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Kurzzusammenfassung

Die regioselektive Reaktion von Maleimiden mit einem Thiol unter Ausbildung eines
Succinimid-Thioethers ist eine weit verbreitete Methode zur Konjugation von Biomolekilen
oder zur Funktionalisierung von Oberflachen.Jedoch kommen hier ausschlieRlichflexible
Linkermolekule zum Einsatz.In dieser Arbeit wird die Anwendbarkeit dieser Methode erweitert
und  Succinimid-Thioether  erstmals innherhalb des naturlich  vorkommenden
Peptidrickgratregisters (-NH-G,-CO) bezlglich ihres konformationellen Einflusses auf die
globale Struktur von Peptiden mit Hilfe der NMR-Spektroskopie hin untersucht. Durch die
Betrachtung des SuccinimidT hioethers als isosteres Strukturmotiv Zu
Aspartimiden/Aminosuccinimiden, die durch posttranslationale Modifikationen (PTM)
innerhalb von Proteinen nattrlich vorkommen,wird eine Briicke zwischen der Biokonjugation

und der chemischen Ligationvon Peptiden und Proteinengeschlagen.

Thio-MICHAEL-Addition Festphasensynthese/PTM

(o}

Die Erarbeitung von Synthesekonzepten zur Darstellung von Festprasynthesekompatiblen
Maleimid-Dipeptidbausteinen sowie unnnatirlichen b-Thioaminosduren zum Aufbau der
isosteren SuccinimidThioether lieferte dabei den Grundstein fur Folgeexperimente an Peptiden.
Durch die Synthese von makrozyklischen Hexapeptidef:hairpins und dem FoldonMiniprotein,
die dieses Strukturmotiv beinhalten, konnte ein detaillierter Einblick in die Konformationsowie

Parameter, die zur Ausbildung und Stabilislierung einer Sekundérstruktur notwendig sind,




erlangt werden. So konnte anhandron konformativ eingeschrankten, zyklischen Hexapeptide
die Stereodynamik von SuccinimielThioethern in Abhéngigkeit der benachlrten Stereozentren
nachgewiesen werden. Durch gezielte Mutation war es mdglich diese Epimerisierungsreaktion
in ihrer Geschwindigkeit zu steuern und sogar géanzlich zu unterdriicken. Weiterhin galt ein
besonderes Interesse der Konformation des Succinimideds Teil eines b-turns. Zur Aufklarung
diente dabei der isolierte -hairpin des Foldons als Modellpeptid. Durch die Ligation zweier
Einzelstrange konnten erfolgreich nativ faltende Foldorb-hairpins mit einem Succinimid inder
i+2-Position des f-turns synthetisiert werden. Die Analsyse der NMRpektroskopischen Daten
zeigte, dass der SuccinimidRing zusammen mit der Thioaminosaure die ungewohnliche
Konformation eines diturns an der i+1- und i+2-Position innerhalb des b-turns einnimmt.
Bemerkenswert ist dabe die gesteigerte Faltungspopulation desb-hairpins im Vergleich zur
nativen Sequenz. Untersuchungen innerhalb der Proteinumgebung des Foldoreigten, dass
Succinimid-Thioether durch gezielte Hydrolyse als pHabéngige Schalter zur Ausbildung einer
Quartarstruktur genutzt werden kénnen.

Das hier beschriebene Konzept der isosteren Succinimithiother innherhalb des
Peptidrickgratregisters ist bis dato in der Literatur nicht bekannt. Daher liefert diese Arbeit
einen wichtigen Beitrag zur Ero6ffnung eines neuen Forschungsfeldes mit vielseitigen

Fragestellungen.




Abstract

The reaction between maleimides and a thiol under formation of a succinimid¢hioether is an
well established method for bioconjugation and surfacefunctionalization. S far, only flexible
linker molecules have beerninvestigated. In this work, succinimid-thioethers will be described
within a peptide backbone under consideration of the native peptide backbone register
(-NH-G,-CQ) for the first time. The conformational influence of the succinimide on the global
structure of these peptides is investigated by NMRpectroscopy. The succinimidghioether-
motif as an isosteric replacement for aspartimideswhich are a common posttranslational
modification (PTM) on proteins,builds a bridge between bioconjugatiorand chemical ligation of
proteins or peptides.

