Bedingungen: Cg-Séule,
linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

Abb. 21 stellt das HPLC-Chromatogramm und Massenspektrum des fur die konvergente
Synthese bendtigten zweiten Fragments Fmoc-D-Arg48-Gly56-OH nach erfolgter SPPS und
,,Kontrollabspaltung® (3.2.7.) dar. Bei einer Retentionszeit von 10,17 Minuten ist ein
eindeutiger Hauptpeak zu erkennen. Massenspektrometrische Untersuchungen bestatigten,
dass dieser Peak dem gewunschten Produkt entsprach. Zur Generierung des seiten-
kettengeschitzten Fragments wurde das am polymeren Tréger immobilisierte Peptid einer
,,HFIP-Abspaltung® (3.2.8.) unterworfen. Die Ausbeute an geschutztem Peptid betrug 70%
(179 mg) pro Synthese. Das Fragment ist aufgrund der akzeptablen Reinheit, die aus dem
HPLC-Profil der Kontrollabspaltung sowie der massenspektrometrischen Charakterisierung
ersichtlich wird, und zur Reduzierung von Substanzverlust ohne weitere Reinigung fur die

konvergente Synthese eingesetzt worden.
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Abb. 21: a) HPLC-Chromatogramm von Fmoc-D-Arg48-Gly56-OH. b) MALDI-ToF-Massenspektrum des
Peaks bei rt = 10,17: m/z berechnet: 1193; gefunden: 1194 (M+H)". HPLC-Bedingungen: Cg-Saule,
linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.
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AnschlieRend erfolgte die chemische Verknipfung der vollgeschiitzten Fragmente Fmoc-D-
Ala57-Gly68-OH und H-D-Arg(Pbf)69-D-Lys(Boc)81-2-CITrt-Harz und nachfolgend eine
,Kontrollabspaltung* gemaf 3.2.7.. Das entsprechende HPLC-Chromatogramm und Massen-
spektrum des erhaltenen Rohpeptids mit einer Retentionszeit von 10,38 min sind in Abb. 22
dargestellt. Der Molpeak des Massenspektrums von m/z = 3283 (M+H)" stimmt mit dem
kalkulierten Molgewicht von 3282 Da uberein. Der Peak bei einer Retentionszeit von 7,22
Minuten entspricht dem Peptid H-D-Arg69-D-Lys81-OH.
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Abb.22: a) HPLC-Chromatogramm des Fragmentes Fmoc-D-Ala57-D-Lys81-OH nach ,,Kontrollab-
spaltung“, welches durch Ligation von Fmoc-D-Ala57-Gly68-OH mit H-D-Arg(Pbf)69-D-
Lys(Boc)81-2-CITrt-Harz erhalten wurde. b) Massenspektrum des Peaks bei rt =10,38 min: m/z
berechnet: 3282; m/z gefunden: 3283 (M+H)", 1642 (M+2H)*". HPLC-Bedingungen: Cs-Séule,
linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

An die Acetylierung nicht acylierter Aminogruppen und Fmoc-Abspaltung des am Trager
immobilisierten Peptids Fmoc-D-Ala57-D-Lys81(Boc)-2-CITrt-Harz  schloss sich  die
chemische Ligation des Fragments Fmoc-D-Arg(Pbf)48-Gly56-OH an (3.3.3.2.). Das nach
,Kontrollabspaltung™ erhaltene Produkt wurde mit HPLC und Massenspektrometrie
charakterisiert. In Abb. 23 sind das entsprechende Chromatogramm und Massenspektrum der
Verbindung mit einer Retentionszeit von 9,73 min wiedergegeben. Auch hier stimmt das flr
das Fragment berechnete Molekulargewicht von 4235 Da mit dem experimentell bestimmten
Wert von m/z = 4237 (M+H)" liberein. Zusatzlich sind im HPLC-Profil einige weitere Signale
zu erkennen, welche nicht dem gewinschten Produkt entsprechen und vermutlich

Fehlsequenzen darstellen.
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Abb. 23: &) HPLC-Chromatogramm nach ,, Kontrollabspaltung “ des Fragments Fmoc-D-Arg48-D-Lys81-OH,
das durch chemische Ligation von Fmoc-D-Arg(Pbf)48-Gly56-OH mit H-D-Ala57-D-Lys(Boc)81-2-
CITrt-Harz erhalten wurde. b) ESI-Massenspektrum nach Dekonvolution des Peaks bei rt =9,73
min. m/z berechnet: 4235; gefunden: 4237 (M+H)". HPLC-Bedingungen: Cg-Séule, linearer
Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

Vor der Behandlung des Harzes mit einer TFA-Abspaltlosung (vgl. 3.2.9.), die das Peptid
vom polymeren Tréager trennen und gleichzeitig vom Seitenkettenschutz befreien sollte, ist
eine Acetylierung der nicht umgesetzten Aminofunktionen und Fmoc-Abspaltung durchge-
fuhrt worden. Das gewiinschte Produkt wurde nach einer préparativen HPLC-Reinigung mit
einer isolierten Ausbeute von 4,1% (12 mg) erhalten. HPLC-Profil und Massenspektrum der
finalen Verbindung sind in Abb. 24 dargestellt. Der experimentell bestimmte Molpeak bei m/z

= 4014 (M+H)" stimmt mit dem theoretischen Molekulargewicht von 4012 Da iiberein.
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Abb. 24:  a) HPLC-Chromatogramm nach préparativer HPLC-Reinigung von H-D-Arg48-D-Lys81-OH.
b) MALDI-ToF-Massenspektrum des Peaks bei rt = 7,09 min: m/z berechnet: 4012; gefunden: 4014
(M+H)". HPLC-Bedingungen: Cg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30
Minuten, Detektion 220 nm.
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4.1.4.3. Synthesestrategie 111 (optimierte Synthese)

Zur Erhohung der lediglich marginalen Syntheseausbeute wurde in einer dritten Synthese-
strategie zur Darstellung von H-D-Arg48-D-Lys81-OH eine Kombination aus automatisierter
Festphasen-Peptidsynthese und manuellen Kupplungsschritten an bestimmten Positionen
durchgefihrt. Die entsprechende Synthesestrategie ist in Abb. 25 schematisch dargestellt. Als
Syntheseharz fand das bereits erwéhnte 2-Chlortrityl-Polystyrenharz  Verwendung.
Positionen, an denen manuelle Einfachkupplungen mit dem effizienteren Aktivierungsreagenz
HATU durchgefiihrt wurden, ergaben sich aus den Ergebnissen der beiden ersten
Syntheseansatze 4.1.4.1. und 4.1.4.2..

Fmoc-D-Lys(Biotin)80-D-Lys81(Boc)-2-CITrt-Harz

automatisierte Synthese

v

Fmoc-D-Arg(Pbf)69-D-Lys(Boc)81-2-ClTrt-Harz

manuelle Kupplungen

A 4

Fmoc-D-Thr(Pbf)66-D-Lys(Boc)81-2-ClTrt-Harz

automatisierte Synthese

\ 4
Fmoc-p-Ala57-D-Lys(Boc)81-2-CITrt-Harz

manuelle Kupplungen

\ 4
Fmoc-D-Lys(Boc)55-p-Lys(Boc)81-2-CITrt-Harz

automatisierte Synthese

A 4

Fmoc-D-Arg(Pbf)48-D-Lys(Boc)81-2-CITrt-Harz

Abb. 25:  Schematische Darstellung des Syntheseablaufs innerhalb der Strategie I11.

Die Darstellung des Fragments H-D-Arg(Pbf)69-D-Lys(Boc)81-2-ClTrt-Harz erfolgte analog
zu den beiden bereits beschriebenen Strategien. Nachfolgend wurden jedoch die entsprechend

geschitzten Aminosduren Glycin 68, D-Prolin 67 und D-Threonin 66 manuell gekuppelt und
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anschlieBend im Automaten die Synthese bis D-Alanin 57 fortgesetzt. Das HPLC-Chromato-
gramm und Massenspektrum nach der ,,Kontrollabspaltung® (3.2.7.) sind in Abb. 26
dargestellt. Das HPLC-Profil zeigt ein Hauptsignal bei einer Retentionszeit von 10,63
Minuten. Die massenspektrometrische Analyse des Peaks ergab einen Molpeak bei
m/z = 3284 (M+H)", welcher mit dem theoretischen Wert der erwarteten Verbindung von

3282 Da in Ubereinstimmung ist.
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Abb.26: a) HPLC-Chromatogramm des Fragments Fmoc-D-Ala57-D-Lys81-OH nach , Kontroll-
abspaltung “. b) ESI-Massenspektrum des Peaks bei rt=10,63 min nach Dekonvolution. m/z
berechnet: 3282; gefunden: 3284 (M+H)". HPLC-Bedingungen: Cg-Séule, linearer Gradient von 5-
100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

Nach manueller Kupplung der Aminoséuren Glycin 56 und D-Lysin 55 wurde im Synthesizer
die Darstellung bis D-Arginin 48 fortgesetzt. Nach Abspaltung des Peptids vom Harz und
gleichzeitiger Entschitzung der Seitenkettenfunktionen (3.2.9.) wurde das Fmoc-geschiitzte
Fragment als Rohprodukt (Abb. 27) mit einer Ausbeute von 540 mg erhalten und
anschlieRend préaparativ mittels HPLC gereinigt. In Abb. 27 sind das HPLC-Profil des
Rohprodukts und das Massenspektrum des Hauptpeaks mit einer Retentionszeit von 9,16 min
dargestellt.
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Abb.27: a) HPLC-Chromatogramm des Rohprodukts Fmoc-D-Arg48-D-Lys81-OH nach ,, Kontroll-
abspaltung“. b) ESI-Massenspektrum nach Dekonvolution des Peaks bei rt=29,16 min. m/z
berechnet: 4235; gefunden: 4237 (M+H)*. HPLC-Bedingungen: Cg-Séule, linearer Gradient von 5-
100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

Das gereinigte Fmoc-geschitzte Fragment wurde mit einer Ausbeute von 34% (254 mgq)
erhalten. HPLC-Profil und Massenspektrum der gereinigten Zwischenverbindung sind in
Abb. 28 grafisch dargestellt.
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Abb. 28: a) HPLC-Chromatogramm des Fragments Fmoc-D-Arg48-D-Lys81-OH. b) ESI-Massenspektrum
nach Dekonvolution der gereinigten Verbindung. m/z berechnet: 4235; gefunden: 4237 (M+H)".
HPLC-Bedingungen: Cg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten,
Detektion 220 nm.

Nach erfolgter Abspaltung der verbliebenen N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe wurde das
Peptidfragment erneut mit Hilfe einer praparativen HPLC gereinigt. Das finale Produkt H-D-
Arg48-D-Lys81-OH ist mit einer Ausbeute von 50% (125 mg) erhalten worden. HPLC-
Chromatogramm und Massenspektrum der finalen Verbindung gibt Abb. 29 wieder. Die
theoretische Molmasse der Substanz von 4012 Da stimmt mit dem erhaltenen Wert der

massenspektrometrischen Analyse von m/z = 4014 (M+H) * Giberein.
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Abb.29: a) HPLC-Chromatogramm von H-D-Arg48-D-Lys81-OH nach préaparativer HPLC. b) ESI-
Massenspektrum nach Dekonvolution der gereinigten Verbindung. m/z berechnet: 4012; gefunden:

4014 (M+H)*. HPLC-Bedingungen: Cg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in
30 Minuten, Detektion 220 nm.

Die Existenz von Sekundarstrukturen innerhalb des Fragments H-D-Arg48-D-Lys-81-OH
wurde mit Hilfe der CD-Spektroskopie untersucht und das Ergebnis der Messung bei 25 °C ist
in Abb. 30 dargestellt. Im Spektrum ist deutlich ein Maximum im Bereich von 200 nm zu

sehen, welches dann ab 220 nm in einen Bereich (bergeht, der nahezu 0 ist.
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Abb. 30:  CD-Spektrum der Verbindung H-D-Arg48-D-Lys81-OH bei 25 °C; 3 uM Peptid in 10 mM Kalium-
Phosphat-Puffer, pH 7,5.
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4.1.5. Festphasensynthese von HMGA 1b Z-D-Arg25-Gly47-OGp

4.1.5.1. Synthesestrategie | (Einschrittsynthese)

In einer ersten Synthesestrategie sollte mit schrittweiser Peptidsynthese an der festen Phase
die Zuganglichkeit des zweiten Fragments, welches es abschlielend in das entsprechende
Substratmimetikum umzuwandeln galt, untersucht werden.

Nach erfolgter Beladung des 2-CITrt-Harzes mit dem C-terminalen Glycin (3.2.1.) und
anschlieBender vollautomatisierter SPPS bis Aminosaure D-Serin 37 ist eine entsprechende
»Kontrollabspaltung® (3.2.7.) durchgefuhrt worden, deren Ergebnis in Form eines HPLC-
Chromatogramms sowie Massenspektrums in Abb. 31 dargestellt ist. Die theoretische Masse
des Fragments Fmoc-D-Ser37-Gly47-OH betrégt 1445 Da. Diese konnte zwar in einem Peak
(rt = 13,20 min) des analytischen HPLC-Laufes mit m/z = 1446 (M+H)" identifiziert werden,
jedoch bestand der Hauptanteil der Verbindung aus einem APro-Peptid mit einem Molpeak
bei m/z =1349 (M+H)". Da eine Wiederholung des Syntheseprozesses mit dem gleichen
Ergebnis endete, wurde die Synthese an dieser Stelle nicht weiter fortgesetzt.
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Abb.31: a) HPLC-Chromatogramm des Fragmentes Fmoc-D-Ser37-Glyd7-OH. b) MALDI-ToF-
Massenspektrum des Peaks bei rt = 13,20 min. m/z berechnet: 1445; gefunden: 1349 (M+H)" 4Pro-
Peptid und 1446 (M+H)*. HPLC-Bedingungen: Cg-Séule, linearer Gradient von 5-100% ACN
(0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

4.1.5.2. Synthesestrategie 11 (konvergente Synthese)

Innerhalb der zweiten Strategie wurde ein konvergenter Ansatz gewdhlt. Dieser setzte die
Darstellung der vier Fragmente Fmoc-D-Lys(Boc)43-Gly47-2-ClITrt, Fmoc-D-Ser(tBu)37-D-
Pro42-OH, Fmoc-D-Arg(Pbf)29-D-Pro36-OH sowie Fmoc-D-Arg(Pbf)25-D-Pro28-OH und
deren Ligation voraus. Wahrend es sowohl das Fragment p-Lys43-Gly47 als auch das
Fragment D-Arg29-D-Pro36 am Harz zu belassen galt, mussten die Fragmente D-Ser37-D-
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Pro42 und D-Arg25-D-Pro28 C-terminal frei, aber dennoch vollgeschiitzt generiert werden.
Daher war der Einsatz des 2-Chlortrityl-Polystyren-Harzes notwendig. Die Synthesestrategie
des Fragments ist in Abb. 32 zusammenfassend dargestelit.

Fmoc-D-Arg(Pbf)25-D-Pro28-OH

i) Z-D-Arg(Pbf)25-D-Pro36-OH |-

H-D-Arg(Pbf)29-D-Pro36-2-CITrt-Harz

iii) H Z-D-Arg(Pbf)25-Gly47-OH

Fmoc-D-Ser(tBu)37-p-Pro42-OH

i) | H-p-Ser(tBu)37- Gly47-2-CITrt-Harz

H-b-Lys(Boc)43-Gly47-2-ClTrt-Harz

Abb. 32:  Konvergente Synthesestrategie zur Darstellung des vollgeschiitzten Fragments Z-D-Arg(Pbf)25-
Gly47-OH am 2-CITrt-Harz. i) Kupplung, Acetylierung, Umschiitzung, ,, HFIP-Abspaltung*®, ii)
Kupplung, Acetylierung, Fmoc-Abspaltung, iii) Kupplung, Acetylierung, ,, HFIP-Abspaltung .

In Abb. 33 sind das HPLC-Profil des Fragments Fmoc-D-Lys43-Gly47-OH nach erfolgter
Synthese sowie ,,Kontrollabspaltung® (3.2.7.) und das Massenspektrum der Substanz mit
einer Retentionszeit von 11,5 Minuten dargestellt. Nach der erfolgreichen Synthese wurde die
N-terminale Fmoc-Schutzgruppe entfernt.
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Abb. 33: &) HPLC-Profil des Peptids Fmoc-D-Lys43-Gly47-OH nach ,,Kontrollabspaltung“. b) ESI-
Massenspektrum des Peaks bei rt = 11,50 min. m/z berechnet: 834; gefunden: 835 (M+H)*, 418
(M+2H)**. HPLC-Bedingungen: Cg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30
Minuten, Detektion 220 nm.
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Nach der automatisierten Synthese des Fragments Fmoc-D-Ser37-D-Pro42-OH an der festen
Phase wurde eine ,,Kontrollabspaltung® (3.2.7.) sowie Charakterisierung des Produkts mittels
HPLC und Massenspektrometrie durchgefiihrt. Das entsprechende HPLC-Profil und
Massenspektrum des Produkts mit einer Retentionszeit von 14,36 Minuten sind in Abb. 34
dargestellt. Die berechnete Molekilmasse stimmt mit dem experimentell erhaltenen Molpeak
uberein. Anschlielend wurde eine ,,HFIP-Abspaltung® (3.2.8.) durchgefihrt, die in einer

Ausbeute an vollgeschiitzter Peptidsdaure von 50% (63 mg) pro Synthese resultierte.
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Abb. 34: a) HPLC-Profil des Peptids Fmoc-D-Ser37-D-Pro42-OH nach ,,Kontrollabspaltung“. b) ESI-
Massenspektrum des Peaks bei rt = 14,36 Minuten. m/z berechnet: 850; gefunden: 851 (M+H)™.
HPLC-Bedingungen: Cg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten,
Detektion 220 nm.

Nach erfolgter chemischer Ligation des Fragments Fmoc-D-Ser(tBu)37-D-Pro42-OH und H-
D-Lys(Boc)43-Gly47-2-CITrt-Harz  (3.3.4.2.) ist eine Acetylierung nicht reagierter
Aminofunktionen, eine ,,Kontrollabspaltung* (3.2.7.) sowie Charakterisierung des Produkts
mittels HPLC und Massenspektrometrie durchgefiinrt worden. Die entsprechenden
Ergebnisse sind in Abb. 35 dargestellt. Der Peak bei einer Retentionszeit von 11,10 min
entspricht dem gewinschten Produkt, was durch massenspektrometrische Untersuchungen
bestatigt wurde (m/z berechnet 1445; m/z gefunden 483 (M+3H)** und 724 (M+2H)?"). Der
Peak bei rt=17,58 min stellt nicht entfernte Schutzgruppenfragmente dar. AbschlieRend

erfolgte die Freisetzung des N-Terminus durch eine Fmoc-Abspaltung (3.2.4.).
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Abb. 35:  a) HPLC-Profil des Peptids Fmoc-D-Ser37-Gly47-OH nach Ligation und ,, Kontrollabspaltung *.
b) ESI-Massenspektrum des Peaks bei rt=14,36 min. m/z berechnet: 1445; gefunden: 483
(M+3H)**; 724 (M+2H)**. HPLC-Bedingungen: Cg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN
(0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

Die Qualitat der vollautomatisierten Synthese des Fragments Fmoc-D-Arg(Pbf)25-D-Pro28-
OH wurde mittels ,,Kontrollabspaltung* (3.2.7.) sowie HPLC und Massenspektrometrie
analysiert. In Abb. 36 sind das HPLC-Profil und das Massenspektrum der Substanz mit einem
rt-Wert von 10,20 min dargestellt. Die berechnete Masse von 706 Da entspricht dem
experimentell bestimmten Wert von m/z = 707 (M+H)". Die spéter eluierende Substanz bei
rt =17,35 min entspricht abermals Schutzgruppenfragmenten, die nur wahrend der TFA-
Behandlung entstehen. Nach der ,,HFIP-Abspaltung (3.2.8.) des Fragments sind
durchschnittlich 89 mg pro Synthese erhalten worden, was einer Ausbeute von 58%
entspricht. Aufgrund der hohen Reinheit des Produkts und um Verlusten durch

Reinigungsschritte vorzubeugen, wurde auf eine Reinigung verzichtet.
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Abb. 36: a) HPLC-Profil des Peptids Fmoc-D-Arg25-D-Pro28-OH nach der ,, Kontrollabspaltung “. b) ESI-
Massenspektrum des Peaks bei rt = 10,20 min. m/z berechnet: 706; m/z gefunden: 354 (M+2H)**
707 (M+H)". HPLC-Bedingungen: Cg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30
Minuten, Detektion 220 nm.
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Das so erhaltene Fragment wurde anschlieBend an das Fragment H-D-Arg29-D-Pro36-2-CITrt
gekuppelt, welches zuvor synthetisiert (3.3.4.) und analysiert wurde. Die Ergebnisse der
,Kontrollabspaltung* (3.2.7.) der Synthese sind in Abb. 37 zusammengestellt. Das Peptid mit
einem rt-Wert von 10,85 min entspricht dem gewiinschten Produkt mit einer Masse von 1201
Da, das mittels Massenspektrometrie bestatigt wurde: m/z = 401 (M+3H)**; 601 (M+2H)*";
1202 (M+H)". Peaks bei rt=19,47 min und rt=21,25 min entsprechen Schutzgruppen-
fragmenten.
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Abb. 37: &) HPLC-Profil des Peptids Fmoc-D-Arg29-D-Pro36-OH nach der ,, Kontrollabspaltung*. b)
MALDI-ToF-Massenspektrum des Peaks bei rt = 10,20 min. m/z berechnet: 1201; gefunden: m/z =
401 (M+3H)**; 601 (M+2H)?*; 1202 (M+H)". HPLC-Bedingungen: Cg-Séule, linearer Gradient
von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

Nach chemischer Ligation der Fragmente Fmoc-D-Arg(Pbf)25-D-Pro28-OH und H-D-
Arg(Pbf)29-D-Pro36-2-CITrt (3.3.4.), Acetylierung sowie Umschitzung in das N“Z-
geschutzte Derivat, wurde eine ,,Kontrollabspaltung® (3.2.7.) durchgefuhrt. Das erhaltene
Produkt wurde mittels HPLC und Massenspektrometrie charakterisiert, deren Ergebnisse in
Abb. 38 dargestellt sind. Der Peak bei einer Retentionszeit von 7,80 min entspricht dem
gewiinschten Produkt. Der experimentell bestimmte Wert von m/z = 1579 (M+H") stimmt mit

dem theoretischen Wert von 1578 Da (berein.
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Abb.38: a) HPLC-Profil des Peptids Z-D-Arg25-D-Pro36-OH nach der Ligation, Umschitzung und
,, Kontrollabspaltung ““. b) MALDI-ToF-Massenspektrum des Peaks bei rt = 7,80 min. m/z berechnet:
1578; gefunden: 1579 (M+H)". HPLC-Bedingungen: Cg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN
(0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

Durch die nachfolgende ,,HFIP-Abspaltung“ (3.2.8.) konnte das vollgeschiitzte Derivat mit
einer Ausbeute von 60% (85 mg) pro Ansatz erhalten und in der nachfolgenden chemischen
Ligation mit dem Fragment H-D-Ser37(tBu)-Gly47-2-CITrt eingesetzt werden. Das Resultat
der Verkniipfung beider Fragmente (3.3.4.2.) ist in Abb. 39 nach erfolgter ,,Kontroll-
abspaltung® (3.2.7.) dargestellt. Das gewiinschte Produkt mit einem Molgewicht von 2783 Da
findet sich bei rt = 7,83 min und wurde mittels Massenspektrometrie mit einem Wert von m/z
= 2784 (M+H)" besttigt.
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Abb.39: a) HPLC-Profil des Peptids Z-D-Arg25-Gly47-OH nach der Ligation, Umschitzung und
,, Kontrollabspaltung “. b) MALDI-ToF-Massenspektrum des Peaks bei rt = 7,83 min. m/z berechnet:
2783; gefunden: 2784 (M+H)*. HPLC-Bedingungen: Cg-Séule, linearer Gradient von 5-100% ACN
(0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

Nach der Acetylierung nicht reagierter Aminofunktionen (3.3.4.2.) wurde mittels ,,HFIP-
Abspaltung® (3.2.8.) das vollgeschiitzte, C-terminal freie Rohpeptid Z-D-Arg(Pbf)25-Gly47-
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OH mit einer Ausbeute von 45% (108 mg) vom polymeren Tréger abgeldst. Im Anschluss an
die Veresterung des geschitzten Fragments (3.3.4.2.), der Abspaltung der Seitenketten-
Schutzgruppen (3.2.9.) und préparativer HPLC ist der N-terminal Z-geschitzte Peptidester
mit einer isolierten Ausbeute von 8% (6 mg) isoliert worden. Abb. 40 zeigt das HPLC-Profil
und Massenspektrum der gereinigten Verbindung. Die berechnete Masse von 2917 Da ist in
Ubereinstimmung mit dem Molpeak des Massenspektrums m/z = 2917 (M+H)*. Weiterhin ist
ein Molpeak bei m/z = 2784 (M+H)" enthalten, der der korrespondierenden Saure, d.h. dem

nicht veresterten Peptid, entspricht.
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Abb. 40: a) HPLC-Profil des Z-D-Arg25-Gly47-OGp Esters nach praparativer Reinigung. b) MALDI-ToF-
Massenspektrum des Peaks bei rt = 8,33 min. m/z berechnet: 2916; gefunden: 2917 (M+H)*. HPLC-
Bedingungen: Cg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion
220 nm.

4.1.5.3. Synthesestrategie I11 (optimierte Synthese)

Durch lineare Festphasen-Peptidsynthese in Kombination mit manuellen Kupplungsschritten
an bestimmten Positionen sollte die Syntheseeffizienz des all-D-Peptids Z-D-Arg(25)-Gly47-
OGp signifikant erhoht werden. Ein entsprechendes Syntheseschema findet sich in Abb. 41.
Dementsprechend wurden Kupplungen von Hand an den Positionen D-Pro42, D-Thr(tBu)41,
D-Pro36, D-Glu(OtBu)35, D-Pro28 und D-Arg(Pbf)27 durchgefiihrt. Die Auswahl der
Aminoséduren, welche manuell mittels HATU gekuppelt worden sind, leitete sich aus den

unter 4.1.5.1. und 4.1.5.2. beschriebenen Synthesen ab.
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Fmoc-D-Arg(Pbf)46-Gly47-2-ClITrt-Harz

automatisierte Synthese

A 4

Fmoc-D-Lys(Boc)43-Gly47-2-ClITrt-Harz

manuelle Kupplungen

A 4

Fmoc-b-Thr(tBu)41-Gly47-2-CITrt-Harz

automatisierte Synthese

\ 4
Fmoc-D-Ser(tBu)37-Gly47-2-CITrt-Harz

manuelle Kupplungen

\ 4
Fmoc-D-Arg(Pbf)27-Gly47-2-CITrt-Harz

automatisierte Synthese

A 4

Fmoc-D-Arg(Pbf)25-Gly47-2-CITrt-Harz

Abb. 41:  Synthesestrategie fiir das Fragment Z-D-Arg25-Gly47-2-ClTrt-Harz.

Das Chromatogramm des analytischen HPLC-Laufs und das Massenspektrum nach
,,Kontrollabspaltung* (3.2.7.) der Verbindung Z-D-Arg25-Gly47-OH stellt Abb. 42 dar. Bei
einer Retentionszeit von 8,03 min ist ein Hauptpeak zu erkennen, welcher mittels Massen-
spektrometrie als das gew(inschte Produkt identifiziert werden konnte. Die theoretische Masse
von 2784 Da stimmt mit dem experimentell bestimmten Wert von m/z = 2785 (M+H)"
uberein.

Mittels ,,HFIP-Abspaltung® (3.2.8.) wurde das vollgeschitzte Peptid vom polymeren Tréger
abgeldst und entsprechend getrocknet. Die Ausbeute betrug 47% (280 mg).
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a) HPLC-Profil des Peptids Z-D-Arg25-Gly47-OH nach SPPS und , Kontrollabspaltung“. b) ESI-
Massenspektrum nach Dekonvolution des Peaks bei rt = 8,03 min. m/z berechnet: 2784; gefunden:
2785 (M+H)*. HPLC-Bedingungen: Cg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in
30 Minuten, Detektion 220 nm.

Nach Veresterung des vollgeschitzten Fragments (3.3.4.3.), Schutzgruppen-Abspaltung
(3.2.9.) und préparativer HPLC wurde das finale Produkt mit einer Ausbeute von 39% (77,5

mg) isoliert. Das HPLC-Profil und Massenspektrum der finalen Verbindung sind in Abb. 43

wiedergegeben. Die Retentionszeit des Z-D-Arg25-Gly47-OGp Esters betragt 8,27 min und

seine Identitat konnte durch Massenspektrometrie bestatigt werden. Die berechnete Masse

betragt 2917 Da und stimmt mit dem Wert von m/z = 2918 (M+H)" der massen-

spektrometrischen Untersuchung tberein.
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a) HPLC-Profil des Esters Z-D-Arg25-Gly47-OGp nach préaparativer Reinigung. b) ESI-
Massenspektrum nach Dekonvolution des Peaks bei rt =8,03 min. m/z berechnet: 2916; m/z
gefunden: 2917 (M+H)". HPLC-Bedingungen: Cg-Séule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1%
TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

Zur Bestimmung des Vorhandenseins von Sekundarstrukturen im Peptidester wurde ein CD-

Spektrum aufgezeichnet. Das Ergebnis der Messung wird in Abb. 44 dargestellt. Im Spektrum
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ist lediglich ein Signal bei einem Maximum von 190-210 nm zu beobachten. Bei ca. 230 nm

kann eine leichte Schulter beobachtet werden, deren Intensitét jedoch duf3erst gering ist.
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Abb. 44:  CD-Spektrum des Esters Z-D-Arg25-Gly47-OGp bei 25 °C; 3 uM Peptid in 10 mM Kalium-
Phosphat-Puffer, pH 7,5.

4.1.6. Festphasensynthese von HMGA 1b Ac-D-Serl-Gly24-OGp

4.1.6.1. Synthesestrategie | (Einschrittsynthese)

In einem ersten Versuch sollte die Mdglichkeit der Darstellung des Fragments Ac-D-Serl-
Gly24-OH in einer linearen Weise am Synthesizer versucht werden. Nach erfolgter
automatisierter Kupplung der D-Aminosauren Arginin 23 bis Asparaginsaure 19 wurde eine
,Kontrollabspaltung® (3.2.7.) durchgefuhrt. Das Chromatogramm des analytischen HPLC-
Laufes und das Massenspektrum des Hauptsignals mit einem rt-Wert von 9,56 min sind in
Abb. 45 veranschaulicht. Dieses Signal entspricht dem gewtinschten Peptid. Das berechnete
Molekilgewicht von 983 Da stimmt mit dem massenspektrometrisch bestimmten Wert von
m/z = 493 (M+2H)?*" tiberein. Der Peak bei rt = 3,91 min wird durch einen hohen Anteil an
TFA hervorgerufen und das Signal bei rt=1575 min entspricht Fragmenten von

Schutzgruppen.
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Abb. 45:  a) HPLC-Profil des Peptids Fmoc-D-Asp18-Gly24-OH nach SPPS und ,, Kontrollabspaltung “.
b) ESI-Massenspektrum des Peaks bei rt = 9,56 min. m/z berechnet: 983; gefunden: 493 (M+2H)*".
HPLC-Bedingungen: Cg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten,
Detektion 220 nm.

Nach Fortsetzung der Synthese bis Aminosdure D-Leucin 11 wurde abermals eine
»Kontrollabspaltung“ (3.2.7.) durchgefihrt. Die erfolgte Charakterisierung des Produkts
durch HPLC und Massenspektrometrie ist in Abb. 46 dargestellt. Neben den Signalen bei

rt = 16,42 min und rt = 17,51 min, welche Fragmente von Schutzgruppen darstellen, ist ein

Peak bei rt = 11,26 zu erkennen. Dieser wurde mittels Massenspektrometrie naher untersucht
und zeigte Signale bei m/z = 1752 (M+H)" und 1837 (M+H)".

a) 1200

1000 { 385
800 -

600 -

Absorption [mAU]

400 A

200

04

11,26

16,42

17,51

b)

absolute Intensitat

T
0 5

T
10

T
15

Zeit [min]

T
20

T
25

30

1200

1000

800

600 -

400 A

200 A

04

[

1752

1837
|

w

T
500 1000 1500

m/z

T T
2000 2500

Abb. 46:  a) HPLC-Profil des Peptids Fmoc-D-Leul1-Gly24-OH nach SPPS und ,, Kontrollabspaltung “.
b) MALDI-ToF-Massenspektrum des Peaks bei rt = 11,26 min. m/z berechnet: 1797; gefunden: 1752
(M+H)" und 1837 (M+H)". HPLC-Bedingungen: Cg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN
(0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.
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Da diese jedoch nicht dem gewinschten Produkt mit einem Molekilgewicht von 1797 Da
entsprachen und die Wiederholung der Darstellung des Peptids unter identischen

Bedingungen mit demselben Ergebnis endete, wurde die Synthese an dieser Stelle beendet.

4.1.6.2. Synthesestrategie 11 (konvergente Synthese)

Innerhalb der zweiten Synthesestrategie sollte durch einen konvergenten Syntheseansatz die
Darstellung des entsprechend vollgeschiitzten Fragments Ac-D-Ser(tBu)1-Gly24-OH sowie
die anschlieBende Veresterung realisiert werden. Dazu war die Darstellung dreier
vollgeschitzter Fragmente und deren chemische Ligation notwendig: Ac-D-Ser(tBu)l-D-
Pro10-OH, Fmoc-D-Leull-Gly19-OH sowie H-D-Thr(tBu)20-Gly24-2-CITrt-Harz. In Abb.
47 ist die Strategie schematisch dargestellt.

Die Auswahl der Fragmente erfolgte hinsichtlich minimaler Epimerisierung wahrend der
Aktivierung der Carbonséaurefunktion der entsprechenden Aminoséuren, wobei diese im Fall
des Glycins nicht auftreten kann und im Fall des Prolins unter normalen Synthese-
bedingungen nicht geschieht, da das fiir die Razemisierung nétige Oxazolon nicht gebildet
werden kann [208].

Fmoc-p-Leull-Gly19-OH

i) H-b-Leul1-Gly24-2-CITrt-Harz

H-pb-Thr(tBu)20-Gly24-2-CITrt-

Harz i) M Ac-p-Ser(tBu)1-Gly24-OH

Fmoc-p-Ser(tBu)1-D-Prol0-OH —

Abb. 47:  Konvergente Synthesestrategie zur Darstellung des vollgeschitzten Fragments Ac-p-Ser(tBu)-1-
Gly24-OH am 2-CITrt-Harz. i) Kupplung, Fmoc-Abspaltung. ii) Kupplung, Fmoc-Abspaltung,
Acetylierung, ,, HFIP-Abspaltung “.

Die Syntheseeffizienz des Fragments Fmoc-D-Thr(tBu)20-Gly24-OH wurde nach einer
,Kontrollabspaltung® (3.2.7.) analysiert. Das Signal bei rt = 10,66 min im HPLC-Profil wurde
mittels Massenspektrometrie als das gewinschte Produkt identifiziert (Abb. 48). Das
kalkulierte Molekiilgewicht von 811 Da stimmt mit dem gemessenen Wert von m/z = 812,4
(M+H)" iiberein. An die ,,Kontrollabspaltung* schloss sich die Abspaltung der N-terminalen
Fmoc-Schutzgruppe an (3.2.4.).
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a) HPLC-Profil des Peptids Fmoc-D-Thr20-Gly24-OH nach SPPS und ,, Kontrollabspaltung .
b) ESI-Massenspektrum des Peaks bei rt = 10,66 min. m/z berechnet: 811; gefunden:812 (M+H)*

2000

und 407 (M+2H)?*. HPLC-Bedingungen: Cs-Séule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA)
in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

Fur die Ligation zum Produkt Fmoc-D-Leull-Gly24-2-CITrt-Harz war die Synthese des

vollgeschitzten Fragments Fmoc-D-Leull-Gly19-OH notwendig. Die Qualitat der SPPS
wurde mit einer ,,Kontrollabspaltung* (3.2.7.) tiberpriift. In Abb. 49 sind HPLC-Profil und

Massenspektrum der Verbindung abgebildet. Die massenspektrometrische Untersuchung des

Produkts mit einer Retentionszeit von 12,83 min identifizierte die Substanz als das ge-

wiinschte Peptid. Die theoretische Molekiilmasse von 1197 Da stimmt mit dem gemessenen
Wert von 1198 (M+H)" iiberein. Durch nachfolgende , HFIP-Abspaltung® (3.2.8.) wurde die
geschitzte, C-terminal freie Substanz mit einer Ausbeute von 68% (153 mg) pro Synthese

erhalten. Aufgrund der hohen Reinheit und zur Vermeidung eines Substanzverlustes wurde

auf eine Reinigung des Produkts verzichtet.
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a) HPLC-Profil des Peptids Fmoc-D-Leull-Gly19-OH nach SPPS und ,, Kontrollabspaltung “.
b) ESI-Massenspektrum des Peaks bei rt = 12,83 min. m/z berechnet: 1197; gefunden 1198 (M+H)*

2000

und 600(M+2H)?*. HPLC-Bedingungen: Cg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA)
in 30 Minuten, Detektion 220 nm.
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Die chemische Ligation (3.3.5.2.) der Fragmente Fmoc-D-Leull-Gly19-OH und Fmoc-D-
Thr(tBu)20-Gly24-2-CITrt ist mit einer ,,Kontrollabspaltung™ (3.2.7.) {iberpriift worden. In
Abb. 50 sind die Ergebnisse in Form des HPLC-Profils und Massenspektrums dargestellt. Die
Verbindung mit rt = 12,12 min entspricht dem gewunschten Fragment Fmoc-D-Leull-Gly24-
OH, was durch massenspektrometrische Analyse bestatigt werden konnte. Der theoretische
Wert von 1768 Da und der experimentell bestimmte Wert von m/z = 886 (M+2H)*" sowie
m/z = 591 (M+3H)*" sind in Ubereinstimmung. AnschlieRend wurden eine Acetylierung von
nicht reagierten Aminofunktionen (3.3.5.2.) und die Abspaltung der N-terminalen Fmoc-
Schutzgruppe (3.2.4.) des immobilisierten Peptids durchgefiihrt.
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Abb.50: a) HPLC-Profil des Peptids Fmoc-D-Leull-Gly24-OH nach Ligation und ,, Kontrollabspaltung “.
b) ESI-Massenspektrum des Peaks bei rt=12,12 min. m/z berechnet: 1768; gefunden: 886
(M+2H)** und 591 (M+3H)**. HPLC-Bedingungen: Cg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN
(0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

In Abb. 51 ist das Massenspektrum des Fragments Fmoc-D-Serl-D-Pro10-OH nach auto-
matisierter Synthese und ,,Kontrollabspaltung® (3.2.7.) dargestellt, welches fiir die finale
Ligation zum Peptid Ac-D-Serl-Gly24-OH bendtigt wird. Die massenspektrometrische
Charakterisierung des Signals bei rt = 11,43 min zeigte, dass es sich um das erwartete Produkt
handelt. Die theoretische Masse von 1244 stimmt mit dem experimentellen Wert von m/z =
1245,5 (M+H)" (iberein.
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Abb.51:  a) HPLC-Profil des Peptids Fmoc-D-Ser1-D-Prol10-OH nach SPPS und ,, Kontrollabspaltung *.
b) MALDI-ToF-Massenspektrum des Peaks bei rt = 11,43 min. m/z berechnet: 1244; gefunden: 1245
(M+H)" und 623,4 (M+2H)*". HPLC-Bedingungen: Cs-Séule, linearer Gradient von 5-100% ACN
(0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

Durch ,,HFIP-Abspaltung® (3.2.8.) wurde die vollgeschiitzte Peptidsdure mit einer Ausbeute
von 58% (143 mg) pro Synthese erhalten und in der finalen Ligation eingesetzt. Nach der
Verkniipfung der Fragmente an der festen Phase (3.3.5.2.) erfolgte eine ,,Kontrollabspaltung*
(3.2.7.). Das Produkt ist mittels HPLC untersucht und der Peak bei rt=10,04 min
massenspektrometrisch analysiert worden. Das Signal bei m/z=2773 (M+H)" aus der
Analyse stimmt mit dem theoretischen Molekilgewicht von 2772 Da uberein. Diese

Ergebnisse sind in Abb. 52 zusammengefasst.
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Abb.52: a) HPLC-Profil des Peptids Fmoc-D-Serl-Gly24-OH nach chemischer Ligation und ,,Kontroll-
abspaltung “ b) MALDI-ToF-Massenspektrum des Peaks bei rt = 10,04 min. m/z berechnet: 2772;
gefunden: 2773 (M+H)". HPLC-Bedingungen: Cg-Séule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1%
TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.
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Nach der Fmoc-Abspaltung (3.2.4.) und Acetylierung (3.3.5.2.) des freien N-Terminus wurde
das vollgeschiitzte Fragment vom polymeren Triger mittels ,,HFIP-Abspaltung* (3.2.8.)
abgel6st und pro Synthese mit einer Rohausbeute von 54% (120 mg) dargestelit.

AbschlieRend ist die vollgeschitzte Peptidsdure verestert (3.3.5.2.), das finale Fragment Ac-
D-Ser(tBu)1-Gly24-OGp(Boc), durch TFA-Abspaltung von den Schutzgruppen (3.2.9.)
befreit und HPLC-gestltzt gereinigt worden. Die Qualitat des finalen Produkts, welches mit
einer isolierten Ausbeute von 8,5% (14 mg) erhalten wurde, ist mittels HPLC und
Massenspektrometrie Uberprift worden. Abb. 53 stellt die Analysenergebnisse dar. Die
experimentell erhaltenen Signale bei m/z = 2727 (M+H)* und m/z = 1364 (M+2H)* sind in

Ubereinstimmung mit der kalkulierte Masse von 2725 Da.
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Abb. 53: a) HPLC-Profil des Esters Ac-D-Serl-Gly24-OGp nach HPLC-Reinigung. b) MALDI-ToF-Massen-
spektrum des Peaks bei rt=6,75 min. m/z berechnet: 2725; gefunden m/z = 2727 (M+H)" und 1364
(M+2H)**. HPLC-Bedingungen: Cg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30
Minuten, Detektion 220 nm.

4.1.6.3. Synthesestrategie 111 (optimierte Synthese)

Eine Steigerung der Synthesequalitat und —quantitdt sollte durch die Kombination von
linearer Peptidsynthese und manuellen Kupplungsschritten an der festen Phase erreicht
werden. Die Synthesestrategie ist in Abb. 54 zusammenfassend schematisch abgebildet.
Entsprechend wurden die Aminosauren Arginin 23, Glycin 21, Asparaginséure 20, Prolin 10
und Glutamin 9 manuell durch Aktivierung mit HATU geknupft. Die Auswahl der
Aminosduren, die einer manuellen Kupplung unterworfen wurden, ergab sich aus den

Ergebnissen der vorausgegangenen Synthesen (4.1.6.1. und 4.1.6.2.).
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Fmoc-D-Arg(Pbf)23-Gly24-2-CITrt-Harz

automatisierte Synthese

A\ 4

Fmoc-D-Thr(tBu)20-Gly24-2-CITrt-Harz

manuelle Kupplungen

A 4

Fmoc-D-Asp(OtBu)18-Gly24-2-CITrt-Harz

automatisierte Synthese

A 4

Fmoc-D-Leull-Gly24-2-CITrt-Harz

manuelle Kupplungen

A 4

Fmoc-D-GIn(Trt)9-Gly24-2-CITrt-Harz

automatisierte Synthese

A 4

Ac-D-Ser(tBu)1-Gly24-2-CITrt-Harz

Abb. 54:  Synthesestrategie fiir das Fragment Ac-D-Ser(tBu)1-Gly24-2-CITrt-Harz.

Das HPLC-Profil und Massenspektrum der Verbindung Ac-D-Serl-Gly24-OH nach SPPS
sind in Abb. 55 zusammengestellt. Das Chromatogramm zeigt lediglich ein groRes Haupt-
signal bei rt=5,70 min. Der experimentell bestimmte Wert von m/z=2594 und das
theoretische Molekilgewicht von 2592 Da von Ac-D-Serl-Gly24-OH sind in Uber-

einstimmung.
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a) HPLC-Profil des Fragments Ac-D-Serl-Gly24-OH nach ,, Kontrollabspaltung*.
Massenspektrum nach Dekonvolution des Peaks bei rt = 5,70 min. m/z berechnet: 2592; m/z = 2594
(M+H)*. HPLC-Bedingungen: Cg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30
Minuten, Detektion 220 nm.
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Nach erfolgter Acetylierung des N-Terminus sowie einer anschlieBenden ,,HFIP-Abspaltung™
(3.2.8.) ist das vollgeschiitzte, C-terminal freie Peptid Ac-D-Ser(tBu)1-Gly24-OH vom

polymeren Trager abgespalten und mit einer Ausbeute von 76% (420 mg) erhalten worden.
Die nach Veresterung mit HOGp(Boc), (3.3.5.3.), Schutzgruppen-Abspaltung (3.2.9.) und

praparativer HPLC-Reinigung erhaltene Endverbindung Ac-D-Serl-Gly24-OGp wurde mit
einer Ausbeute von 24% (102 mg), bezogen auf den 0,125 mmol Malstab der SPPS, erhalten.