The devdopement of concepts for thesynthesis of solidphasepeptide synthesis-compatible
maleimide building blocks as well as unnaturalb-thioamino acids to build up isosteric
succinimide-thioethers provides the basis for further investigations on peptides. Theysithesis
of macrocyclic hexapeptides, b-hairpins and the Foldon mini protein, containing such
succinimide-thioethers, gave a dailed insight into conformational properties and parameters
that are necessary for the stabilisation of secondary structures.

The constrained macrocyclic hexapeptidesrevealed a stereodynamic behaviour, wich was
attributed to the enolisation of the succinimde ring Further investigations showed that this
epimerisation reaction can be controlled in its velocity or complegly suppressed by clanging or
adding stereocenters at the Nor Gterminus of the succinmide ring. Furthermore there was an
high interest in the conformation of the succinimidethioether within a b-turn. To get insight
into the turn geometry, Foldon b-hairpins have been investigated as model system by NMR
spectroscopy, containing this motif at the i+2 position. The ligation of these hairpins was
accomplished by the thioMICHAEL addition of two seperate peptide strands, resulting in two
separable diastereomers othe b-hairpin. Only one diastereomer has a native foldt was shown
that the succinimide ring together with the thioamino acid occupies a unique d-turn at thei+1
and i+2 position within the intact b-turn of the Foldon b-hairpin. Remarkably, the folding
population of the hairpin was increased by usingL-allo-thiothreonine in comparison to the
native Foldon hairpin. Further investigations d the Foldon mini protein showed that
succinimide-thioethers can besystematicly hydrolised to serve as an pHdepended switch for
the folding of quaternary structures.

The conceptof using succinimide-thioethers as an isosteric replacement for aspartimidesvithin
a peptide backbonehas been described for the first time in this work. It provides an impo#nt

contribution to establisha newresearch area withversatile challenges
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Es gibt wichtigeres im Leben,

alsbestandig dessen Geschwindigkeit zu erhthen
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Einleitung

1. Einleitung

1.1 Ligation

Der Begriff Ligationkommt ursprunglich aus der Biochemie undsteht dort fiir die Verknipfung

(lat.: ligatio) zweier Nukleinsauremolekile durch ein Enzymaus der Enzymklasse detigasen.

DNA-Ligasen verknupfen dabei eine frele 5'-PhosphatGruppe eines DNADoppelstrangs mit
einer freien 3'-OHGruppe eines anderen odedes gleichen DNAStranges Die Energie fir diesen
Prozess liefert die Hydrolyse von ATR! Anfangder 1990er Jahre wurde der Begriff der Ligation
von KENTet al. auf die chemische Totalsynthese von Peptiden und Proteinen erweite?el

Die chemischeTotalsynthese von Polypeptiden und insbesondere vomProteinen wird dabei
Ublicherweise durch das Zisammenfligen ungeschiitzter oder teilgeschitztePeptidfragmente
durch Ausbildung einer nativen Amidbindung realisiert.Die Reaktion, in der die Amidbindung
ausgebildet wird, mussden Anspruch einer hohenChemo- oder Regioselektivitat aufweisenund
vorzugsweise im wassrigen Milieu bei einem p-Wert von 7 durchflihrbar sein. Dadie meisten
Peptide mit zunehmender GréRe oft eine schlechte Ldslichkeit aufweisen, miissen die
amidbildenden Reaktionen auch bei millimolaren Konzentrationen eine hohe Effizienz
aufweisen. Fast alle heute bekannten und in der Synthese etablierten Ligationsmethoden
verlaufen Uber eine chemoselektive Abfangreaktion wodurch de@ und N-Term der jeweiligen
Peptidfragmente in einen geringen Abstand voneinander gebracht werden und dann in ein
spontanen, intramolekularen Umlagerungsreaktion die native Amidbindung zwischen den
Fragmenten ausgebildet wird4 Die heutzutage dominierende Methode imler Totalsynthese von

Proteinen ist die Native Chemische Ligationefgl.:Native Chemical LigationNCL).