Abb. 56 gibt das entsprechende HPLC-Profil und Massenspektrum der gereinigten

Endverbindung wieder.
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a) HPLC-Profil des Esters Ac-D-Ser1-Gly24-OGp nach HPLC-Reinigung. b) ESI-Massenspektrum
nach Dekonvolution des Peaks bei rt =6,67 min. m/z berechnet: 2725; gefunden 2727 (M+H)".
HPLC-Bedingungen: Cg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten,

Detektion 220 nm.
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Zur Abschétzung der Ausbildung von Sekundarstrukturen des Esters Ac-D-Serl-Gly24-OGp
wurde ein CD-Spektrum aufgenommen (Abb. 57). Zwischen 190-210 nm ist ein deutliches
Maximum zu erkennen. Im restlichen Wellenldngenbereich ist keine signifikante Auslenkung

Zu beobachten.
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Abb.57:  CD-Spektrum des Esters Ac-D-Serl-Gly24-OGp bei 25 °C; 3 uM Peptid in 10 mM Kalium-
Phosphat-Puffer, pH 7,5.

4.1.7. Clostripain-katalysierte Ligation der Fragmente Z-D-Arg25-Gly47-OGp
und H-D-Arg48-D-Lys81-OH

4.1.7.1. Spontane Esterhydrolyse

Durch die Bestimmung des Ausmales der spontanen Hydrolyse sollte die Stabilitat des N-
terminal Z-geschitzten Peptidesters Z-D-Arg25-Gly47-OGp unter Ligationsbedingungen bei
pH = 8,0 untersucht werden. Hierfir wurden der Ester in Ligationspuffer gelost und zu
bestimmten Zeitpunkten Proben des Ansatzes analysiert (3.3.7.1.). Der Zeitverlauf der
Reaktion ist in Abb. 58 dargestellt. Die initiale Geschwindigkeit der spontanen
Esterhydrolyse betragt 20 umol - min™. Nach bereits vier Stunden ist der gesamte Peptid-4-

Guanidinophenylester basenkatalysiert zur entsprechenden S&ure hydrolysiert.
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Abb. 58:  Zeitverlauf der spontanen Hydrolyse des Z-D-Arg25-Gly47-OGp Esters im Ligationspuffer (1 mM
Ester, 0,1 M HEPES, 0,1 M NaCl, 0,01 M CaCl,, pH 8,0).

4.1.7.2. Enzymatische Esterhydrolyse

Zur Kontrolle der Akzeptanz des Z-D-Arg25-Gly-OGp Esters durch Clostripain ist dieser
enzymatischen Hydrolysestudien unterzogen worden. Nach Bestétigung der Akzeptanz sollte
bestimmt werden, mit welcher initialen Hydrolysegeschwindigkeit die Protease diesen Ester
umsetzt (siehe 3.3.7.2.). In Abb. 59 sind die Zeitverlaufe der Hydrolysereaktionen bei
Clostripain-Konzentrationen von 1 - 10° M, 5-10° M und 1 - 10°® M CLP im Ansatz ohne

Berlicksichtigung der spontanen Hydrolyse des Esters vergleichend gegenubergestellt.
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Abb. 59:  Zeitverlauf der enzymatischen Hydrolyse des Z-D-Arg25-Gly47-OGp Esters bei verschiedenen
Clostripain Konzentrationen ohne Beriicksichtigung der spontanen Hydrolyse (1 mM Ester, 10° M -
10°M CLP, 0,1 M HEPES, 0,1 M NaCl, 0,01 M CaCl,, pH 8,0).
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Dabei wird der Peptid-4-Guanidinophenylester nach 30 Minuten bei 1 - 10° M Clostripain
bzw. 60 Minuten bei 5-10° M Clostripain zur korrespondieren Saure umgesetzt. Fiir die

geringste Enzymkonzentration wurde kein Endwert bestimmt.

4.1.7.3. Spontaner Acyltransfer

Um eine spontane Reaktion des Esters mit dem Nukleophil auszuschlieBen, wurden beide
Komponenten ohne den Zusatz der Protease Clostripain miteinander inkubiert (vgl. 3.3.7.3.).

In Abb. 60 ist der Verlauf der Reaktion in Abhéngigkeit von der Zeit wiedergegeben. Zu
erkennen ist, dass lediglich die Konzentration des Esters abnimmt, wéhrend die Konzentration
des Nukleophils konstant bleibt. Dabei hydrolysiert der Ester mit der gleichen

Geschwindigkeit, wie unter 4.1.6.1. bestimmt.
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Abb. 60:  Reaktionsverlauf des spontanen Acyltransfers des Z-D-Arg25-Gly47-OGp Esters mit dem Nukleophil
H-D-Arg48-D-Lys81-OH unter Ligationsbedingungen ohne Anwesenheit von Clostripain (1 mM
Ester, 1 mM Nukleophil, 0,1 M HEPES, 0,1 M NaCl, 0,01 M CacCl,, pH 8,0).

4.1.7.4. Optimierung des enzymatischen Acyltransfers

Zur Optimierung des enzymatischen Acyltransfers von Z-D-Arg25-Gly47-OGp und H-D-
Arg48-D-Lys81-OH hinsichtlich der Produktausbeute wurden im Reaktionsansatz ver-
schiedene Verhéltnisse von Nukleophil zu Ester bei gleicher Enzymkonzentration untersucht
(siehe 3.3.7.4., Tab. 3). Wurden Ester und Nukleophil aquimolar eingesetzt, so ergab sich eine
Ausbeute von 46%. Ist das Nukleophil im doppelten Uberschuss zugegeben worden, so stieg
die Ausbeute auf 69%. Die grofite Syntheseeffizienz wurde erhalten, wenn der Acylakzeptor
in einer dreifachen Konzentration verwendet wurde. Die Ausbeute betrug 82%, wobei durch
eine weitere Erhoéhung der Nukleophilkonzentration die Ausbeute nicht mehr gesteigert

werden konnte.

-90 -



4. ERGEBNISSE

Tabelle 3: Ausbeuten in % des Acyltransfers von Z-D-Arg25-Gly47-OGp und H-D-Arg48-D-Lys81-OH in

Abhangigkeit vom Verhéltnis Nukleophil zu Ester.

Verhéltnis Nukleophil : Ester

1:1 2:1 3:1 4:1

46 69 82 82

(1 mM Ester, 1-4 mM Nukleophil, 5 - 10° M Clostripain, 0,1 M HEPES, 0,1 M NaCl, 0,01
M CaCl,, pH 8,0, 60 Minuten Reaktionszeit)

4.1.7.5. Enzymatischer Acyltransfer unter optimierten Bedingungen

Der Zeitverlauf der Reaktion bei einem optimierten Nukleophil: Ester Verhéltnis von 3:1

wurde vom analytischen in den semi-praparativen Mafstab berfiihrt und ist in Abb. 61 Gber

einen Zeitraum von 24 Stunden dargestellt.
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Abb. 61:

Zeit [h]

Reaktionsverlauf der Clostripain-katalysierten Ligation von Z-D-Arg25-Gly47-OGp mit H-D-Arg48-

D-Lys81-OH (1 mM Ester, 3 mM Nukleophil, 5 - 10° M Clostripain, 0,1 M HEPES, 0,1 M NaCl,

0,01 M CaCl,, pH 8,0).

Zur semi-praparativen Darstellung des Peptids Z-D-Arg25-D-Lys81-OH wurden die unter

4.1.7.4. optimierten Verhaltnisse gewéhlt (3.3.9.5.). Nach semi-préparativer Reinigung eines

Reaktionsansatzes wurden im Durchschnitt 4,9 mg Produkt pro Ansatz erhalten, was einer

Ausbeute von 52% entspricht. Gleichzeitig konnten durchschnittlich 7,2 mg (41%) des einge-

setzten Nukleophils zurtickgewonnen werden. In Abb. 62 sind das HPLC-Profil des

gereinigten Produkts und das entsprechende Massenspektrum abgebildet. Die berechnete

Molekiilmasse von 6782 Da stimmt mit dem experimentell gemessenen Wert von m/z = 6784

(M+H)" iiberein.
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Abb. 62:  a) HPLC-Profil des Produkts Z-D-Arg25-D-Lys81-OH nach semi-préaparativer HPLC-Reinigung. b)
ESI-Massenspektrum nach Dekonvolution des Peaks bei rt = 7,64 min. m/z berechnet: m/z = 6782;
gefunden: 6784 (M+H)". HPLC-Bedingungen: Cys-Séule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1%
TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

4.1.8. Abspaltung der Z-Schutzgruppe von Z-D-Arg25-D-Lys81-OH

Nach Abspaltung der N-terminalen Z-Schutzgruppe mit einem Thioanisol-TFA-Gemisch
sowie semi-préparativer Reinigung (3.3.8.) wurde das entsprechend N-terminal freie Peptid
H-D-Arg25-D-Lys81-OH mit einer isolierten Ausbeute von 64% (12 mg) erhalten. Das ent-
sprechende HPLC-Profil und Massenspektrum sind in Abb. 63 dargestellt. Der experimentell
gemessene Wert von m/z = 6648 (M+H)" entspricht der theoretischen Molekiilmasse von
6646 Da.
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Abb. 63: &) HPLC-Profil des Produkts H-D-Arg25-D-Lys81-OH nach Abspaltung der Z-Schutzgruppe und
semi-praparativer HPLC-Reinigung. b) ESI-Massenspektrum des Peaks nach Dekonvolution bei
rt =7,14 min. m/z berechnet: 6646; gefunden 6648 (M+H)+. HPLC-Bedingungen: C18-Saule,
linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.
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Mittels CD-Spektroskopie sollte untersucht werden, inwieweit das 57mer Peptid H-D-Arg25-
D-Lys81-OH in der Lage ist, Sekundarstrukturen auszubilden. In Abb. 64 ist das erhaltene
CD-Spektrum dargestellt. Deutlich ist ein Signal im Bereich von 190-210 nm zu erkennen. Im

Bereich von 225 nm kann ein schwaches Signal detektiert werden.
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Abb. 64:  CD-Spektrum von H-D-Arg25-D-Lys81-OH bei 25 °C; 3 pM Peptid in 10 mM Kalium-Phosphat-
Puffer, pH 7,5.

4.1.9. Clostripain-katalysierte Ligation der Fragmente Ac-D-Serl-Gly24-OGp
und H-D-Arg25-D-Lys81-OH

4.1.9.1. Spontane Esterhydrolyse

Zur Bestimmung der Stabilitdt des N-terminal acetylierten Esters wurde dieser einer spon-
tanen Hydrolyse im Ligationspuffer unterzogen (3.3.9.1.). Zu ausgewahlten Zeitpunkten sind
dafir Aliguote des Reaktionsansatzes entnommen und mittels HPLC analysiert worden. Wie
in Abb. 65 dargestellt, sind nach 40 Minuten noch ca. 50% des Esters vorhanden, was einer
spontanen Zerfallsgeschwindigkeit von 25 pmol - min™ entspricht. Nach ca. vier Stunden

findet sich kein intakter Ester mehr im Ansatz.
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Abb. 65:  Zeitverlauf der spontanen Hydrolyse des Esters Ac-D-Serl-Gly24-OGp im Ligationspuffer (1 mM
Ester, 0,1 M HEPES, 0,1 M NaCl, 0,01 M CaCl,, pH 8,0).

4.1.9.2. Enzymatische Esterhydrolyse
Zur Kontrolle der Akzeptanz des Esters Ac-D-Serl-Gly24-OGp ist dieser enzymatischen

Hydrolysestudien mit Clostripain unterzogen worden. Abb. 66 gibt die Zeitverlaufe der
Hydrolysereaktionen bei Clostripain-Konzentrationen von 1 -10° M, 5-10° M und 1 - 10°

M ohne Bertcksichtigung der spontanen Hydrolyse des Esters wieder.

100
9 ® 10°MCLP
O 5*10°MCLP
899 o v 10°MCLP
g o7
S v
T 601 ¢ O
|5
N v
-
<
4 -
[<3] 0 v
-% ° o
@ v
20 A v
[ ]
o
0 T T . T T o)
0 10 20 30 40 50 60
Zeit [min]

Abb. 66:  Zeitverlauf der enzymatischen Hydrolyse des Ac-D-Serl-Gly24-OGp Esters bei verschiedenen
Clostripain-Konzentrationen ohne Beriicksichtigung der spontanen Hydrolyse (1 mM Ester, 10° M —
10°M CLP, 0,1 M HEPES, 0,1 M NaCl, 0,01 M CaCl,, pH 8,0).

4.1.9.3. Spontaner Acyltransfer

Der Ester Ac-D-Serl-Gly24-OGp und das Nukleophil H-D-Arg25-D-Lys81-OH wurden ohne
Zugabe von Clostripain im Ligationspuffer inkubiert, um eine spontane Reaktion beider
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Verbindungen auszuschlielen. Der Zeitverlauf des ablaufenden Prozesses ist in Abb. 67
dargestellt. Diesem ist zu entnehmen, dass lediglich der Ester zur korrespondieren Séure
hydrolysiert, sich die Konzentration des Nukleophils nicht &ndert und demzufolge keine
spontane Produktbildung stattfindet.
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Abb. 67:  Zeitverlauf des spontanen Acyltransfers von Ac-D-Ser1-Gly24-OGp und H-D-Arg25-D-Lys81-OH im
Ligationspuffer (1 mM Ester, 1 mM Nukleophil, 0,1 M HEPES, 0,1 M NacCl, 0,01 M CacCl,, pH 8,0).

4.1.9.4. Enzymatischer Acyltransfer und Optimierung des Nukleophil-Ester-Verhaltnisses

sowie Zugabe von Additiven

Um eine moglichst hohe Ausbeute an Ac-D-Serl-D-Lys81-OH zu erhalten, sind Reaktions-
ansatze mit unterschiedlichen Verhéltnissen von Nukleophil zu Ester durchgefiihrt worden
(3.3.9.4.). Initial wurde auf die Zugabe von Additiven verzichtet. Aufgrund der geringen
Ligationseffizienzen, die sich lediglich in 10% Produktbildung bei drei- und vierfachem
Uberschuss an Nukleophil auRerten (Tab. 4), wurden Experimente in Gegenwart von
Harnstoff und Tween 100 durchgefihrt.

Tabelle 4: Ausbeuten des Acyltransfers von Ac-D-Serl-Gly24-OGp mit H-D-Arg25-D-Lys81-OH in % bei
verschiedenen Verhaltnissen von Ester zu Nukleophil.

Verhéltnis Nukleophil : Ester

1:1 2:1 3:1 4:1

0 0 10 10

(1 mM Ester, 1, 2, 3 bzw. 4 mM Nukleophil, 5 - 10° M Clostripain, 0,1 M HEPES, 0,1 M NaCl,
0,01 M CaCly, pH 8,0, 60 Minuten Reaktionszeit).
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Dabei konnte durch die Zugabe des Detergens Tween 100 (0,01% im Ansatz) ein positiver
Einfluss hinsichtlich der Ausbeute beobachtet werden und die Optimierung des Anteils an
Nukleophil erfolgte deshalb unter Zugabe von Tween 100 im Ansatz. Wie in Tab. 5
zusammengestellt, konnte durch die Beigabe von Tween 100 und einem drei- und vierfachen

Uberschuss an Nukleophil eine Ausbeute von 25% erzielt werden.

Tabelle 5:  Ausbeuten des Acyltransfers von Ac-D-Serl-Gly24-OGp mit H-D-Arg25-D-Lys81-OH in % bei
verschiedenen Verhaltnissen von Ester zu Nukleophil in Gegenwart von Tween 100

Verhaltnis Nukleophil : Ester

1:1 2:1 3:1 4:1

5 8 25 25

(1 mM Ester, 1-4 mM Nukleophil, 5 -10° M Clostripain, 0,1 M HEPES, 0,1 M NacCl,
0,01 M CaCl,, 0,01% Tween 100, pH 8,0, 60 Minuten Reaktionszeit)

4.1.9.5. Enzymatischer Acyltransfer unter optimierten Bedingungen

Um das 81mer Ac-D-Serl-D-Lys81-OH im semi-préparativen Mal3stab herzustellen, wurden
Ligationsansatze im 400 pl Malstab unter optimierten Bedingungen durchgefihrt, vereint,
HPLC-chromatographisch getrennt und Produkt-enthaltene Fraktionen lyophillisiert. Das
gewiinschte all-D-Protein konnte aus vier Ligationsansétzen mit einer isolierten Ausbeute von
3 mg (15%) erhalten werden. Abb. 68 zeigt das finale Produkt nach der HPLC-Reinigung
sowie dessen massenspektrometrische Charakterisierung.
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Abb. 68: &) HPLC-Profil des finalen Produkts Ac-D-Serl-D-Lys81-OH nach semi-praparativer HPLC-
Reinigung. b) ESI-Massenspektrum nach Dekonvolution des Peaks bei rt = 7,34 min. m/z berechnet:
9223; gefunden m/z = 9225 (M+H)*. HPLC-Bedingungen: C18-Saule, linearer Gradient von 5-
100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.
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Zur Untersuchung der Sekundarstrukturen des Proteins Ac-D-Serl-D-Lys81-OH wurde ein
CD- Spektrum aufgezeichnet. Wie aus Abb. 69 ersichtlich wird, ist ein Maximum bei 190-210

nm zu verzeichnen.
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Abb. 69:  CD-Spektrum Ac-D-Ser1-D-Lys81-OH bei 25 °C; 3 pM Peptid in 10 mM Kalium-Phosphat-Puffer,
pH 7,5.

4.2.  Teil B —,,Studien zur Synthese von E. coli Parvulin 10%

4.2.1. Synthese von H-LGSVKASAYK-OH und H-LIVDAVLEPVKAAGAY -
OH

Die Beurteilung der Ligationseffizienz der ADP hinsichtlich der Verkniipfung langerkettiger
Peptide entsprechend der unter 3.4.7. beschriebenen Experimente setzte zundchst die
Synthese der Modellnukleophile H-LGSVKASAYK-OH und H-LIVDAVLEPVKAAGAY -
OH voraus.

Nach Beladung von 2-Chlortritylchlorid-Polystyren-Harz fiir einen Ansatz im 0,125 mmol
MaRstab mit der jeweiligen C-terminalen Aminosdure, automatisierter Festphasen-Peptid-
synthese, TFA-Behandlung und HPLC-gestutzter Reinigung (siehe 3.4.1.) wurde das Peptid
H-LGSVKASAYK-OH mit einer Ausbeute von 59% (101 mg) und H-LIVDAVLEP-
VKAAGAY-OH mit einer Ausbeute von 52% (137 mg) erhalten. Abb. 70 stellt die HPLC-
Profile und Massenspektren der Endverbindungen dar. Unter den angegebenen Bedingungen
betragt die Retentionszeit 7,28 min fur H-LGSVKASAYK-OH und 11,62 min fir H-
LIVDAVLEPVKAAGAY-OH. Die massenspektrometrischen Untersuchungen bestatigten die

Identitéat der jeweiligen Produkte. Neben den einfach protonierten konnten auch die zweifach
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protonierten Spezies im Spektrum gefunden werden. Diese stimmen mit den berechneten

Molekilmassen Uberein.
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Abb. 70:  a) HPLC-Profil des Peptids H-LGSVKASAYK-OH. b) ESI-Massenspektrum des Peaks mit rt = 7,28
min. m/z berechnet: 1022; m/z gefunden: 1023 (M+H)" und 512 (M+2H)**. c¢) HPLC-Profil des
Peptids H-LIVDAVLEPVKAAGAY-OH. d) ESI-Massenspektrum des Peaks mit rt = 11,62 min. m/z
berechnet: 1629; m/z gefunden: 1630 (M+H)" und 815 (M+2H)**. HPLC-Bedingungen: Cys-Séule,
linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

4.2.2. Synthese von Bz-AYLDAYVKAG-0OGp

Fur nachfolgende Ligationsexperimente unter Einsatz langerkettiger Substratmimetika als
Acyldonor war die Synthese des Esters Bz-AYLDAYVKAG-OGp notwendig. Nach erfolgter
SPPS am Sulfamylbutyrylaminomethyl-Harz, linker-Aktivierung mittels lodacetonitril,
Ablésung mit H-Gly-OGp(Boc), und préparativer Reinigung (siehe 3.4.2.) ist das Produkt mit
einer Ausbeute von 35% (67 mg) erhalten worden. HPLC-Chromatogramm und
Massenspektrum der Endverbindung sind in Abb. 71 dargestellt. Die Retentionszeit des
Produkts betragt unter den angegebenen Laufbedingungen 13,5 min. Der im Massenspektrum
zu erkennende Peak bei m/z = 655 (M+2H)?* entspricht der berechneten Molekiilmasse von
1305 Da.
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Abb.71: &) HPLC-Profil des Esters Bz-AYLDAYVKAG-OGp nach préaparativer HPLC-Reinigung b) ESI-
Massenspektrum des Peaks bei rt = 13,48 min. m/z berechnet: 1305; m/z gefunden: 655 (M+2H)*".
HPLC-Bedingungen: Cig-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten,
Detektion 220 nm.

4.2.3. Synthese von Par10 H-Lys36-Asn92-OH

Fur die Synthese des Parl0-Fragmentes H-Lys36-Asn92-OH, dem Nukleophil fur die ADP-
katalysierte Ligation mit dem Substratmimetikum Z-Alal-Lys35-OBzl (siehe 3.4.3.) wurde
das zuvor unter 3.2. erwahnte 2-Chlortritylchlorid-Polystyren-Harz verwendet, da bereits
eigene Erfahrungen mit dem polymeren Tréger bestanden, die Synthese langerkettiger Peptide
beschrieben wurde [209] und es den gewahlten Bedingungen der Fmoc/tBu-Festphasen-
Peptidsynthese genlgt.

Um den Verlauf der schrittweisen automatisierten Synthese zu verfolgen, wurde der
Syntheseprozess nach dem Erreichen einer Kettenldange von 30 bzw. 44 Aminosduren
unterbrochen und eine Kontrollabspaltung gemal 3.2.7. durchgefiihrt. Eine frihere
Reaktionskontrolle war aufgrund der bereits erfolgten Optimierung der Synthese nicht mehr
notig [personliche Mitteilung Vaclav Cerovsky]. Die HPLC-Profile der entsprechenden
Zwischenstufen Fmoc-Lys63-Asn92-OH sowie Fmoc-Leu49-Asn92-OH sowie deren
Massenspektren sind in Abb. 72 zusammengefasst. In beiden HPLC-Profilen der
,Kontrollabspaltungen® konnte jeweils ein Hauptpeak detektiert werden. Die massen-
spektrometrische Analyse dieser Peaks ergab, dass es sich um die gewiinschten Produkte mit
Molmassen von 3678,5 (M+H") sowie 5258,1 (M+H") handelt. Entsprechend ist die Synthese
bis Lys36 fortgesetzt worden.

-99-



4. ERGEBNISSE

a) 4o b) 1.20+5
3678,5
1,0e+5 -
300 4 15,39
=) T 8,0e+4
< s
£ 5
s X = 60e+4 | |
g £ 1
S > |
Q2 @ |
< 8 4,0e+4 |
100 -
2,0e+4 - 18325 |
N
0 | N |
. . . . . 0,0 - - : . -
0 5 10 15 20 25 30 1000 2000 3000 4000 5000
Zeit [min] m/z
C) d) 5258,1
400 -
5000
15,59
= 3001 5 40001
< B
E 5
5 E 3000 {
S i
§ 200 %) ‘
S ]
1%}
2 2 2000 | j
100 5390,2
1000 4
2620,2 | 1
0 + 0 [T " L ..JM-«J._
0 5 10 15 20 25 30 1000 2000 3000 4000 5000 6000
Zeit [min] m/z
Abb. 72:  a) HPLC-Profil des Intermediates Fmoc-Lys63-Asn92-OH nach SPPS und ,, Kontrollabspaltung

b) MALDI-ToF-Massenspektrum des Peaks bei rt=15,39 min. m/z berechnet: 3678,3; m/z
gefunden: 3679,5 (M+H)™. ¢) HPLC-Profil der Zwischenstufe Fmoc-Leu49-Asn92-OH nach SPPS
und ,,Kontrollabspaltung“. d) MALDI-ToF-Massenspektrum des Peaks bei rt=1559 min. m/z
berechnet: 5255,2; m/z gefunden: 5258,1 (M+H)*. HPLC-Bedingungen: Cyg-Saule, linearer
Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

Nach der Kupplung aller Aminosauren bis Lysin 36 erfolgten die Freisetzung des Peptids

vom Tréger sowie simultan die Entschutzung der Seitenketten-Schutzgruppen durch eine
TFA-Behandlung (3.4.3.). Das Rohprodukt wurde nach Abdampfen der TFA mit einer

Ausbeute von 207 mg erhalten. Das HPLC-Chromatogramm und das Massenspektrum des

ungereinigten Rohprodukts ohne Etherféallung sind in Abb. 73 dargestellt. Der Molpeak m/z =
6560 (M+H)" entspricht der kalkulierten Molekiilmasse von 6560 Da.
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Abb. 73:  a) HPLC-Profil des Rohpeptids Fmoc-Lys36-Asn92-OH nach SPPS und ,, Kontrollabspaltung “.
b) MALDI-ToF-Massenspektrum des Rohpeptids ohne analytische Reinigung. m/z berechnet: 6560;
m/z gefunden: 6560 (M+H)". HPLC-Bedingungen: Cys-Séule, linearer Gradient von 5-100% ACN
(0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

Nach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe sowie einer préparativen HPLC-Reinigung konnte
das zur Homogenitét gereinigte Produkt mit einer Ausbeute von 4% (36,2 mg) bezogen auf
0,125 mmol erhalten werden. Das entsprechende HPLC-Profil und Massenspektrum sind in
Abb. 74 dargestelt.
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Abb. 74:  a) HPLC-Profil von Parl0 H-Lys36-Asn92-OH nach préaparativer Reinigung. b) MALDI-ToF-
Massenspektrum des Peptids. m/z berechnet: 6323; m/z gefunden: 6324 (M+H)*. HPLC-
Bedingungen: Cg-Séule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion
220 nm.

4.2.4. Synthese von Parl0 Z-Alal-Lys35-OBzI

Die Darstellung des Substratmimetikums Z-Alal-Lys35-OBzl, dem Acyldonor fir die ADP-
katalysierte Ligation mit dem Nukleophil H-Lys36-Asn92-OH, erfolgte schrittweise an
verschiedenen 4-Sulfamyl-substituierten Harzen mittels Syntheseautomaten (siehe 3.4.4.).

Der Einsatz dieses linker- bzw. Harztypes war notwendig, da er bei Verwendung der
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Fmoc/tBu-Synthesestrategie die Mdglichkeit bietet, Peptid(thio)ester mit minimaler
Razemisierung der C-terminalen Aminosdure darzustellen [201]. Aufgrund der geringen
Stabilitdt des H-Lys-OGp(Boc), wurde sich anstelle des 4-Guanidinophenols fur den
korrespondierenden Benzylester entschieden. Dies ist legitim, da sich die enzymatischen
Hydrolysegeschwindigkeiten von 4-Guanidinophenyl- und Benzylestern nur marginal
unterscheiden (4.2.5.).

Durch die Aktivierung des linkers mit lodacetonitril und anschlieBender Aminolyse mit
mehreren Aquivalenten H-Lys(Boc)-OBzl in DMF wurde der vollgeschiitzte Ester vom
polymeren Tréger abgespalten (3.4.2.). Das Entfernen der Seitenketten-Schutzgruppen
erfolgte mit einem Mix aus TFA, Wasser und TIS. Da das Rohprodukt tiberschiissiges H-Lys-
OBzl enthielt, kann an dieser Stelle keine korrekte Rohausbeute angegeben werden. Die
HPLC-Chromatogramme von Z-Alal-Lys35-OBzl nach der Abldsung von den eingesetzten
safety-catch-Harzen sind vergleichend in Abb. 75 dargestellt.
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Abb. 75:  a) - ¢) HPLC-Profile der Synthese von Z-Alal-Lys35-OBzl an verschiedenen safety-catch-Harzen. a)
Sulfamylbutyryl-Aminomethyl-Polystyren-Harz. b) Sulfamylbutyryl-Aminomethyl-Novagel-Harz. c)
Sulfamylbenzoyl-Aminomethyl-Polystyren-Harz. d) MALDI-ToF-Massenspektrum des Peaks bei
einer rt = 16,89 min. ¢) m/z berechnet: 3983; m/z gefunden: 3984 (M+H)*. HPLC-Bedingungen: Cq-
Séule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.
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Generell konnte in jedem Fall das gewilnschte Produkt mittels Massenspektrometrie
identifiziert werden. Fur eine effizientere Synthese des Substratmimetikums fiel jedoch die
Wahl auf das Sulfamylbenzoyl-Aminomethyl-Polystyren-Harz, da sich in diesem Fall die
Produktbildung in einem prominenten Hauptpeak bei 16,89 Minuten duf3erte. Demgegeniiber
zeichneten sich besonders Sulfamylbutyrylaminomethyl-Polystyren-Harz, aber auch Sulf-
amylbutyrylaminomethyl-Novagel-Harz, durch eine massive Anhdufung von Fehl- und
Rumpfsequenzen aus, die eine Isolierung des Produkts bei =17 Minuten unmoglich
erscheinen lielRen.

Nach erfolgter praparativer HPLC-Reinigung wurde das Produkt, welches aus der Synthese
unter Einsatz von 4-Sulfamylbenzoylaminomethyl-Polystyren-Harz als Trager stammt, mit
einer Ausbeute von 3% (18,6 mg) in Bezug auf den Gesamtansatz von 0,125 mmol erhalten.
Das HPLC-Profil der gereinigten Verbindung sowie das dazugehorige Massenspektrum sind

in Abb. 76 wiedergegeben.
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Abb. 76:  a) HPLC-Profil nach préparativer Reinigung von Z-Alal-Lys35-OBzI. b) MALDI-ToF-Massen-
spektrum des Peptidesters. m/z berechnet: 3983; m/z gefunden: 3984 (M+H)*. HPLC-Bedingungen:
Cyg-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN (0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.

4.2.5. ADP-katalysierte Hydrolyse verschiedener Substratmimetika

Durch den Einsatz verschiedener Boc-Ala-(Thio)esterderivate in ADP-katalysierten
Hydrolysestudien sollte festgestellt werden, ob substratimitierende Esterabgangsgruppen von
der Protease in das aktive Zentrum eingebunden und umgesetzt werden (siehe 3.4.5.). Die
Auswahl der Abgangsgruppen umfasste geméald der Priméarspezifitait der ADP fiir D-Phe
aromatische Ester- und Thioesterstrukturen ohne und mit verschiedenen Substitutionen
(Guanidino-, Acetamido-, Carboxy-, Hydroxy-) in 4-Stellung. In Abb. 77 sind die
entsprechenden Strukturen der Abgangsgruppen der verwendeten Substratmimetika dar-
gestellt. Als Negativkontrolle diente der aliphatische Methylester Boc-Ala-OMe und zum
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Vergleich wurde das spezifische Standardsubstrat Ac-D-Phe-OMe in die Untersuchungen

einbezogen.
) i i | 1 ) |
o o o} o S (I) o
i i i i CH,
NH Caut Ca OH HN /
é HNT SNH, Ho o I =0
H
N s
HNT SNH, HO/
1 2 3 4 5 6 7

Abb. 77:  Esterabgangsstrukturen verschiedener Substratmimetika. (1) 4-Guanidinophenyl (OGp); (2) 4-
Carboxyamidophenyl (OCap); (3) 4-Carboxyphenyl (OCp); (4) Phenyl (OPh); (5) 4-
Hydroxythiophenyl (SPhOH); (6) Benzyl (OBzl); (7) 2-Carboxy-1H-Indol-5-yl (Olnd);
R = Aminoacyl.

Die initialen Hydrolyseraten in uM - min™ - c[ADP]™ sind fiir die genannten Derivate in Abb.
78 zusammengefasst. Wie dem Diagramm zu entnehmen ist, werden alle eingesetzten
Substratmimetika mit aromatischer Esterabgangsgruppe von der Protease als Substrat erkannt
und umgesetzt. Ausnahme stellt, wie erwartet, Boc-Ala-OMe mit dem Methyl-Rest als
Abgangsgruppe dar. Das Standardsubstrat Ac-D-Phe-OMe wird mit einer Geschwindigkeit
von 630 pM - min™ - c[ADP]? umgesetzt. Das am schnellsten enzymatisch hydrolysierte
Substratmimetikum ist Boc-Ala-OGp mit 2,3 M - min™ - c[ADP]™, wobei auch alle anderen
untersuchten Derivate Hydrolysegeschwindigkeiten in derselben GréRenordnung aufweisen.
Nachdem in initialen Hydrolysestudien die generelle Akzeptanz von verschiedenen
Substratmimetika der allgemeinen Struktur Boc-Ala-O/SR bestétigt werden konnte, dienten
weitere Studien der Bestimmung der Toleranz der ADP gegeniiber der Natur der C-terminalen
Aminosdure unter Einsatz verschiedener N-terminal Boc-geschitzter Amino-sdure-4-
Guanidinophenylester (Boc-Xaa-OGp). Wahrend eine gewisse Auswahl an aliphatischen,
hydrophoben, sauren und basischen Boc-Xaa-OGp’s (Xaa = Glu, Lys, GIn, Ala, Leu, Phe,
Gly) enzymatischen Hydrolysestudien unterworfen wurden, erfolgte die Auswahl der 4-
Guanidinophenylesterabgangsgruppe im Hinblick auf die schnellste initiale Hydrolyse-
geschwindigkeit von 2,3 uM - min™ - c[ADP]™ von Boc-Ala-OGp.
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Abb. 78: Initiale Hydrolysegeschwindigkeiten ausgewéhiter Boc-Ala-(Thio)ester in pm -min™ -c[ADP]™ (0,2
M Ester, 0,1 M HEPES, 10% (v/v) DMF, 107 —10° M ADP). Die Hydrolysegeschwindigkeit des
Standardsubstrates Ac-D-Phe-OMe betrug 630 uM -min™ - c[ADP]™.

In Abb. 79 sind die initialen Hydrolysegeschwindigkeiten der verschiedenen Boc-Xaa-OGp
Ester vergleichend gegeniibergestellt. Wie aus dem Diagramm ersichtlich wird, werden alle

Derivate umgesetzt.

Boc-Glu-OGp

Boc-Lys-OGp
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1Lk
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Abb. 79: Initiale Hydrolysegeschwindigkeiten ausgewahlter Boc-Xaa-OGp Ester in puM -min™ -c[ADP]™.
(0,2 M Ester, 0,1 M HEPES, 10% (v/v) DMF, 107 — 10"° M ADP). Die Hydrolysegeschwindigkeit des
Ac-D-Phe-OMe Standardsubstrates betrug 630 uM -min™ - c[ADP]™.

- 105 -



4. ERGEBNISSE

Die Geschwindigkeitsbereiche erstrecken sich hier iber zwei GrélRenordnungen, wobei die 4-
Guanidinophenylester geladenener Aminosduren am langsamsten (0,3-1,4 uM:
min™ - c[ADP]™) und die hydrophober sowie aliphatischer Aminosauren deutlich schneller
(2,0-8,3 puM - min™ - c[ADP]") umgesetzt werden. Boc-Gly-OGp weist mit 52 pM -
min™ - c[ADP]™ eine signifikant erhdhte Hydrolysegeschwindigkeit auf.

4.2.6. ADP-katalysierte Synthese von Dipeptidamiden

Die generelle Anwendbarkeit der ADP fiir enzymatische all-L-Peptidsynthesereaktionen
wurde zuerst in der Formierung von L-Aminosaure-haltigen Dipeptidamiden evaluiert. Dafiir
kamen als Acyldonoren verschiedene Bz-L-Xaa-OGp Ester und als Nukleophile ausgewéhlte
L-Aminosédureamide zum Einsatz, wobei die Aminosauren aliphatischen, aromatischen sowie
geladenen Typs waren (siehe 3.4.6.). Zur sensitiveren Detektion der Reaktionsprodukte
mittels HPLC wurde anstelle der N-terminalen Boc-Schutzgruppe (siehe 4.2.5.) der Benzyl-
rest verwendet. Die Ausbeuten an entsprechenden Dipeptidamiden ausgehend von
Substratmimetika sowie dem Standardsubstrat sind in Tabelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5: Ausbeuten in % der ADP-katalysierten Ligation von ausgewahlten Bz-Xaa-OGp Estern mit
ausgesuchten Aminoséureamiden.

Standard Substratmimetikum
Nukleophil
Ac-p-Phe-OMe Bz-Phe-OGp Bz-Ala-OGp  Bz-Leu-OGp Bz-Lys-OGp Bz-Gly-OGp  Bz-Glu-OGp

H-Pro-NH, 0,5 4,5 3,8 53 6,1 9,7 10,8
H-Glu-NH, 2,5 24,9 15,6 23,6 26,5 35,4 37,4
H-Ser-NH, 3,5 26,2 16,4 28,5 31,6 41,1 45,7
H-Ala-NH, 12,5 39,7 30,5 37,6 42,4 59,8 63,7
H-Gly-NH, 15,7 38,8 34,1 37,9 57,9 62,8 64,6
H-Lys-NH, 15,1 33,9 30,6 50,9 61,8 69,1 72,4
H-Val-NH, 28,7 35,0 49,7 51,8 65,9 82,2 83,7
H-Arg-NH, 29,2 43,0 60,3 65,6 73,1 84,3 87,2
H-lle-NH, 35,4 45,7 69,9 71,4 77,1 88,1 89,8
H-Phe-NH, 43,0 55,1 78,7 78,2 80,3 89,6 90,9
H-Leu-NH; 47,1 57,6 75,1 83,2 80,9 92,3 91,6
H-Met-NH, 51,4 65,4 82,6 83,3 84,7 91,7 93,1

Bedingungen: 2 mM Ester, 20 mM Nukleophil, Konzentration ADP: Bz-Phe-OGp 43,6 uM, Bz-Ala-OGp 43,6
UM, Bz-Leu-OGp 43,6 uM, Bz-Lys-OGp 21,8 uM, Bz-Glu-OGp 21,8 uM, Bz-Gly-OGp 2,2uM,
Ac-D-Phe-OMe 0,27 uM; 10% DMF, 0,1 M HEPES, pH 8,0. 15 Minuten Reaktionszeit.
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4.2.7. ADP-katalysierte Synthese langerkettiger all-L Peptide
Zur Uberpriifung der Eignung der ADP fiir die Ligation langerkettiger all-L-Peptide wurden

zunachst verschiedene Peptid-4-Guanidinophenylesterderivate mit Peptidakzeptoren umge-
setzt (siehe 3.4.7.). Die exemplarisch ausgewahlten Ester bestanden dabei aus einer, drei bzw.
zehn Aminosduren und die Acylakzeptoren aus zehn bzw. 16 Aminosduren. Generell
enthielten alle Substratmimetika als C-terminale Aminosaure Glycin und alle Nukleophile als
N-terminale Aminosdure Leucin, um eventuell variierende Ausbeuten auf die Kettenlange
zurtckfihren zu konnen. Es wurden alle drei Ester mit den beiden Acylakzeptoren kombiniert
und mittels ADP zur Reaktion gebracht. Die erhaltenen Ausbeuten sind in Tabelle 6
zusammengefasst.

Tabelle 6: Ausbeuten in % der ADP-katalysierten Synthese von langerkettigen all-L-Peptiden.

Ester Nukleophil Ausbeute in %
Bz-Gly-OGp H-LGSVKASAYK-OH 77,5
H-LIVDAVLEPVKAAGAY-OH 83,2
Bz-Phe-Gly-Gly-OGp H-LGSVKASAYK-OH 45,6
H-LIVDAVLEPVKAAGAY-OH 49,0
Bz-AYLDAYVKAG-OGp H-LGSVKASAYK-OH 40,1
H-LIVDAVLEPVKAAGAY-OH 43,1

Bedingungen: 2 mM Ester, 10 mM Nukleophil, 5,5 -10°M, 7,1 -10° M bzw. 8,7 -10° M ADP, 10% (v/v) DMF,
0,1 M HEPES, pH 8,0. 15 Minuten Reaktionszeit.

4.2.8. ADP-katalysierte Synthese von Z-Par10

Fir die Darstellung von synthetischem E. coli Parvulin 10 wurde sich fir eine Ein-Schritt-
Ligation mit Lys35—Lys36 als Knlpfungsstelle entschieden. Diese Ligationsstrategie
ermoglicht den Vorteil einer Zuganglichkeit des Substratmimetikums Z-Alal-Lys35-OBzl via
Chemosynthese und zusatzlich wird das von POHLMANN als hochreaktiv beschriebene Cys40,
welches Ausbeute-reduzierend wirkt, in das Nukleophil H-Lys36-Asn92-OH gelegt [210]. In
Schema 3 ist die Semi-Synthesestrategie zur Darstellung von E. coli Parvulin 10 unter Einsatz

von ADP als Synthesekatalysator dargestellt.
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Z-A(1)KTAAALHILVKEEKLALDLLEQIKNGADFGKLAK(35)-OBzI
+

H-K(36)HSICPSGKRGGDLGEFRQGQMVPAFDKVVFSCP
VLEPTGPLHTQFGYHIIKVLYRN(92)-OH

ADP-katalysierte Ligation
und Z-Abspaltung

H-A(1)KTAAALHILVKEEKLALDLLEQIKNGADFGKLAKKHSI
CPSGKRGGDLGEFRQGQMVPAFDKVVFSCPLEPTGPLHT
QFGYHIIKVLYRN(92)-OH

Schema 3: Semi-Synthesestrategie von E. coli Parvulin 10 unter Verwendung der Alkalischen D-spezifischen
Peptidase.

Nach erfolgter Synthese der Reaktionspartner Z-Alal-Lys35-OBzl (siehe 4.2.4) und H-
Lys36-Asn92-OH (siehe 4.2.3.) sowie eingehender Charakterisierung des Biokatalysators
ADRP (siehe 4.2.5., 4.2.6., 4.2.7.) konnten diese in einer entsprechenden Ligation zur Reaktion
gebracht werden (siehe 3.4.8.).

Nachdem eine spontane Hydrolysegeschwindigkeit des Benzyl-Esters im Verlauf einer
Stunde von weniger als 5% ermittelt und die erfolgreiche Akzeptanz des Esters mittels ADP-
katalysierter Hydrolyse bestatigt wurde, erfolgte dessen Ligation mit H-Lys36-Asn92 zum N-
terminal Z-geschutzten Parvulin 10.

Die Bestimmung der Produktausbeute erfolgte einerseits densitometrisch mittels SDS-PAGE
und andererseits mittels HPLC, wobei rekombinantes Parvulin 10 als Standard diente. Aus
den Mittelwerten der Ausbeuten beider unabhangigen Methoden ergab sich eine
Ligationsausbeute von 61% + 2,5%. Der ermittelte Unterschied zwischen beiden Methoden
liegt dabei unter 5%. In Abb. 80 ist der Verlauf der Ligation von Z-Alal-Lys35-OBzl und H-
Lys36-Asn92-OH mittels ADP dargestellt. In der Kontrollreaktion ohne ADP in Bahn 3 und 5
konnte keine Bildung einer neuen Bande, der Produktbande, identifiziert werden. Jedoch
wurde bereits 30 Minuten nach Start der Ligationsreaktion (Bahn 4) unter Zugabe von ADP
die Entstehung einer neuen Bande, die in gleicher Hohe wie das rekombinante Parl0 lauft,
beobachtet. Auch nach finf Stunden bleibt diese Bande deutlich erhalten. Die Bande des

Nukleophils unterliegt keiner offensichtlichen Veranderung.
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Abb. 80: SDS-Gel der ADP-katalysierten Ligation von Z-Alal-Lys35-OBzl mit H-Lys36-Asn92-OH zum
synthetischen Parvulin 10 (Bahn 1: H-Lys36-Ala92-OH, Bahn 2: rekombinantes Par10, Bahn 3:
Ligation ohne ADP nach 30 min, Bahn 4: Ligation mit ADP nach 30 min, Bahn 5: Ligation ohne
ADP nach 5 Stunden, Bahn 6: Ligation mit ADP nach 5 Stunden).

4.2.9. Isolierung, Z-Abspaltung, Reinigung und Ruckfaltung von syn-
thetischem Par10

Das durch die ADP-katalysierte Ligation von Z-Alal-Lys35-OBzl und H-Lys36-Asn92-OH
dargestellte E. coli Parvulin 10 (siehe 3.2.9.) ist mittels RP-HPLC aus der Reaktionslésung
isoliert, gefriergetrocknet, nachfolgend der Entschutzung des N-Terminus mittels
TFA/Thioanisol unterworfen und abermals semi-praparativ gereinigt und lyophilisiert
worden. Es wurde eine isolierte Ausbeute von 2 mg (33%) an synthetischem Parvulin 10
erhalten. Abb. 81 zeigt das HPLC-Profil sowie das Massenspektrum der finalen Verbindung
mit einer Retentionszeit von 15,4 min. Die theoretische Molekilmasse von 10102 Da und der

experimentell erhaltene Wert m/z = 10104 (M+H") sind in guter Ubereinstimmung.
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Abb. 81: &) HPLC-Profil von Parl0 nach Entschiitzung des N-Terminus sowie semi-praparativer HPLC-
Reinigung. b) MALDI-ToF-Massenspektrum der lyophillisierten Substanz. m/z berechnet: 10102;
m/z gefunden: 10104 (M+H)*. HPLC-Bedingungen: C,s-Saule, linearer Gradient von 5-100% ACN
(0,1% TFA) in 30 Minuten, Detektion 220 nm.
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AnschlieRend wurde das Produkt einer Riickfaltung unterzogen. Ein individuelles MaR fir
den Erfolg der Rickfaltung kann der Aktivitatstest (3.4.11.) bzw. die Aufnahme von CD-
Spektren (3.4.10.) darstellen.

4.2.10. CD-spektroskopische Untersuchungen von synthetischem Par10

Durch die Aufnahme von CD-Spektren (siehe 3.4.10.) sollten vorhandene Sekundérstrukturen
von synthetischem Parl0 detektiert werden. Rekombinantes ParlO ist zum Vergleich
eingesetzt worden. Hitzedenaturierungs- und Ruckfaltungsspektren wurden gleichermalien
aufgezeichnet. In Abb. 74 sind die entsprechenden CD-Spektren grafisch dargestellt.

Das CD-Spektrum des synthetischen Parvulins 10 in Abb. 82 a) zeigt ein Maximum bei 195
nm und ein Minimum, welches sich tiber den Bereich von 210 bis 220 nm erstreckt. Nach der
Hitzedenaturierung bei 90 °C sinkt die Elliptizitat und das Maximum verschiebt sich auf 190
nm (Abb. 82 b). Der Bereich zwischen 210 und 220 nm bleibt nahezu unveréndert. Nach der
Hitzebehandlung liegt das Maximum bei ca. 192 nm und der Bereich des Minimums
konzentriert sich enger um den Bereich von 210 nm (Abb. 82 c). Die Elliptizitat ist im
Vergleich zum Spektrum vor der Hitzedenaturierung in diesem Bereich abgesenkt, wobei
Unterschiede zwischen beiden Proteinen im Spektrum nahezu nicht existieren.

Um Anderungen der Sekundarstrukturen wahrend der Hitzedenaturierung sowie die Stabilitat
des synthetischen Parvulin 10 zu charakterisieren, sind die Anderungen der Elliptizitat bei
190 nm aufgezeichnet worden (Abb. 82 d). Bis ca. 50 °C ist nahezu keine Veranderung zu
beobachten. Im Bereich von ca. 55 °C bis 70 °C ist ein deutlicher Abfall der Elliptizitat
festzustellen, der sein Minimum bis 90 °C nicht mehr &ndert.

Das zum Vergleich herangezogene rekombinante Parvulin 10 zeigt &hnliche Charakteristika.
Etwas grofRere Unterschiede sind lediglich im CD-Spektrum nach Hitzedenaturierung zu

beobachten.
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Abb. 82:  CD-spektroskopische Charakterisierung von synthetischem Parl10 im Vergleich zu rekombinant
hergestelltem Par10 bei a) 20 °C; b) 90 °C und ¢) 20 °C nach Erhitzen auf 90 °C. d) Verlauf der
Signalanderung bei 195 nm wéhrend der Hitzedenaturierung. Bedingungen: 10 pM synthetisches
bzw. rekombinantes Par10, 10 mM Kalium-Phosphat-Puffer, pH 7,8.

4.2.11. Bestimmung des enzymkinetischen Parameters K.../Ky von synthetischem
Parl10

Mittels Protease-gekoppelten PPlase-Test nach FISCHER et al. [177] sollten fur das synthetisch
dargestellte Parl0 die enzymspezifischen Konstanten K, und vma bei verschiedenen
Enzymkonzentrationen spektrophotometrisch bei 390 nm (ber die Freisetzung von 4-
Nitroanilin aus dem Substrat Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA ermittelt werden (siehe 3.4.11.).
Durch Auftragen der aus der Regression erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten gegen die
Konzentration kann der Wert ke./Ky mit 0,97 - 10° + 0,05 - 10° M™ - s {iber den Anstieg der
Geraden bestimmt werden. In Abb. 83 sind die experimentell bestimmten Werte grafisch
dargestellt. Der Parameter kca/K filr rekombinantes Par10 betragt 1,12 - 10° M - s [185].
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Abb. 83:  Plot der Spezifitatskonstanten k., gegen die Konzentration von synthetischem Parl10. 33 pM
Chymotrypsin, 25 pM Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNA, 1nM-5nM synthetisches Parl0, 35 mM

HEPES, pH 8,0, 10 °C, Detektion 390 nm.
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5. Diskussion
5.1.  Synthesen Teil A - ,,Semi-Synthese des HMGA 1b Proteins*

5.1.1. Synthese von HOGp(Boc),

Fur die Generierung von Substratmimetika des 4-Guanidinophenylester-Typs, ausgehend von
N-terminal- und seitenkettengeschitzten Peptiden, war die Synthese von HOGp(Boc),
notwendig.

Die Synthese des Boc-geschiitzten 4-Guanidinophenols aus 4-Aminophenol und N,N’-Bis-
(tert-Butyloxycarbonyl)-S-Methylisothioharnstoff in THF verlief unproblematisch (3.3.1.).
Nach dessen Fallung mit Wasser konnten noch Spuren anderer Verbindungen mittels
Chromatographie detektiert werden, welche nicht naher charakterisiert worden sind. Das
Saulenchromatographie-System bestehend aus Kieselgel und 10% MeOH in DCM als Eluent
erwies sich als gut geeignet fur die Reinigung der Verbindung, deren Reinheit laut HPLC-
Profil (Abb. 14) groRer 98% ist. Die weitere Charakterisierung erfolgte mittels NMR, wobeli
alle Signale eindeutig zugeordnet werden konnten (siehe 4.1.1.).

Die isolierte Ausbeute von 56% (7,9 g) HOGp(Boc), ist fir eine Einschritt-Reaktion
akzeptabel, wobei vermutet wird, dass der grofite Substanzverlust bei der Reinigung mittels
Flash-Chromatographie entsteht. In der Literatur wurde im Vergleich eine Ausbeute von 92%
erreicht [203]. Allerdings ist dort ein Eluent aus Benzol und Essigséure verwendet worden,
auf dessen Einsatz aufgrund der erhohten Toxizitdt von Benzol gegenuber Dichlormethan

verzichtet wurde.

5.1.2. Synthese von Fmoc-D-Lys(Biotin)-OH

Die Synthese des Bausteins Fmoc-D-Lys(Biotin)-OH, welcher fiir die Synthese von H-D-
Arg48-D-Lys81-OH benétigt wurde, erfolgte ausgehend vom Aminosdurederivat Fmoc-D-
Lys(Boc)-OH (3.3.2.). Nach TFA-Abspaltung der Boc-Schutzgruppe und Fallung mit Ether
wurde das Zwischenprodukt Fmoc-D-Lys-OH - TFA mit einer Ausbeute von 98% erhalten.
Der minimale Verlust in der Ausbeute ist vermutlich auf die Fallung zuriickzufiihren. Die
mittels HPLC bestimmte Reinheit liegt Gber 98%. Auch das Massenspektrum (Abb. 15) zeigt
lediglich ein eindeutiges Signal bei m/z = 396,1 (M+H)", was ebenfalls fir die hohe Reinheit
von Fmoc-b-Lys(Biotin)-OH spricht (4.1.2.).

Im anschliefenden Syntheseschritt wurde das erhaltene Fmoc-p-Lys-OH - TFA mit Biotin-
OSu und DIPEA in DMF zur Reaktion gebracht (3.3.2.). Die Reinigung des finalen Produkts

Fmoc-D-Lys(Biotin)-OH erfolgte durch Fallung mit Wasser, wodurch dieses mit einer
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Ausbeute von 96% und einer Reinheit groRer 98% laut HPLC erhalten wurde (Abb. 16).
Verluste traten hierbei vermutlich bei der Féallung mit Wasser sowie dem anschlieRenden
Waschen auf. Eine Optimierung der Reaktion selbst wurde aufgrund der hohen
Syntheseeffizienz nicht als sinnvoll erachtet.

5.1.3. Festphasensynthese von HMGA 1b H-D-Arg48-D-Lys81-OH

Fur die Synthese des Sequenzabschnittes H-D-Arg48-D-Lys81-OH wurden verschiedene
Synthesestrategien verfolgt. Die erste Methode (3.3.3.1.) beinhaltete den linearen,
schrittweisen Aufbau der Peptidkette ausgehend von Fmoc-D-Lys(Biotin)-D-Lys-2-CITrt-
Harz, welches durch Beladung des Trégers mit Fmoc-D-Lys(Boc)-OH sowie manuelle
Kupplung von Fmoc-D-Lys(Biotin)-OH erhalten wurde. Nach der automatisierten Knuipfung
von 11 Aminosauren wurde eine Kontrollabspaltung durchgefiihrt, um den Verlauf der
Synthese qualitativ zu begutachten. Die Charakterisierung des Zwischenprodukts Fmoc-D-
Arg69-D-Lys81-OH mittels HPLC und Massenspektrometrie ergab (Abb. 17), dass die
Synthese bis zur Aminoséure D-Arg69 ohne offensichtliche Probleme verlief. Aufgrund
dieses positiven Ergebnisses wurde die Festphasensynthese durch Kupplung der
nachfolgenden 12 Aminosduren fortgesetzt (4.1.4.1.). Wie jedoch anhand des Massen-
spektrums aus Abb. 18 ersichtlich wird, gab es massive Probleme bei der Kupplung der
nachfolgenden Aminosduren D-Ala57 bis Gly68, auch wenn nur ein prominenter Peak im
HPLC-Chromatogramm (Abb. 18) zu erkennen ist. Das gewiinschte Intermediat Fmoc-D-
Ala57-D-Lys81-OH konnte massenspektrometrisch nicht identifiziert werden. Aufgrund
dessen wurde die Synthese an dieser Stelle abgebrochen. Ein zweiter linearer
Syntheseversuch ergab dasselbe Ergebnis, womit ein Artefakt wéhrend der Festphasen-
synthese ausgeschlossen werden kann. Es wird vermutet, dass die Probleme bei der Kupplung
der Aminosduren D-Thr66, D-Pro67 und Gly68 liegen. Dies stiitzt sich auf die Tatsache, dass
ein Fragment des zweiten Syntheseabschnittes (D-Ala57-Gly68) separat zuganglich ist, wie
Abb. 20 zeigt.

In einer zweiten Strategie wurde eine konvergente Synthese verfolgt (3.3.3.2.). Dazu wurde
der Abschnitt D-Arg48-D-Lys81 in drei Fragmente unterteilt, die es entsprechend darzustellen
und chemisch zu ligieren galt. Das Fragment D-Arg69-D-Lys81, welches bereits in der
linearen Synthese erfolgreich dargestellt werden konnte (Abb. 17), blieb am Trager gebunden.
Die automatisierten Synthesen der Fragmente Fmoc-D-Ala57-Gly68-OH sowie Fmoc-D-
Arg48-Gly56-OH verliefen mit Ausbeuten von 70% bzw. 82% erfolgreich und bedurften
keiner weiteren Optimierung. Die Reinheit der Produkte wurde mittels HPLC kontrolliert und

- 114 -



5. DISKUSSION

die Identitat der Produkte konnte mittels Massenspektrometrie nachgewiesen werden (Abb. 20
und 21).

Im Anschluss an die erfolgreiche Darstellung der drei Peptide erfolgte die Verknupfung der
Fragmente Fmoc-D-Ala57-Gly68-OH mit dem am Trager verbliebenen Fragment H-D-Arg69-
D-Lys81-2-CITrt-Harz (3.3.3.2.). Durch massenspektrometrische Untersuchungen konnte
bewiesen werden, dass der Peak bei einer Retentionszeit von 10,38 Minuten im HPLC-Profil
(Abb. 22) dem Produkt entspricht. Der Peak bei rt = 7,22 min ist nicht umgesetztem H-D-
Arg69-D-Lys81-OH zuzuordnen. Eine zusétzliche Kupplung mit Fmoc-D-Ala57-Gly68-OH
oder eine Verldngerung der Reaktionszeit hatte eventuell einen quantitativen Umsatz des
Harz-gebundenen Peptids und somit eine Erhohung der Ausbeute bewirken kénnen.

Nach erfolgter Acetylierung N-terminal freier Peptide und Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe von Fmoc-D-Ala57-D-Lys81-2-CITrt-Harz wurde das Fragment Fmoc-D-
Arg48-Gly56-OH gekuppelt (3.3.3.2.). In analytischen HPLC-L&ufen konnte in Kombination
mit massenspektrometrischen Untersuchungen das gewinschte Produkt identifiziert werden
(Abb. 23). Auch hier ist ein nicht quantitativer Umsatz des Trager-gebundenen Fragments H-
D-Ala57-D-Lys81-OH zu beobachten, welcher durch den Einsatz eines grolieren
Uberschusses an Aminokomponente und/oder der Verlangerung der Reaktionszeit hatte
maoglicherweise erreicht werden kénnen.

Nach Entschitzung des N-Terminus durch eine Piperidin/DMF-Behandlung, acidolytischer
Abspaltung des Peptids vom Tréger sowie gleichzeitigem Freisetzen aller Seitenketten-
funktionen und einer abschlieenden praparativen HPLC-Reinigung konnte das gewiinschte
Produkt H-D-Arg48-D-Lys81-OH mit einer Ausbeute von 4,1% (12 mg) erhalten werden.
Auch wenn die Ausbeute deutlich unter den Erwartungen lag, fihrte diese Synthesestrategie
zum Erfolg.

In einem dritten Syntheseansatz (3.3.3.3.) konnte durch die Kombination von manuellen
Kupplungen unter Einsatz von HATU als effizientem Kupplungsreagenz die vermeintlichen
Problemsequenzen, Gly68 bis D-Thr66 sowie Gly56 bis D-Lys55, erfolgreich Uberbrickt
werden. Nach der Durchfiihrung von automatisierten und manuellen Kupplungs- und
Deblockierungsschritten wurde nach einer TFA-Behandlung und zwei HPLC-gestiitzten
Reinigungen das korrekte Produkt H-D-Arg48-D-Lys81-OH erhalten (siehe Abb. 26). Die
isolierte Ausbeute betrug 17% (125 mg) - bezogen auf die eingesetzte Harzmenge - und liegt
damit deutlich Uber der Ausbeute der konvergenten Synthese bezogen auf die Menge an

eingesetzten Edukten.
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Ursachen fur die schlechten Kupplungsausbeuten und/oder unvollstandigen Fmoc-
Abspaltungen bei den genannten Aminoséduren kdnnten strukturelle Besonderheiten sein. So
stellt die Aminoséuresequenz, die der Problemstelle vorausgeht (D-Arg(Pbf)69-D-
Lys(Boc)70-D-Arg(Pbf)71), eine Akkumulation von drei sterisch anspruchsvollen
Aminosauren dar.

Ein weiterer Unterschied zwischen manueller und automatisierter Synthese besteht in den
verwendeten Konzentrationen. Im Synthesizer werden fir jeden Kupplungsschritt gleiche
Konzentrationen an Reagenzien verwendet, die so dimensioniert sind, dass jedes
Aminosdurederivat sowie das Kupplungsreagenz garantiert in Ldsung sind. Kuppelt man
manuell, so kann man Konzentrationen verwenden, die nahe an der Loslichkeitsgrenze liegen
und somit die Kinetik positiv beeinflussen.

Betrachtet man die gesamte Teilsequenz, so fallt auf, dass sich unter den 34 Aminosauren 23
trifunktionelle Aminoséuren befinden. Diese sind sicherlich fiir eine gute Loslichkeit des
ungeschutzten Fragments im wéssrigen System von Vorteil. Dem entgegen stehen jedoch die
waéhrend der Synthese bendtigten voluminésen  Seitenketten-Schutzgruppen  der
trifunktionellen Aminoséuren, die sterisch sehr anspruchsvoll sind und ferner aufgrund ihres
hydrophoben Charakters dazu neigen, Aggregate auszubilden. Diese Aggregate verhindern
einerseits eine optimale Reaktion der aktivierten Aminosdure mit der terminalen
Aminofunktion des Harz-gebundenen Peptids sowie andererseits den Angriff des Piperidins

wéhrend der Fmoc-Abspaltung.

5.1.4. Festphasensynthese von HMGA 1b Z-D-Arg25-Gly47-OGp

Fur die Synthese des Fragments Z-D-Arg25-Gly47-OGp, welches fir die Clostripain-
vermittelte Ligation mit H-D-Arg48-D-Lys81-OH bendtigt wird, wurde initial die schrittweise
automatisierte Festphasensynthese verwendet (3.3.4.1.).

In einem ersten Syntheseabschnitt erfolgte das Kuppeln der Aminoséuren D-Ser37 bis Gly47.
Mit der nachfolgend durchgefuhrten Kontrollabspaltung sollte der Verlauf der Synthese
qualitativ untersucht werden. Wie aus der Abb. 31 ersichtlich ist, konnte kein homogenes
Produkt mit der korrekten Masse des gewunschten Peptidintermediats gefunden werden.
Hauptanteil stellt ein Peptid mit einer Pro-Deletion dar, wobei nicht nachvollzogen wurde,
welches der drei im Sequenzabschnitt vorkommenden Proline fehlte. Die Wiederholung der
Synthese, um Artefakte im ersten Versuch auszuschlieBen, verlief mit demselben Resultat.
Als Ursache fur das Scheitern der linearen Synthese in einem Schritt sind moglicherweise
strukturelle Besonderheiten, die sich aus der Sequenz des Peptids ergeben, in Betracht zu

ziehen. Innerhalb dieses 24 Aminoséure-haltigen Abschnitts befinden sich 13 trifunktionelle
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Aminosauren mit sterisch anspruchsvollen Schutzgruppen. Besonders die Akkumulation
dieser Derivate im Anfangsbereich kdnnte einen negativen Einfluss, hervorgerufen durch eine
maogliche Aggregatbildung, auf den Verlauf der entsprechenden Kupplungs- und
Deblockierungsschritte haben.

Die zweite Synthesestrategie benutzte einen konvergenten Ansatz, um das fur die Veresterung
mit HOGp(Boc), bendtigte vollgeschutzte Fragment Z-D-Arg(Pbf)25-Gly47-OH zu
generieren (3.3.4.2.). Dazu wurden die vier Fragmente D-Arg25-D-Pro28, D-Arg29-D-Pro36,
D-Ser37-D-Pro42 sowie D-Lys43-Gly47 separat dargestellt, letzteres am 2-CITrt-Harz
belassen, und entsprechend des Syntheseschemas in Abb. 32 chemisch miteinander verknipft.
Bei der Auswahl der Sequenz der zu ligierenden Peptide wurde darauf geachtet, dass die bei
der Kupplung der Fragmente zu aktivierende Aminosaure entweder Glycin oder Prolin ist, da
diese keiner Epimierisierung unterliegen.

Im Anschluss an die Synthese des am Harz verbleibenden Fragments Fmoc-D-Lys43-Gly47-
OH erfolgte eine Kontrollabspaltung, die Charakterisierung des Produkts mittels HPLC (Abb.
33 a) und die Uberpriifung der Identitat mittels Massenspektrometrie (Abb. 33 b), wobei aus
beiden Spektren hohe Reinheiten abgeleitet werden konnten. Fur die nachfolgende chemische
Ligation wurde der N-Terminus mit einer Piperidin/DMF-Behandlung freigesetzt. Das zur
chemischen Kupplung bendtigte seitenkettengeschitzte Fragment Fmoc-D-Ser(tBu)37-D-
Pro42-OH wurde nach der Festphasensynthese einer Kontrollabspaltung unterworfen und
analysiert. Aus dem in Abb. 34 dargestellten HPLC-Profil und Massenspektrum der
Verbindung wird eine hohe Reinheit ersichtlich. Die ,,HFIP-Abspaltung® ergab eine Ausbeute
an Fmoc-D-Ser(tBu)37-D-Pro42-OH von 50% (63 mg). Das Produkt der anschlieBenden
chemische Ligation dieses Peptidfragments mit H-D-Lys(Boc)43-Gly47-2-CITrt-Harz ist
mittels HPLC (Abb. 35 a) und massenspektrometrischer Untersuchungen (Abb. 35 b)
identifiziert worden. Der Peak bei einer Retentionszeit von 8,2 Minuten ist nicht umgesetztem
H-D-Lys43-Gly47-OH zuzuschreiben und der Peak bei rt=17,58 min entspricht
Schutzgruppen, die nach der Kontrollabspaltung nicht vollstandig mittels Ether entfernt
wurden. Durch einen groReren Uberschuss an Carboxy-Komponente und Verlangerung der
Kupplungszeit hdtte womdglich ein quantitativer Verlauf der Ligation erreicht werden
kénnen. Nach einer Acetylierung der nicht reagierten Aminofunktionen wurde flr die
Ligation mit Z-D-Arg(Pbf)25-D-Pro36-OH der N-Terminus von Fmoc-D-Ser(tBu)37-Gly47-2-
CITrt-Harz durch eine Fmoc-Abspaltung freigesetzt.

Fur die Darstellung des benétigten Fragments Z-D-Arg(Pbf)25-D-Pro36-OH war die Synthese
der Teilfragmente H-D-Arg(Pbf)29-D-Pro36-2-CITrt-Harz sowie Fmoc-D-Arg(Pbf)25-D-
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Pro28-OH notwendig. Im Anschluss an die erste Festphasensynthese wurde zundchst mittels
Kontrollabspaltung die Qualitéat des Intermediats Fmoc-D-Arg(Pbf)25-D-Pro28-OH (berprift.
Das in Abb. 36 abgebildete HPLC-Profil zeigt die hohe Reinheit des Produkts, wahrend das
Massenspektrum (Abb. 36 b) die ldentitat des gewiinschten Fragments nachweist. Der Peak
bei einer Retentionszeit von 17,35 min entspricht Schutzgruppenfragmenten, die nicht
vollstandig durch das Waschen mit Diethylether entfernt worden sind, jedoch wéhrend der
anschlieBenden ,,HFIP-Abspaltung®, die mit einer Ausbeute von 59% (89 mg) verlief, nicht
generiert werden. Das nach der zweiten Festphasensynthese am Tréger verbleibende
Fragment Fmoc-D-Arg(Pbf)29-D-Pro36-OH wurde ebenfalls einer Kontrollabspaltung
unterworfen. Auch in diesem Fall konnte das Produkt mit Hilfe der Massenspektrometrie
(Abb. 37 b) identifiziert werden. Die in der HPLC (Abb. 37 a) zusatzlich auftretenden Peaks
nach dem eigentlichen Produktpeak bei rt=10,85 min entsprechen abermals
Schutzgruppenfragmenten, die nicht durch eine Etherféallung entfernt wurden. In Vorbereitung
fiir die anschlieRende chemische Ligation wurde mit einer Fmoc-Abspaltung der N-Terminus
von Fmoc-D-Arg(Pbf)29-D-Pro36-2-CITrt-Harz freigesetzt.

Im Anschluss an die erfolgreiche chemische Kupplung des letztgenannten Fragments mit
Fmoc-D-Arg(Pbf)25-D-Pro28-OH erfolgte die  Acetylierung der nicht reagierten
Aminofunktionen von H-D-Arg(Pbf)29-D-Pro36-2-CITrt-Harz und die Umschitzung des
Ligationsprodukts in das entsprechende N“-Z-geschiitzte Derivat Z-D-Arg(Pbf)25-D-Pro36-2-
CITrt-Harz. Durch eine Kontrollabspaltung mit anschlielender Analytik mittels HPLC (Abb.
38 a) und Massenspektrometrie (Abb. 38 b) konnte das gewiinschte Produkt charakterisiert
und identifiziert werden. Wie aus dem HPLC-Profil abzuleiten ist, wurde, wie bereits in der
vorangegangenen Ligation, unter den gewahlten Bedingungen kein vollstandiger Umsatz der
Aminofunktionen erreicht. Dies wére eventuell durch eine Verlangerung der Reaktionszeit
oder Erh6hung der Aquivalente an Fmoc-D-Arg(Pbf)25-D-Pro28-OH und Kupplungsreagenz
maoglich gewesen.

Im Anschluss an die ,,HFIP-Abspaltung® mit einer Ausbeute von 60% (85 mg) an Z-D-
Arg(Pbf)25-D-Pro36-OH erfolgte die finale chemische Ligation mit H-D-Ser(tBu)37-Gly47-2-
CITrt, deren Erfolg mit einer Kontrollabspaltung qualitativ tberprift worden ist. Durch
massenspektrometrische Untersuchungen konnte dem Peak bei rt = 7,83 min das gewdinschte
Produkt zugeordnet werden (Abb. 39). Der unvollstdndige Substratumsatz ist auch hier
wiederum ein Grund flr das Auftreten weiterer Peaks im HPLC-Profil, die entsprechend
verkurzten Fragmenten zuzuordnen sind und durch einen Einsatz der Carboxy-Komponente in

Verbindung mit Kupplungsreagenz im groRerem Uberschuss hitten moglicherweise
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vermieden werden koénnen. Nach der Acetylierung der nicht reagierten Aminofunktionen
erfolgte die Generierung der vollgeschitzten Peptidsaure Z-D-Arg(Pbf)25-Gly47-OH mittels
,HFIP-Abspaltung™ mit einer Ausbeute von 45% (108 mg). Die Veresterung mit
HOGp(Boc),, eine TFA-Behandlung zur Abspaltung aller Seitenketten-Schutzgruppen sowie
eine sdulenchromatographische Reinigung ergaben eine isolierte Ausbeute von 8% (6 mg) an
Z-D-Arg25-Gly47-OGp, dessen Identitat mittels Massenspektrometrie bestatigt wurde (Abb.
40 b).

Aufgrund der geringen Syntheseeffizienz der zweiten, konvergenten Synthesemethode
erfolgte in der dritten Strategie eine Kombination aus automatisierter und manueller Peptid-
synthese (3.3.4.3.). Zur Uberbriickung der vermuteten Problemsequenzen D-Arg27-D-Pro28,
D-Glu35-D-Pro36 und D-Thr41-D-Pro42, welche aus den Ergebnissen der vorangegangen
Synthesen abgeleitet wurden, ist HATU als effizientes Kupplungsreagenz eingesetzt worden.
Nach der Durchfiihrung der entsprechenden manuellen und automatisierten Kupplungs- und
Deblockierungsschritte gemaR der Synthesestrategie aus Abb. 41 erfolgte eine
Kontrollabspaltung. Dabei konnte durch den Einsatz von HPLC-Analytik und
Massenspektrometrie das gewtinschte Produkt Z-D-Arg25-Gly47-OH bei einer Retentionszeit
von 8,03 min identifiziert werden (Abb. 42). Das nach der Blockierung von nicht umgesetzten
Aminofunktionen und ,,HFIP-Abspaltung® generierte vollgeschiitzte Peptid konnte mit einer
Ausbeute von 47% (280 mg) erhalten werden. Die anschlieBende Veresterung mit
HOGp(Boc),, acidolytische Freisetzung der Seitenketten- und Esterfunktionen und
sdulenchromatographische Reinigung ergab das gewiinschte Produkt Z-D-Arg25-Gly-47-OGp
mit einer isolierten Ausbeute von 39% (77,5 mg). Die hohe Reinheit des Produkts sowie
dessen ldentitdt gehen aus dem in Abb. 43 dargestellten HPLC-Profil respektive
Massenspektrum hervor.

5.1.5. Festphasensynthese von HMGA 1b Ac-D-Serl-Gly24-OGp

Entsprechend der Synthesestrategie fur das all-D-HMGA 1b Protein war die Bereitstellung
des Acyldonors Ac-D-Serl-Gly24-OGp fir die finale Clostripain-vermittelte Ligation mit H-
D-Arg25-D-Lys81-OH notwendig (Schema 2).

Nach Beladung von 2-CITrt-Harz mit Fmoc-Gly-OH und manueller Kupplung von Fmoc-D-
Arg(Pbf)23-OH wurde die Synthese im Automaten bis D-Aspl8 fortgesetzt. Die
Charakterisierung des Zwischenprodukts Fmoc-D-Aspl18-Gly24-OH mittels HPLC-
Chromatographie und Massenspektrometrie (Abb. 45) ergab, dass die Synthese prinzipiell

erfolgreich verlief. Wenn auch die Qualitdt des 7mers als nicht optimal zu bezeichnen ist,
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wurde die Synthese bis b-Leull im Automaten fortgefiihrt. Eine weitere Kontrollabspaltung
zur Uberpriifung der ldentitat des Zwischenprodukts Fmoc-D-Leul1-Gly24-OH ergab, dass
das gewtiinschte Produkt gem&lR Massenspektrometrie (Abb. 46 b) im Peptidgemisch nicht
enthalten war. Die gefundenen Massen deuten auf Probleme wahrend der sequentiell
stattfindenden Kupplungs- und Fmoc-Abspaltungsschritte bei der Synthese des Abschnittes D-
Leull bis D-Aspl8 hin. Innerhalb dieses Oktapeptids sind sechs aufeinanderfolgende
Aminoséuren trifunktionell und tragen dementsprechend sterisch anspruchsvolle Seitenketten-
Schutzgruppen, die zu Aggregationen neigen konnen. Aufgrund dieses Ergebnisses ist die
Darstellung des Fragments basierend auf dieser Synthesestrategie abgebrochen worden.

Der zweite Syntheseansatz nutze die Methode der konvergenten Fragmentkondensation
(3.3.5.2.), um das fur die Veresterung erforderliche Zwischenprodukt Ac-D-Ser(tBu)1-Gly24-
OH zu generieren. Dafir war die Darstellung der vollgeschiitzten Fragmente Ac-D-Ser(tBu)1-
D-Pro10-OH, Fmoc-D-Leull-Gly19-OH sowie H-D-Thr(tBu)20-Gly24-2-CITrt-Harz not-
wendig, welche es entsprechend der Synthesestrategie in Abb. 47 chemisch zu ligieren galt.
Die Synthese des am Harz verbleibenden Fragments Fmoc-D-Thr(tBu)20-Gly24 verlief ohne
Probleme, wie aus dem HPLC-Profil und Massenspektrum in Abb. 48 hervorgeht, und
bedurfte keiner weiteren Optimierung. Flr die chemische Ligation zur Darstellung des
Zwischenprodukts Fmoc-D-Leull-Gly24-2-CITrt-Harz war die Synthese der vollgeschutzten
Peptidsdure Fmoc-D-Leull-Gly19-OH notwendig, die nach erfolgreicher Synthese mit einer
Ausbeute von 68% (153 mg) nach ,,HFIP-Abspaltung* isoliert werden konnte. Die Reinheit
des Produkts wurde mittels HPLC kontrolliert und dessen Identitdt durch massen-
spektrometrische Untersuchungen nachgewiesen (Abb. 49). Die Kontrolle des Kupplungs-
verlaufes von Fmoc-D-Leull-Gly19-OH und H-D-Thr(tBu)20-Gly24-2-CITrt-Harz erfolgte
mittels HPLC und Massenspektrometrie (Abb. 50), wobei das gewiinschte Produkt bei einer
Retentionszeit bei 12,12 min identifiziert werden konnte. Peaks vor diesem Zeitpunkt deuten
auf nicht umgesetzte Reaktanten hin und Peaks danach auf nicht entfernte
Schutzgruppenfragmente. Abschlieend wurde eine Blockierung der nicht abreagierten
Aminofunktionen durchgefiihrt und der N-Terminus mittels Fmoc-Abspaltung fur die
abschlieBende chemische Ligation freigesetzt. Im Vergleich zu den vorangegangenen
konvergenten Synthesen war das AusmaR nicht umgesetzter Ausgangsstoffe geringer und
hatte durch den Einsatz des zu kuppelnden Fragmentes im Uberschuss oder verlangerten
Kupplungszeiten minimiert werden kénnen.

Das fir die finale Ligation bendtigte geschiitzte Fragment Fmoc-D-Ser(tBu)1-D-Pro10-OH

konnte ebenfalls mit einer guten isolierten Ausbeute von 58% (143 mg) nach Festphasen-

-120 -



5. DISKUSSION

synthese und ,,HFIP-Abspaltung® erhalten werden. Die Reinheit und Identitdt des Produkts
sind mittels HPLC-Chromatographie bzw. Massenspektrometrie kontrolliert und nachwiesen
worden (Abb. 51).

Nach der chemischen Ligation von Fmoc-D-Ser(tBu)1-D-Pro10-OH mit H-D-Leull-Gly24-2-
CITrt-Harz konnte durch massenspektrometrische Untersuchungen dem Peak mit einer
Retentionszeit von 10,04 min die Masse des gewiinschten Produkts zugeordnet werden (Abb.
52). Nach Fmoc-Abspaltung, Acetylierung des N-Terminus und einer ,,HFIP-Abspaltung™
wurde das fir die Veresterung bendtigte Fragment mit einer isolierten Ausbeute von 54%
(120 mg) erhalten. Die anschliefende Umsetzung mit HOGp(Boc),, eine TFA-Behandlung
und séulenchromatographische Aufreinigung ergaben das korrekte Produkt Ac-D-Ser1-Gly24-
OGp mit einer Ausbeute von 8,5% (14 mg), dessen ldentitat mittels Massenspektrometrie
nachgewiesen wurde (Abb. 53).

In einem dritten Ansatz sollte die Syntheseeffizienz durch die Kombination von manuellen
Kupplungen mit HATU als Kupplungsreagenz an den vermeintlichen Problemstellen D-GIn9-
D-Prol0 sowie D-Aspl8-Glyl9 und automatisierter Festphasensynthese erhéht werden
(3.3.5.3.). Nach Durchfiihrung aller erforderlichen Syntheseschritte, welche sich aus dem
Syntheseschema in Abb. 54 ergeben, konnte das gewinschte Produkt nach N-terminaler
Acetylierung und ,,HFIP-Abspaltung® mit einer Ausbeute von 76% (420 mg) isoliert werden.
Die hohe Reinheit wurde mittels HPLC-Chromatographie bestétigt und die Identitat mit Hilfe
massenspektrometrischer Untersuchungen bewiesen (Abb. 55). Nach der abschliefenden
Veresterung, Entschiitzung aller trifunktionellen Aminosauren und der OGp-Funktion sowie
sédulenchromatographischer Reinigung ist Ac-D-Serl-Gly24-OGp mit einer isolierten
Ausbeute von 34% (102 mg) erhalten worden (Abb. 56).

Wie die Ergebnisse belegen, war es unter Einsatz dieser modifizierten, linearen
Synthesestrategie mdglich, die Effizienz gegentiber der der konvergenten Synthesemethode
signifikant zu steigern. Damit konnte anschaulich demonstriert werden, dass im Fall dieser
Synthese die vermuteten Stellen geringerer Kupplungsausbeute durch den Einsatz eines
effizienteren Kupplungsreagenz erfolgreich Gberbriickt worden sind. Maglicherweise héatte
der Einsatz von HATU anstelle von HCTU im Synthesizer denselben Effekt erzielt, was
allerdings 6konomisch nicht vertretbar gewesen ware, da HATU im Vergleich zu HCTU um

ca. Faktor 50 teurer ist.
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5.1.6. Clostripain-katalysierte Ligation der Fragmente Z-D-Arg25-Gly47-OGp
und H-D-Arg48-D-Lys81-OH
Nachdem sowohl die Bereitstellung des Esterfragments Z-D-Arg25-Gly47-OGp als auch die
des Nukleophils H-D-Arg48-D-Lys81-OH erfolgreich verliefen, wurden initiale VVorversuche
zur Clostripain-katalysierten Ligation beider Fragmente durchgefihrt.
Um die Stabilitat des Acyldonors Z-D-Arg25-Gly47-OGp unter Ligationsbedingungen zu
prifen, wurde der Anteil an spontaner Hydrolyse des Esters untersucht (4.1.7.1.). Aus Abb.
58 wird ersichtlich, dass bereits nach ca. 50 Minuten die Hé&lfte des Esters spontan
basenkatalysiert zur korrespondierenden Sdure umgesetzt wird. Dieses Ergebnis korreliert mit
der fir Bz-Gly-OGp gefundenen Stabilitat im basischen Milieu.
Die generelle Akzeptanz des aus D-Aminosauren bestehenden 23 Aminosdure-haltigen Esters
durch Clostripain wurde in Hydrolysestudien nachgewiesen (4.1.7.2.). Dementsprechend
steigt die Umsatzgeschwindigkeit des Substrats mit zunehmender Enzymkonzentration (Abb.
59), was fur eine produktive Einbindung des Substratmimetikums in das aktive Zentrum von
Clostripain und dessen Umsatz spricht.
Durch die simultane Inkubation von Ester und Nukleophil ohne Zusatz des Biokatalysators
sollte das Ausmaf an spontaner Aminolyse ermittelt werden (4.1.7.3.). Der Reaktionsverlauf
in Abb. 60 zeigt eindeutig, dass es zu keiner spontanen, d.h. nicht-enzymatischen, Bildung des
Produkts Z-D-Arg25-D-Lys81-OH kommt und lediglich der Ester, wie bereits genannt,
spontan hydrolysiert.
Die Optimierung der Clostripain-katalysierten Ligation erfolgte nach Durchfuhrung der
Kontrollexperimente hinsichtlich des Verhéltnisses von Ester zu Nukleophil (4.1.7.5.) im
analytischen Malstab. Wie aus Tabelle 3 zu entnehmen ist, betrdgt bei einem &quimolaren
Verhéltnis von Z-D-Arg25-Gly47-OGp zu H-D-Arg48-D-Lys81-OH die Ausbeute 46%.
Bereits bei einem dreifachen Uberschuss von Nukleophil werden 82% Produkt gebildet,
dessen Ausbeute trotz hoherer Nukleophilkonzentrationen nicht gesteigert werden kann. Eine
potentielle Moglichkeit zur weiteren Erhdhung der Ligationseffizienz bestiinde darin, den
Anteil von Wasser zu reduzieren, um damit die spontane oder auch enzymatische Hydrolyse
des Substratmimetikums zu minimieren. Versuche bei niedrigeren pH-Werten bzw. héheren
Enzymkonzentrationen konnten Aufschluss darliber geben. Generell wére mit dieser
Zielstellung der Einsatz von lonischen Flussigkeiten oder Reaktionen im gefrorenen
wassrigen System denkbar. Beides erfordert jedoch Studien zu deren Anwendbarkeit fir
Clostripain-katalysierte Ligationen.
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Die genaue Analyse des Zeitverlaufs der enzymatischen Ligation unter optimierten
Bedingungen (4.1.7.5.) in Abb. 61 lasst erkennen, dass die Produktbildung bereits nach 30
Minuten abgeschlossen ist. Innerhalb dieses Zeitraums findet die ebenfalls unter den
gewéhlten Bedingungen nicht zu unterbindende spontane Hydrolyse der Esterkomponente
statt. Das entstandene Produkt unterliegt ferner Uber 24 Stunden keiner proteolytischen
Spaltung, wie es bei einer Spezifitat des Clostripains fiir L-konfiguriertes Arginin zu erwarten
ist.

Im abschlieBenden semi-praparativen Ligationsansatz sollte gentigend Material fur die
geplante Ligation mit Ac-D-Serl-Gly24-OGp zum finalen Produkt generiert werden
(4.1.7.5.). Nach Ablauf der Reaktion erfolgte die sédulenchromatographische Isolierung des
Produkts, wobei 52% (15 mg) des gewilnschten Produkts erhalten worden sind. Die
Identifizierung und Charakterisierung der gereinigten Verbindung Z-D-Arg25-D-Lys81-OH
erfolgte mittels HPLC und Massenspektrometrie (Abb. 62). Die Verluste an Produkt entstehen
bei der Reinigung des Ligationsprodukts mittels HPLC. Als alternative Reinigungsmethode
konnte eine Gelfiltration eingesetzt werden, wobei diese meist einen Entsalzungs- bzw.

Dialyseschritt nach sich zieht.

5.1.7. Abspaltung der Z-Schutzgruppe von Z-D-Arg25-D-Lys81-OH

Vor dem weiteren Einsatz des Ligationsprodukts Z-D-Arg25-D-Lys81-OH als Acylakzeptor in
der finalen Ligation mit Ac-D-Serl-Gly24-OGp als Acyldonor galt es, die N“-Z-Schutz-
gruppe abzuspalten. Dies erfolgte mit einem Gemisch aus TFA und Thioanisol (3.3.8.).

Die Reaktion verlief ohne erkennbare Probleme. Das nach der HPLC-gestutzten Reinigung
aufgezeichnete HPLC-Profil und Massenspektrum des Produkts zeigen einerseits die hohe
Reinheit des Syntheseprodukts und andererseits dessen ldentitdt (Abb. 63). Die isolierte
Ausbeute an H-D-Arg25-D-Lys81-OH betrug 64% (12 mg). Der Verlust in der isolierten
Ausbeute ergibt sich durch die préparative sdulenchromatographische Aufreinigung. Auf
diese konnte jedoch nicht verzichtet werden, da eine Etherfallung nicht ausreichte, um das
gesamte Thioanisol zu entfernen.

Das CD-Spektrum des Produkts H-D-Arg25-D-Lys81-OH (Abb. 64) wies im Vergleich zu den
CD-Spektren der Ausgangsverbindungen (Abb. 30 und 44) keine signifikante Anderung auf
und unterliegt damit keiner Strukturanderung.

Die hydrogenolytische Abspaltung der Z-Schutzgruppe wurde prinzipiell nicht in Erwégung
gezogen, da sich im Biotin-Ringsystem des D-Lys(Biotin) ein Schwefel befindet, welcher
moglicherweise die Abspaltung der Z-Schutzgruppe durch den Katalysator - Palladium auf

Akivkohle - wahrend der Hydrogenolyse negativ beeinflussen kdnnte.
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5.1.8. Clostripain-katalysierte Ligation der Fragmente Ac-D-Serl-Gly24-OGp
und H-D-Arg25-D-Lys81-OH
Vor der finalen Clostripain-katalysierten Ligation des Fragments Ac-D-Serl-Gly24-OGp mit
H-D-Arg25-D-Lys81-OH wurde der Anteil an spontaner Hydrolyse des Acyldonors Ac-D-
Ser1-Gly24-OGp unter Ligationsbedingungen untersucht (4.1.9.2.). Wie Abb. 65 zeigt, ist
bereits nach ca. 50 Minuten 50% des eingesetzten Esters spontan zur korrespondierenden
Séure hydrolysiert. Dies entspricht damit dem Wert des Substratmimetikums Z-D-Arg25-
Gly47-OGp aus der vorangegangenen Ligation (4.1.7.1.).
Die Kontrolle der Akzeptanz des Acyldonors Ac-D-Serl-Gly24-OGp durch die Protease
Clostripain erfolgte mittels enzymatischer Hydrolysereaktionen. Da die Entstehung der
korrespondierenden Sdure signifikant schneller als im spontanen Hydrolyseansatz verlief
(Abb. 65), kann von einem enzymatischen Umsatz des Esters ausgegangen werden (Abb. 66).
Wie zu erwarten, nahm die Geschwindigkeit der Hydrolyse mit steigender Enzym-
konzentration zu.
Um eine spontane Reaktion des Acyldonors mit dem Acylakzeptor zu untersuchen, wurde
eine Kontrollreaktion ohne Zugabe des Biokatalysators durchgefuhrt (4.1.9.3.). Dabei zeigte
sich (Abb. 67), dass lediglich der Ester einer spontanen Hydrolyse unterlag und keine nicht-
enzymatische Produktbildung erfolgte.
An diese initialen Studien schlossen sich die Ligation der entsprechenden Fragmente Ac-D-
Serl-Gly24-OGp und H-D-Arg25-D-Lys81-OH sowie die Optimierung der Ligation im
analytischen Mal3stab an (4.1.9.4.). Im Gegensatz zur vorangegangenen Ligation, bei der im
aquimolaren Verhaltnis von Ester und Nukleophil bereits eine Ausbeute von 46% bestimmt
wurde (Tab. 4), konnte bei der Ligation unter diesen Bedingungen keine Produktbildung
detektiert werden. Erst bei einem dreifachen Uberschuss des Nukleophils in Bezug auf den
Ester konnte eine Produktbildung von 10% erreicht werden. Eine weitere Erhohung der
Nukleophilkonzentration bis zu einem vierfachen Uberschuss im Ansatz flhrte nicht zur
erhofften Verbesserung der Effizienz. Als Ursache fur die geringe Ausbeute kdnnte eine nicht
sichtbare Aggregatbildung, beispielsweise aufgrund der Ladungen beider Ausgangsstoffe, in
Frage kommen, uber die eine CD-spektroskopische Untersuchung hétte womoglich
Aufschluss geben kénnen.
Durch die Zugabe von Harnstoff bzw. Detergens sollte das Auftreten dieses Problems
umgangen werden. Wéhrend bei der Zugabe von Harnstoff keine Erhéhung der Ausbeute zu
verzeichnen war, konnte durch die Anwesenheit von Tween 100 im Ansatz die Effizienz bei

einem dreifachen Uberschuss an Nukleophil von 10% auf 25% erhéht werden (Tab. 5). Dieser
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Wert liegt jedoch noch deutlich unter dem Wert der ersten Ligation (80%). Da die Langen der
Substratmimetika nahezu identisch und die Ligationsstellen Gly-D-Arg in beiden Reaktionen
gleich sind, kann ein Einfluss der L&nge des Nukleophils in der Clostripain-katalysierten
Ligation auf die Ausbeute nicht ausgeschlossen werden.

In der abschlieenden Ligation von Ac-D-Serl-Gly24-OGp mit H-D-Arg25-D-Lys81-OH im
semi-praparativen Malstab unter optimierten Bedingungen konnte das Produkt mit einer iso-
lierten Ausbeute von 3 mg (15%) nach einer HPLC-Reinigung erhalten werden. Die
Charakterisierung erfolgte mittels HPLC (Abb. 68 a) und die Identitat des Produkts wurde
massenspektrometrisch nachgewiesen (Abb. 68 b).

Die abschlieRende Untersuchung der Sekundérstruktur mittels CD-Spektroskopie ergab nahe-
zu das Spiegelbild eines in der Literatur verdffentlichten CD-Spektrums eines nicht
biotinylierten all-L-konfigurierten HMG-1/Y Proteins [211]. Demnach sollte nach der finalen
Reinigung und Lyophilisation des Produkts das Protein in der korrekten Faltung vorliegen.
Aufgrund der Tatsache das dieses Protein kein Enzym ist und keine Stoffumwandlung
katalysiert, kann demzufolge auch keine Aktivitat bestimmt werden um einen zusétzlichen

Beweis der Identitat zu erbringen.
5.2.  Teil B—,Studien zur Synthese von E. coli Parvulin 10

5.2.1. Synthese von H-LGSVKASAYK-OH und H-LIVDAVLEPVKAAGAY -
OH

Um die ADP hinsichtlich ihrer F&higkeit zur Ligation langerkettiger all-L-Peptide untersuchen
zu konnen (siehe 3.4.7.), war zunéchst die Synthese der Acylakzeptoren H-LGSVKASAYK-
OH und H-LIVDAVLEPVKAAGAY-OH Voraussetzung (siehe 3.4.1.).

Die nach der automatisierten SPPS erhaltenen Ausbeuten von 59% (101 mg) fir das 10
Aminosaure umfassende Peptid H-LGSVKASAYK-OH und 52% (137 mg) fir das aus 16
Aminosauren aufgebaute Peptid H-LIVDAVLEPVKAAGAY-OH deuten auf eine
unkomplizierte Synthese am 2-CITrt-Harz hin. Die hohe Qualitat der Syntheseprodukte wird
durch die HPLC-Profile deutlich, die Massenspektren konnten eindeutig die Identitat der
Produkte beweisen (siehe Abb. 70). Die Ausbeuteverluste in beiden Synthesen entstehen
typischerweise wéhrend der TFA-Behandlung durch eine nicht quantitative Abspaltung der
Peptide vom polymeren Trager sowie durch die anschlieBende HPLC-gestutzte Reinigung der
jeweiligen Rohprodukte.
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5.2.2. Synthese von Bz-AYLDAYVKAG-OGp

Die Synthese des 10 Aminosdure-haltigen Substratmimetikums Bz-AYLDAYVKAG-OGp
(siehe 3.4.2.) war ebenfalls fir die ADP-katalysierte Synthese langerkettiger all-L-Peptide
Voraussetzung (siehe 3.4.7.) und erfolgte unter Verwendung der safety-catch Methode, um
eine razemisierungsfreie Bildung des Esters zu garantieren.

Nach erfolgter SPPS, linker-Aktivierung und Abldsung mit H-Gly-OGp(Boc), (4.2.2.),
konnte das gewunschte Produkt mit einer Ausbeute von 35% (67 mg) erhalten werden. Die
hohe Reinheit des Produkts wird durch das HPLC-Chromatogramm (Abb. 71 a) sichtbar und
das Massenspektrum (Abb. 71 b) identifiziert dies als das gewtinschte Substratmimetikum.
Die hohen Verluste in der Ausbeute kénnen sowohl durch eine unvolistandige Aktivierung
des Sulfamyl-linkers mittels lodacetonitril als auch durch eine unvollstdndige Ablésung des
Harz-gebundenen Peptids mit H-Gly-OGp(Boc), hervorgerufen werden. Da lodacetonitril im
Vergleich zu H-Gly-OGp(Boc), sterisch nicht so anspruchsvoll ist, wird der nukleophile
Angriff des aktivierten linkers durch H-Gly-OGp(Boc), als Hauptursache fur die schlechte
Ausbeute angesehen. Die HPLC-gestutzte Reinigung reduziert die Ausbeute zusatzlich.

Eine alternative Synthesemethode wére die Aktivierung des C-terminalen Glycins mit
PyBOP® und Veresterung mit HOGp(Boc), wie beispielsweise in 3.3.4. beschrieben.
Nachteilig im Vergleich zur safety-catch-Methode ist, dass durch einen unvollstdndigen
Umsatz mit der Alkoholkomponente die freie Séure des Peptids im finalen Produkt enthalten
sein kann, die eine chromatographische Reinigung erschweren konnte. Generell sollte diese
Methode aufgrund der Epimerisierungsgefahr nur mit Glycin oder Prolin als C-terminale

Aminosauren verwendet werden.

5.2.3. Synthese von Par10 H-Lys36-Asn92-OH

Das zur Semi-Synthese von Parvulin 10 bendtigte 57 Aminosduren lange Nukleophil H-
Lys36-Asn92-OH, welches mit dem Substratmimetikum Z-Alal-Lys35-OBzl unter Einsatz
von ADP ligiert werden soll, wurde mittels automatisierter Festphasen-Peptidsynthese
dargestellt (siehe 3.4.3.). Die Auswahl von 2-Chlortritylchlorid-Polystyren-Harz als
polymeren Trager begriindet sich sowohl in eigenen Erfahrungen als auch in der Literatur
publizierten Ergebnissen hinsichtlich der Synthese langerkettiger Peptide [207].

Aufgrund der in der Arbeitsgruppe bereits vorhandenen Erfahrungen fur die Darstellung von
kirzeren Abschnitten des Fragments [mundliche Mitteilung von Vaclav Cerovsky], wurde

eine erste ,,Kontrollabspaltung® nach 30 Aminoséduren durchgefiihrt.
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Das HPLC-Profil des intermedidren Rohpeptids Fmoc-Lys63-Asn92-OH (Abb. 72 a) zeigt ein
eindeutiges Signal bei rt = 15,4 min. Die massenspektrometrische Analyse dieses Peaks (Abb.
72 b) bestatigte die Identitat des gewilinschten Produkts. Im Bereich von 12 bis 13 Minuten
sind leichte Verunreinigungen erkennbar, die durch unvollstandige Kupplungs- bzw. Fmoc-
Abspaltungsschritte hervorgerufen werden.

Die nach der automatisierten Kupplung weiterer 15 Aminosduren durchgefiihrte ,,Kontroll-
abspaltung® ergab ein dhnliches HPLC-Chromatogramm (Abb. 72 c¢). Das Hauptsignal bei
rt = 15,6 min entsprach dem gewiinschten Produkt, welches im Massenspektrum (Abb. 72 d)
eindeutig zu erkennen ist. Die Verunreinigungen im Bereich von 12 bis 14 Minuten nehmen
nur marginal zu. Auch hier sind nicht quantitativ ablaufende Reaktionen wéhrend der
Kupplungszyklen als Ursache anzusehen.

Eine signifikante Verschlechterung des Syntheseverlaufs von H-Lys36-Asn92 ist im letzten
Abschnitt bei der Kupplung der Aminosduren Lys36 bis Asp48 zu verzeichnen. Die
,,Kontrollabspaltung* des Zwischenprodukts Fmoc-Lys36-Asn92-OH ergibt im HPLC-Profil
einen sehr breiten Peak bei rt = 13,55 min, welcher sich tber ca. funf Minuten erstreckt (Abb.
73 a). Dies ist durch eine massive Anhdufung von Rumpf- bzw. Fehlsequenzen, hervor-
gerufen durch unvollstandige Kupplungen bzw. Fmoc-Abspaltungen, zu erklaren. Die Signale
bei rt = 18,50 min und rt = 20,52 min sind auf Schutzgruppenfragmente zurtickzufihren, da
keine Etherféllung des Rohpeptids vor der HPLC-Analytik vorgenommen wurde.

Da das Produkt mittels Massenspektrometrie eindeutig identifiziert werden konnte (Abb. 73
b), erfolgte die Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe und eine HPLC-gestltzte
praparative Trennung. Das HPLC-Profil und Massenspektrum (Abb. 74) nach der chromato-
graphischen Reinigung weisen auf einen hohe Reinheit hin, wenn auch im Massenspektrum
kleinere Signale bei m/z = 2500 und 3050 zu sehen sind. Die Ausbeute von 36,2 mg ent-
spricht 3,8% bezogen auf den gewahlten Synthesemalistab von 0,125 mmol. Diese geringe
Ausbeute ist auf die bereits angesprochene Verschlechterung der Kupplungseffizienzen bzw.
in der Unvollstdndigkeit der Fmoc-Abspaltungen wéhrend der Synthese des Abschnittes
Lys36-Asp48 zurtickzufuhren. Eine Optimierung der Synthese konnte hinsichtlich des
polymeren Tréagers erfolgen. Denkbar ware beispielsweise der Einsatz sogenannter TentaGel-
Harze [212]. Diese vereinen eine geringe Beladung des polymeren Trégers mit der C-
terminalen Aminosdaure von ungefédhr 0,2 mmol/g Harz und besitzen hervorragende Quell-
eigenschaften in den Gblichen Ldsungsmitteln der SPPS. Der Einbau von Pseudoprolin-
Derivaten bietet sich in diesem Fragment nicht an, da sich in einem Abstand Kleiner sechs

Aminosauren von der putativen Einbaustelle Proline befinden, welche von sich aus Struktur-
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brechende Eigenschaften besitzen [213]. Weiterhin wére flr die letzten Kupplungsschritte
eine Erhohung der Aquivalente an Aminosédure und Kupplungsreagenzien bzw. der Einsatz

effizienterer Kupplungsreagenzien, wie beispielsweise HATU, denkbar.

5.2.4. Synthese von Par10 Z-Alal-Lys35-OBzI

Das fur die Semi-Synthese von E. coli Parvulin 10 bendtigte Substratmimetikum Z-Alal-
Lys35-OBzl wurde schrittweise mittels SPPS unter Verwendung der safety-catch-Methode
aufgebaut (3.4.4.). Dabei wurden unterschiedliche linker- (Sulfamylbutyryl-, Sulfamyl-
benzoyl-) und Harztypen (Aminomethyl-Polystyren sowie -NovaGel) hinsichtlich ihrer
prinzipiellen Eignung und Syntheseeffizienz untersucht.

Nach erfolgter SPPS wurden die drei linker-Harz Kombinationen mit Idoacetonitril aktiviert
und die Harz-gebundenen Peptide mit H-Lys(Boc)-OBzl abgelost. Dabei zeigten sich
besonders in den Féllen von Sulfamylbutyryl-Polystyren-Harz und Sulfamylbutyryl-
Aminomethyl-Novagel-Harz massive Anh&ufungen von Rumpf- und Fehlsequenzen, welche
eine Aufreinigung des Produkts nicht als sinnvoll erachten lieBen (Abb. 75 a und b). Die
vergleichsweise beste Synthesequalitdt wurde unter Einsatz von Sulfamylbenzoyl-Polystyren-
Harz erreicht (Abb. 75 c). Hier hob sich der Produktpeak bei rt = 16,89 min eindeutig von den
Fehlsequenzen ab. Der 35 Aminoséaure-haltige Benzyleser Z-Alal-Lys35-OBzl wurde mittels
Massenspektrometrie (Abb. 75 d) identifiziert und nachfolgend mittels praparativer HPLC
isoliert. Das finale Produkt (Abb. 76) ist mit einer Ausbeute von 3% (18,6 mg) bezogen auf
0,125 mmol erhalten worden. Die geringe Ausbeute kann, wie schon unter 5.2.2. diskutiert,
auf eine unvollstdndige Ablésung durch den N“ungeschiitzten Aminoséureester
zuruckzufihren sein. Zusétzlich sind jedoch massive Fehlsequenzen durch nicht quantitativ
verlaufende Kupplungszyklen zu beobachten, die sich mdglicherweise durch eine Kontrolle
des gesamten Verlaufes der Fmoc-Abspaltung sowie den Einsatz mehrerer Aquivalente der zu
kuppelnden Aminosdure sowie Kupplungsreagenz minimieren lassen. Alternativ konnte auch
uber die Verwendung eines anderen polymeren Tréagers nachgedacht werden. Der Einsatz von
Pseudoprolinen ist nicht méglich, da sich keine ersetzbaren Serin- bzw. Threonin-Reste in

dem entsprechenden Sequenzabschnitt befinden.

5.2.5. ADP-katalysierte Hydrolyse verschiedener Substratmimetika

Zur Evaluierung der generellen Akzeptanz verschiedener Substratmimetika durch ADP sind
Hydrolysestudien mit einer Bibliothek an Boc-Ala-(Thio)esterderivaten durchgefiihrt worden
(3.4.5.). Die Auswahl der Esterabgangsgruppen (Abb. 77) erfolgte basierend auf der Primar-

spezifitat der ADP fur D-Phe, welche eine ,,spiegelbildliche” Spezifitit im Vergleich zu -
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Chymotrypsin zeigt. Da die dreidimensionale Struktur der ADP zum damaligen Zeitpunkt
nicht bekannt war, war eine andere Auswahl von Abgangsgruppen, die sich aus der Struktur
des Enzyms ableiten, nicht mdéglich und orientierte sich daher an den experimentellen
Hinweisen mit a-Chymotrypsin. Flr dieses Enzym konnte gezeigt werden, dass substituierte
Phenylringe die Einbindung der Substratmimetika Uber zusétzliche Wasserstoffbriicken-
bindungen positiv beeinflussen [214]. Gestitzt von der Annahme, dass sich die ADP dhnlich
dem a-Chymotrypsin verhalt, wurden deshalb neben dem Phenylalanin strukturell &hnelnden
Phenyl- und Benzylestern auch 4-Carboxyphenyl-, 4-Carboxamidophenyl-, 4-Hydroxy-
thiophenyl-, 2-Carboxy-1H-indol-5-yl- sowie im besonderen 4-Guanidinophenylester
untersucht [214]. Boc-L-Ala-OMe mit einer unspezifischen Abgangsgruppe ist als Kontrolle
mitgefiihrt worden.

Die in Abb. 78 dargestellten initialen Hydrolysegeschwindigkeiten zeigen, dass prinzipiell
alle aromatischen Substratmimetika in das aktive Zentrum eingebunden und umgesetzt
werden, wenn auch deutlich langsamer als das Standardsubstrat Ac-D-Phe-OMe.
Erstaunlicherweise wichen die Reaktionsgeschwindigkeiten trotz der unterschiedlichen
Esterstrukturen mit einem Faktor von maximal drei nur sehr wenig voneinander ab. Dabei
wurden der 4-Hydroxythiophenyl- bzw. Phenylester mit Geschwindigkeiten von ca. 1 pmol -
min™ - c[ADP]* am langsamsten und der Benzyl, Indolyl- und 4-Guanidinophenylester mit
Geschwindigkeiten von 2,2 bis 2,4 pM - min™ - c[ADP]* am schnellsten hydrolysiert.
Ungeachtet der grof3en Substratbreite von ADP erfolgte keine Hydrolyse von Boc-L-Ala-OMe
mit seiner unspezifischen Methylesterfunktion, ein Befund, der die Notwendigkeit der
aromatischen Abgangsgruppe der Substratmimetika fur deren Erkennung belegt.

Weitere Studien unter Verwendung der leicht préaferierten Boc-Xaa-OGp Ester zeigten, dass
der Effekt der OGp-Gruppe nicht auf Ala beschréankt ist. So konnte fiir alle eingesetzten Boc-
Xaa-OGp Ester, wobei Xaa eine Auswahl an aliphatischen, hydrophoben, sauren und
basischen Aminosduren darstellte (Xaa = Glu, Lys, GIn, Ala, Leu, Phe, Gly), eine ADP-
Akzeptanz nachgewiesen werden (Abb. 78). V6llig unerwartet wurde das Substratmimetikum
des achiralen Glycins nur 12-fach langsamer als das Standardsubstrat Ac-D-Phe-OMe
umgesetzt (53 UM - min™ - c[ADP]™* bzw. 630 puM - min™ - c[ADP]™) gefolgt von dem L-
Phe-Derivat, dem Enantiomeren des urspringlich spezifischen D-Phe, mit einer
Geschwindigkeit von 8,2 pM - min™ - c[ADP]™. Boc-Leu-OGp, ein weiterer Vertreter der
aliphatischen Aminosaure-derivate, wird mit 4,8 pM - min™- c[ADP]" umgesetzt, was
ungefahr einem Zehntel der Geschwindigkeit des Gly-Derivates entspricht. Die 4-

Guanidinophenylester von Alanin, Glutamin und Lysin werden mit anndhernd gleichen
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Geschwindigkeiten im Bereich von 1,8 — 2 pM - min™ - c[ADP]™ enzymatisch hydrolysiert.
Das Glutaminsdure-Derivat wird von der Protease mit einer Geschwindigkeit von 0,5
UM - min™ - c[ADP]" umgesetzt. Dies entspricht nur 1/100 der Hydrolysegeschwindigkeit
des spezifischsten Substratmimetikums Boc-Gly-OGp. Aus diesen Ergebnissen wird eine
Préferenz fir aliphatische Aminoséuren erkennbar (Ausnahme Ala). Die polaren geladenen
Aminosduren und ungeladen werden signifikant langsamer umgesetzt, wofir elektrostatische

Wechselwirkungen im aktiven Zentrum die Ursachen sein konnten.

5.2.6. ADP-katalysierte Synthese von Dipeptidamiden

Die Eignung der ADP zur Ligation von L-Aminoséure-Derivaten als Reaktanden wurde durch
Modellreaktionen von spezifischen 4-Guanidinophenylestern als Acyldonoren und 12
Aminosaureamiden als Acylakzeptoren untersucht (4.2.5.). Die eingesetzten Substratmimetika
und Nukleophile umfassten eine Auswahl an aliphatischen, polaren und aromatischen
Aminosauren, die hinsichtlich der geplanten Synthesereaktion L-konfiguriert waren. Um eine
effizientere HPLC-Analytik zu ermdglichen, wurden anstelle von N“-Boc-substituierten
Estern analoge N“-Benzoyl-geschiitzte 4-Guanidinophenylester verwendet.

Zu Vergleichszwecken wurde das Standardsubstrat Ac-D-Phe-OMe in die Untersuchungen
einbezogen. Kontrollreaktionen ohne Biokatalysator dienten dazu, das Ausmaf spontaner
Hydrolyse und Aminolyse zu bestimmen. In allen Reaktionen konnte keine Produktbildung
durch nicht-enzymatische Ligation von Acyldonor mit Acylakzeptor detektiert werden und
der Anteil an hydrolysiertem Ester betrug weniger als 5%.

Die ADP-vermittelten Reaktionen verdeutlichen (Tab. 5), dass neben dem Esterumsatz
innerhalb von 15 Minuten in jedem Fall eine Produktbildung im Bereich von 0,5 bis 93,1%
stattfand. Da dies auch fiir die L-konfigurierten Mimetika gilt, kann man schlussfolgern, dass
die Protease trotz ihrer nativen Spezifitdt flir D-Phe in der Lage ist, vermittelt durch die
substratimitierende 4-Guanidinophenylester-Abgangsgruppe L-Aminoséuren miteinander zu
verknupfen.

Eine genaue Analyse der Ligationsausbeuten macht jedoch einen Einflu} des Acyldonors und
-akzeptors auf die Syntheseeffizienz deutlich. Generell liegen alle Ausbeuten unter Einsatz
von Substratmimetika tber denen des Standardsubstrates Ac-D-Phe-OMe, ein Befund, der mit
den Ergebnissen friherer Studien korreliert [215]. Betrachtet man die Substratmimetika
untereinander, so resultieren die Bz-Gly-OGp und Bz-Glu-OGp vermittelten Dipeptid-
synthesen in den hdchsten Ausbeuten (10 - 90%), wohingegen der Einsatz des Bz-Phe-OGp
zu Produkten in einem Bereich von 5 - 65% fiihrt.
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Mit den Ausnahmen des Glycins und der kleinen L-Alanin-Seitenkette scheint dieser Effekt
umgekehrt proportional zur Enzymspezifitat gegentiber dem jeweiligen Ester zu sein. So wird
das vom L-Glu abgeleitete OGp-Derivat zwar am langsamsten enzymatisch hydrolysiert, ist
aber in der Ligation am effizientesten. Dem entgegen steht der L-Phe Ester, welcher rasch
umgesetzt wird, aber am wenigsten effizient in der Produktbildung ist. Nichtsdestotrotz sind
die Ausbeuten fur Synthesezwecke als wertvoll anzusehen.

Neben den Unterschieden in den Ausbeuten unter Einsatz verschiedener Bz-Xaa-OGp Ester,
zeigen auch die Nukleophile einen deutlichen Einfluss auf die Ligationseffizienz, was einen
Rickschluss auf die S;’- Bindungsortspezifitdt ermoglicht. Es zeigte sich, dass die sterisch
anspruchsvollen aliphatischen bzw. aromatischen Aminoséuren Met, Leu, Phe, lle gegenuber
den Aminosduren Ala, Ser, Glu mit Kleineren Seitenketten sowie polaren, insbesondere
negativ geladenen, bevorzugt werden. Am schlechtesten wird die Iminosédure Prolin mit allen
eingesetzten Substratmimetika akzeptiert - ein Problem vieler Proteasen. Die Erklarung

hierfur kénnte in der alicyclischen Ringstruktur liegen.

5.2.7. ADP-katalysierte Synthese langerkettiger all-L-Peptide

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die ADP L-Aminosaurederivate miteinander verkniipft
(4.2.6.), sollten nun sowohl langerkettige Substratmimetika als auch peptidische Nukleophile
fur die Ligation eingesetzt werden (4.2.7.). Fiir diese Studien enthielten die Ester 3 bzw. 10
Aminosauren und die Nukleophile 10 bzw. 16 Aminosduren. Um etwaige Einflisse der
Aminosdurenatur an der Ligationsstelle auf die Syntheseeffizienz auszuschlie3en, sind sowohl
die C-terminale Aminosédure des Acyldonoresters (Gly) als auch die N-terminale Aminosédure
des Acylakzeptors (Leu) konstant gehalten worden.

In Kontrollreaktionen ohne ADP konnte keinerlei Produktbildung detektiert und damit eine
spontane Acylierungsreaktion ausgeschlossen werden. Durch Zugabe von ADP zu den
entsprechenden Ligationsansatzen wurde hingegen eine schnelle Produktbildung beobachtet,
welche nach 15 Minuten beendet war und mit der Kettenlange des Acyldonors und —akzeptors
variierte. Auer der Hydrolyse des Esters wurden keine weiteren Nebenreaktionen, wie der
des proteolytischen Abbaus des Ligationsprodukts, beobachtet. Die enzymatische
Verkniupfung des Aminosaure-, Tri- und Dekapeptid-OGp-Esters mit H-Leu-NH,, dem 10mer
H-LGSVKASAYK-OH sowie 16mer H-LIVDAVLEPVKAAGAY-OH ergab (Tabelle 6),
dass eine Verldngerung des Acyldonors vom Aminosaure-Derivat zum Tripeptidester unab-
héngig von der L&nge des Akzeptors in einem Effizienzverlust im Bereich von 30% (Tabelle
6) resultierte. So konnte beispielsweise das Produkt der (3+10)-Ligation nur mit 45,6% im

Gegensatz zur (1+10)-Ligation mit 77,5% Ausbeute erhalten werden. Eine mdgliche Ursache
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fir die reduzierte Ligationseffizienz um ca. 30% koénnte in der bisher nicht untersuchten
Spezifitat weiterer Bindungsorte liegen. Studien im Rahmen eines Screenings flr diese
Positionen konnten einen Hinweis auf eine mdgliche Beeinflussung der Effizienz geben.
Dieser Verlust verandert sich nur noch marginal bei einer weiteren Verlangerung des
Substratmimetikums. Die (10+10) Ligation lieferte eine Ausbeute von 40,1% und liegt damit
nur knapp unter den 45,6% der (3+10) Ligation. Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die
ADP auch noch langere Substratmimetika akzeptiert.

Betrachtet man den Einfluss der Lange des Acylakzeptors auf den Syntheseerfolg, so ist zu
erkennen, dass sich die Ausbeuten unter Einsatz desselben Substratmimetikums nur um
maximal 9% unterscheiden. So wird beispielsweise in der (3+10) Ligation eine Produkt-
ausbeute von 45,6% erhalten, wohingegen in der (3+16) Ligation 49% Produkt entstehen.

Die geringere Ausbeute der Ligation von Bz-Gly-OGp mit H-Leu-NH; in Hohe von 86,1%
(siene 4.2.7.) im Vergleich zu 92,3%, wie unter 4.2.6. zu sehen, ist lediglich auf eine
geringere Nukleophilkonzentration im Ansatz zuriickzuftihren.

Aus den Ergebnissen lasst sich zusammenfassend ableiten, dass die ADP prinzipiell in der
Lage ist, neben langerkettigen Acyldonoren auch langerkettige Acylakzeptoren zu tolerieren,
wobei jedoch die Kettenldnge des Acylakzeptors nur einen geringfligigen Einfluss auf den
Syntheseerfolg hat. Die unterschiedlich variierenden Ausbeuten beim Einsatz des 10 bzw. 16
Aminosédure langen Nukleophils liegen vermutlich in einem Einfluss weiterer Bindungsorte

begrindet und konnten durch ein entsprechendes Screening bestatigt werden.

5.2.8. ADP-katalysierte Synthese von Z-Par10

An die Charakterisierung der Alkalischen D-Peptidase hinsichtlich der Akzeptanz
verschiedener Substratmimetika (4.2.5.), der Synthese von Dipeptidamiden (4.2.6.) sowie
langerkettigen all-L-Peptiden (4.2.7.) schloss sich fiir die Semi-Synthese von Parvulin 10 die
finale Ligation der Fragmente Z-Alal-Lys35-OBzl und H-Lys36-Asn92-OH mittels des
genannten Biokatalysators an (4.2.8.).

Die Kontrolle des Verlaufs der Ligationsreaktion erfolgte zunachst mittels SDS-PAGE. Im
Reaktionsansatz ohne ADP konnte weder nach 30 Minuten noch nach 5 Stunden eine
spontane Produktbildung beobachtet werden (Abb. 80 Bahn 3 und 5). Erst nach Zugabe des
Biokatalysators ADP ist nach 30 Minuten Reaktionszeit eine eindeutige Produktbildung in
Form einer neuen Bande bei ca. 10-11 kDa zu erkennen (Abb. 80 Bahn 4), die dem
Ligationsprodukt zuzuschreiben ist. Durch densitometrische Untersuchungen konnte festge-
stellt werden, dass nach funf Stunden Inkubationszeit die Konzentration des Produkts Z-Par10

im Vergleich zum 30 Minuten-Wert unverandert ist. Daraus lasst sich einerseits
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schlussfolgern, dass die Produktbildung bereits nach 30 Minuten abgeschlossen ist und dass
andererseits eine unerwiinschte Spaltung des Produkts, aufgrund der Priméarspezifitat der ADP
fiir D-Phe, ausbleibt.

Die Ausbeute, welche durch Mittelwertbildung zweier unabhangiger Methoden (SDS-PAGE
und RP-HPLC) mit 61% bestimmt wurde, &hnelt dem Wert, der fur die Synthese von Bz-Lys-
Lys-NH, erhalten wurde (Tabelle 5). Der nicht quantitative Umsatz ist auf eine kompetitive
Hydrolyse des Substratmimetikums zuriickzufiihren. Eine Verbesserung der Ausbeute ware
durch eine Erhéhung der Nukleophilkonzentration oder die Verringerung des Wasseranteils
im Reaktionsmedium denkbar (Einsatz von ionischen Flissigkeiten [98], Arbeiten im
gefrorenen wassrigen System [216]), was jedoch gesonderten Studien bedarf.

Im Allgemeinen demonstriert das Ergebnis der erfolgreichen Ligation die hohe Flexibilitat der
Protease ADP beziglich der Akzeptanz langerkettiger Substrate fur die Synthese von
Proteinen. Da keine Produkte mit einem Molekulargewicht identifiziert wurden, welche
groRer als die des gewinschten Produkts waren, kann abgeleitet werden, dass keine
zusatzlichen Acylierungen an nukleophilen Seitenkettenfunktionen stattfinden und dass das

Enzym entsprechend regioselektiv arbeitet.

5.2.9. Isolierung, Z-Abspaltung, Reinigung und Ruckfaltung von synthetischem
Parl10

Nach der ADP-katalysierten Ligation der Fragmente Z-Alal-Lys35-OBzl und H-Lys36-
Asn92-OH (siehe 3.4.8.) erfolgte die Isolierung und Reinigung mittels HPLC, die Z-
Abspaltung sowie die Ruckfaltung des Syntheseprodukts Z-Par10 (1-92) (siehe 3.4.9.). Die
isolierte Ausbeute an synthetischem Parvulin 10 betragt 33% (2 mg).

Das HPLC-Chromatogramm (Abb. 81 a) zeigt lediglich einen Peak bei rt = 15,4 min und l&sst
auf eine hohe Reinheit schlieRen. Das Maldi-ToF-Massenspektrum (Abb. 81 b) bestétigte die
Identitat und Reinheit des finalen Produkts. Es ist allerdings ein sehr kleines Signal bei ca.
m/z = 11240 zu sehen, welches dem noch N”-Z-geschiitzten Parvulin entsprechen koénnte.
Ursache dafuir ware eine nicht quantitative Abspaltung der N-terminalen Schutzgruppe durch
das TFA/Thioanisol-Gemisch (siehe 3.4.9.). Diese hatte durch eine nochmalige Inkubation
unter den gegebenen Bedingungen bzw. eine Verlangerung der Inkubationszeit umgangen
werden kénnen.

Eine alternative Methode zur Abspaltung der Z-Schutzgruppe stellt die Hydrierung mit
Palladium auf Aktivkohle in Verbindung mit molekularem Wasserstoff und Methanol als
Losungsmittel dar [18]. Da sich jedoch in der Parvulin 10 Sequenz Cystein- und Methionin-
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reste befinden, welche Schwefel als Katalysatorgift enthalten und damit die hydrogenoly-
tische Abspaltung der Z-Schutzgruppen erschweren oder gar verhindern, wurde diese

Methode nicht in Betracht gezogen.

5.2.10. CD-spektroskopische Untersuchungen von synthetischem Par10

Die Ausbildung von Sekundarstrukturen von synthetischem Parvulin 10 sind durch Aufnahme
von CD-Spektren untersucht worden (siehe 4.2.10.). Zu Vergleichszwecken wurden Spektren
von rekombinantem E. coli Parvulin 10 aufgezeichnet.

Bei 20 °C sind marginale Unterschiede zwischen beiden Par10-Spezies im Maximum von 190
bis 195 nm sowie im Minimum 210 bis 220 nm zu erkennen (Abb. 82 a). Das Spektrum ist
typisch fiir Proteine mit einem hohen Anteil an a-helicalen Sekundarstrukturen.

Nach der Hitzedenaturierung bei 90 °C (Abb. 82 b) ist eine deutliche Verringerung der
Elliptizitdt bei 190 nm zu erkennen. Die Verkleinerung des Maximums l&sst auf eine
Umwandlung der Konformation beider Proteine schliefen. Die Unterschiede zwischen
synthetischem und rekombinantem Protein sind hier abermals als nur gering einzustufen.

Das CD-Spektrum, welches nach Erhitzen auf 90 °C und Abkuhlen auf 20 °C erhalten wird
(Abb. 82 c), zeigt nur minimale Unterschiede im Bereich von 210 bis 220 nm, dem Bereich
des Minimums. Bereiche, die davor und danach liegen, sind nahezu identisch.

Markant ist, dass die Maxima bei 190 nm nicht mehr den Wert der Elliptizitat der nicht Hitze-
behandelten Proteine erreichen. Dies ldsst auf eine irreversible Zerstorung von a-helicalen

Bereichen innerhalb der Proteinkette beider Parvuline schlieRen.

5.2.11. Bestimmung des enzymkinetischen Parameters K../Ky von synthetischem
Parl10

Zur Bestimmung der Aktivitat des synthetischen Parvulin 10 wurde der Protease-gekoppelte
PPlase-Test nach FISCHER et al. benutzt [177]. Als Substrat fand Suc-Ala-Phe-Pro-Phe-pNa
Verwendung und o-Chymotrypsin wurde als Protease eingesetzt. Nach Bestimmung der
Konstante ken, bei unterschiedlichen Konzentrationen an synthetischem Parvulin 10 und der
Auftragung der Anstiege gegen die Konzentration an Parvulin konnte aus der Geraden durch
Regression der Parameter Kgi/Kyv bestimmt werden (siehe Abb. 83). Dieser liegt mit
0,97 - 10° + 0,05 - M - s nahezu in derselben GroRenordnung von rekombinantem E. coli
Parvulin 10 (1,12 - 10" + 0,05 - M - s%) [185, 210]. Die um ca. 90% verminderte Aktivitat
des synthetischen Enzyms kann auf eine nicht korrekte Faltung eines bestimmten Anteils des
Proteins zurlckzufiihren sein, obwohl im CD-Spektrum nur marginale Unterschiede zwischen

rekombinantem und synthetischem Enzym detektiert werden konnten.
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6. Zusammenfassung

Der erste Teil der Arbeit beschéftigte sich mit der Semi-Synthese des verkirzten HMGA 1b,
einem Protein welches aus 81 Aminosduren bestent. Da die Totalsynthese mittels
automatisierter Festphasensynthese nicht moéglich war, beinhaltete die Synthesestrategie die
Darstellung der Fragmente Ac-D-Serl-Gly24-OGp, Z-D-Arg25-Gly47-OGp sowie H-D-
Arg48-D-Lys81-OH und deren nachfolgende sequentielle Ligation unter Verwendung der L-
spezifischen Cystein-Protease Clostripain.

Als besonders problematisch stellte sich dabei die chemische Synthese der einzelnen
Fragmente heraus. Die Gewinnung durch lineare Festphasen-Peptidsynthese in einem Schritt
war fur alle drei Fragmente unter den gewahlten Bedingungen nicht mdglich. Bereits nach
wenigen Kupplungsschritten brach die Synthese unerwarteter Weise ab. Generell betrachtet
sind die Syntheseschwierigkeiten vermutlich auf den hohen Anteil an trifunktionellen
Aminosduren zuriickzufiihren, welche aufgrund ihrer volumindsen Seitenketten-Schutz-
gruppen sterisch duBerst anspruchsvoll sind, zu Aggregationen neigen und Ursache fur nicht-
quantitative Kupplungs- und Deblockierungsschritte sein konnen. Erste Erfolge hinsichtlich
der Fragmentsynthese konnten durch konvergente Syntheseansétze realisiert werden. Vorteil
dieser Strategie ist die Darstellung von kurzen Unterfragmenten im Bereich von vier bis zwolf
Aminosauren mit hohen Reinheiten und guten Ausbeuten von 50% bis 82% sowie deren
chemische Ligation. Die dadurch erhaltenen Produkte wiesen nach HPLC-gestiitzter
Reinigung eine hohe Reinheit auf, jedoch war das Verhaltnis von eingesetzten Aminosauren
zur Ausbeute an finalem Produkt nicht akzeptabel, da kein hundertprozentiger Umsatz der am
Tréager immobilisierten Aminokomponenten erreicht wurde.

Erst durch den Einsatz von manuellen Kupplungen an Positionen, welche sich aus den
Erfahrungen der konvergenten Synthese und dem Scheitern in der linearen Synthese ergaben,
und dem Einsatz von HATU als Kupplungsreagenz an diesen Positionen konnten mittels
linearer Synthese die Fragmente in hoher Reinheit und mit guten Ausbeuten von 47% bzw.
76% erhalten werden. Obgleich die Veresterung erfolgreich verlief, bedarf die Umwandlung
der geschiitzten Peptidsduren in die entsprechenden 4-Guanidinophenylester, die mit
Ausbeuten von 34% bzw. 39% erhalten wurden, weiteren Optimierungen.

Nach der Kontrolle der Akzeptanz des Esters durch die Protease Clostripain, der Bestimmung
des Anteils der spontanen Esterhydrolyse sowie dem Ausschliel3en eines nicht-enzymatischen
Acyltransfers erfolgte die erste Ligation der Fragmente Z-D-Arg25-Gly47-OGp und H-D-

Arg48-D-Lys81-OH katalysiert durch Clostripain. Durch die Optimierung der Synthese-
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effizienz mittels Variation des Ester-Nukleophil-Verhéltnisses konnten in analytischen
Ansatzen Ausbeuten bis zu 80% erreicht werden. Die Ligationsansdtze zum Z-geschiitzten
57mer im semi-praparativen Malistab, eine sdulenchromatographische Reinigung und Frei-
setzung des N-Terminus resultierten in einer isolierten Produktausbeute von 12 mg (33%).
Vor der finalen enzymatischen Ligation von Ac-D-Serl-Gly24-OGp mit H-D-Arg25-D-Lys81-
OH zu Ac-D-Serl-D-Lys81-OH wurde in initialen Studien die Akzeptanz des Esters Ac-D-
Serl-Gly24-OGp durch Clostripain bestatigt, das Ausmal} der spontane Esterhydrolyse
bestimmt und ein nicht-enzymatischer Acyltransfer durch Kontrollreaktionen ohne Enzym
ausgeschlossen.

Durch Optimierung des Ester-Nukleophil-Verhéltnisses sowie Zugabe von Additiven (Tween,
Triton-X) konnte in analytischen Ansétzen eine maximale Ausbeute von 25% an Zielprotein
erhalten werden. Nach Clostripain-katalysierten Ligationsreaktionen im semi-préparativen
Malistab unter optimierten Bedingungen und anschlieRender chromatographischer Reinigung
wurden 3 mg (15%) des entsprechenden Produkts Ac-D-Serl-D-Lys81-OH isoliert, dessen
korrekte Faltung mittels CD-Spektroskopie bestétigt wurde.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde die D-Phe-spezifische Alkalische D-Peptidase aus Bacillus
cereus (ADP) als ein neuer Biokatalysator, auf dessen potentielle Fahigkeit zur Verknupfung
von all-L Peptiden zur Darstellung groRerer Peptide und Proteine néher untersucht.

Initial erfolgten dazu Studien zur Akzeptanz ausgewdhlter Substratmimetika durch die
Protease. Als besonders geeignete Ester stellten sich in den enzymatischen Hydrolysestudien
der 4-Guaninidophenylester (OGp), Benzylester (OBzl) sowie der Indolylester (OlInd) heraus.
Das nachfolgend durchgefiihrte Screening des Bindungsortes unter Einsatz einer Bibliothek
von Boc-Xaa-OGp Estern (Xaa = Glu, Lys, GIn, Ala, Leu, Phe, Gly ) zeigte, dass prinzipiell
alle Substrate in das aktive Zentrum der ADP eingebunden und von der Protease mit
Geschwindigkeiten von maximal 2,4 pM - min™ - c[ADP] ™ umgesetzt werden.

In ADP-katalysierten Ligationsreaktionen mittels einer Auswahl an N“-Benzoyl-geschiitzten
Aminosdure-4-Guanidinophenylestern und 12 ausgewdahlten Aminosdureamiden konnte
erstmals gezeigt werden, dass die ADP als eine D-spezifische Protease in der Lage ist,
Substratmimetika-vermittelt zwei Aminosdauren in der L-Konfiguration unter Ausbildung
einer Peptidbindung miteinander zu verknipfen. Dabei variierten die Dipeptidamidausbeuten
in einem Bereich von 4,5% bis 93% in Abhéngigkeit vom eingesetzten Acyldonor und
-akzeptor. Wahrend die Préferenz der Protease hinsichtlich der Struktur des Acylakzeptors bei

Aminosauren mit grof3en hydrophoben bzw. aliphatischen sowie aromatischen Resten liegt,
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wurden die hochsten Produktausbeuten mit Bz-Gly-OGp und Bz-Glu-OGp als Acyldonoren
erzielt. Generell weisen alle Substratmimetika-vermittelten Reaktionen hohere Ligations-
effizienzen als das D-Phe-haltige Standardsubstrat Ac-D-Phe-OMe auf, was deren hohen
synthetischen Nutzen belegt.

Nachfolgende Ligationsexperimente mit synthetisch hergestellten peptidischen Substrat-
mimetika und Nukleophilen ergaben, dass die ADP beféhigt ist, neben Aminoséaure- auch Tri-
und Dekapeptid-OGp-Ester mit Nukleophilen bestehend aus 10 bzw. 16 Aminosauren
effizient zu verknipfen (Ausbeuten: 40-84%). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass das
Enzym in der Lage ist, noch grofRere Fragmente miteinander zu ligieren.

Fur die geplante Semi-Synthese des aus 92 Aminosauren bestehenden E. coli Parvulin 10 war
zunéchst die Synthese der Fragmente Z-Alal-Lys35-OBzl sowie H-Lys36-Asn92-OH
Voraussetzung. Zur Darstellung des Acyldonors sind verschiedene safety-catch-Harze
(Sulfamylbutyrylaminomethyl-Polystyren-, Sulfamylbutyrylaminomethyl-NovaGel- und Sulf-
amylbenzoylaminomethyl-Polystyren-Harz) hinsichtlich ihrer Eignung fiir die Synthese
untersucht worden. Wahrend Sulfamylbutyrylaminomethyl-Polystyren und -NovaGel-Harz zu
unbefriedigenden Produktreinheiten und -quantitdten flhrte, ergab das Sulfamylbenzoyl-
aminomethyl-Polystyren-Harz die vergleichsweise besten Syntheseergebnisse. Nach linker-
Aktivierung, Abldsung mit H-Lys(Boc)-OBzl, Deblockierung aller Aminoséureseitenketten
und séulenchromatographischer Trennung wurden 3% (18,6 mg) an Produkt erhalten.

Die Synthese des 57mers H-Lys36-Asn92-OH erfolgte am 2-CITrt-Harz unter Kontrolle des
Syntheseverlaufes. Wenngleich die Synthese auch erfolgreich verlief und das Produkt mit
einer Ausbeute von 4% (36,2 mg) isoliert werden konnte, sind Probleme wéhrend der
Kupplung der Aminosauren Lys36-Asp48 beobachtet worden, die es fir nachfolgende
Synthesen zu lésen gilt.

Im Anschluss an die erfolgreiche Festphasensynthese ist die Ligation der Fragmente Z-Alal-
Lys35-OBzl mit H-Lys36-Asn92-OH katalysiert durch die Alkalische D-Peptidase im semi-
praparativen Malstab erfolgreich durchgefiihrt worden. Die Ausbeute, ermittelt durch zwei
unabhangige MeBmethoden (HPLC und Densitometrie der SDS-PAGE), wurde mit 61%
bestimmt. Wie erwartet, konnte keine proteolytische Spaltung des Ligationsprodukts aufgrund
der Spezifitdt der Protease fir D-Phe detektiert werden. Im Anschluss an die HPLC-
chromatographische Trennung, Produktisolierung, Abspaltung der N-terminalen Z-Schutz-
gruppe und Ruckfaltung des Proteins, was mit einer Ausbeute von 33% (2 mg) gelang,
erfolgten vergleichende Strukturuntersuchungen mit rekombinantem Parvulin 10 mittels CD-
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Spektroskopie. Dabei konnten lediglich marginale Unterschiede zwischen rekombinantem
und synthetischem Parvulin 10 festgestellt werden.

In der abschlieenden Bestimmung der enzymatischen Aktivitat des synthetischen Parvulin
10 mittels Protease-gekoppelten Tests erreicht das synthetische Parvulin 10 ca. 7% der
Aktivitat des rekombinanten Proteins.
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