1.1.1 Native Chemische Ligation

Die NCL wurde 1992 das erste Mal vonKeENTetal. beschriebeni2 Das zu Grunde liegende
Konzept hierfur wurde jedoch schon in den 1950er Jahren durchBRENNERetal. und
WIELANDet al. entwickelt.561 Die NCL beruht auf der Reaktion einesGterminalen
Peptid-Thioesters1 mit einem N-terminalen CysteinPeptid 2. Im ersten Reaktionsschritt, der
Abfangreaktion, wird ein Thioester-verknipftes Intermediat 3 durch eine
Thiol-Thioester-Umesterung ausgebildetDurch einen spontanenSN-Acyl-shift, der tber einen
funfgliedrigen Ubergangszustand verlauft, wird dann die native Amidbindung4 zwischen den

Fragmenten ausgebilet (s.Schemal).[”]




Native Chemische Ligation

pH7
NH, -R-SH

Peptid

O
0 SH O )J\
_.mml )J\ /R Abfanareaktion Bootd s o
| S RIS T H/U\

NH,
1 2 3

H
2) Protonentransfer 2

0
: ®
Peptid 1) SN-Acyl-shift N [ Peptid
”/Eﬂ/ o,

O
4

Schema 1 Mechanismus der Native Chemical Ligation R=Alkyl, Ar. Durch eine ThiolThioester-Umesterung
zwischen 1 und 2 wird das Thioester-verknipftes Intermediat 3 ausgebildet welches dirch einen spontanen
SN-Acyl-shift, der tiber einen fiinfgliedrigen Ubergangszustandl verlauft die native Amidbindung 4 zwischen den

Fragmenten ausgebildef’]

Die Effizienz des ThiolThioester-Austausctes wahrend der Abfangreaktion in der NCL héangt
stark von den Eigenschaften des Thioesters ab, der mit dem Cystdihiol reagiert. Arbeiten von
JENCKset al. zeigen, dass es flr leicht basische Thiole, wie dem angreifendem Cys{€hmiol
(pKs 8.3), einen lineaen Zusammenhang zwischen der Thierl hioester-Austauschrate und dem
pKs-Wert des freigesetzten Thiols gib#! Der Thiol-Thioester-Austausch [auft signifikant
schneller ab wenn Thioester eingesetzt werden, die aus leicht aziden Thiolen wie Arylthiolen
dargestellt wurden. Dennoch werden in der Synthese haufig die etwas schlechteren
Alkylthioester als Startbaustein fir die Proteinsynthese eingesetzt, da sie aufgrund ihrer
hoheren Stabilitat deutlich leichter zu handhaben sind. Um die geringe Reaktivitat der
Alkylthioester zu umgehen wird wahrend der NCL ein Uberschuss an leicht aziden Thiolen wie
Thiophenol (pKs 6.6) oder 4(Carboxymethyl)-Thiophenol (pKs 6.6) eingesetzt, umin situ durch
eine Thiol-Thioester-Umesterung den Arylthioester zu bilderi?.10 Nachdem dieser gebildet ist,
reagiert er sofort mit dem CysteinPeptid ab, wodurch sich der Arylthioester nie in der
Reaktionsldsung anreichert. Die Reaktionsrate des Cysteleptides in der NCL ist somit durch
die Thiol-Thioester-Austauschrate zwischen Alkylthioester und dem ArylthiolKatalysator
limi tiert.

Ein weiterer limitierender Faktor ist der sterische Anspruch der ThioesterEinheit. Sterisch
anspruchsvolle Seitenketten, vor allem vory-verzweigten Aminosauren wie Isoleucin, Valin

oder Threonin behindern die Annéherung der Thioestereinheit bei dem Angriff an Arifhiol.[11]




Einleitung

Auch beé der Ligation zwischen einem Gterminalen Prolin-Thioester5 und einem
CysteinPeptid 2 konnte ein drastischer Enbruch der Reaktionsgeschwindigkeit beobachtet

werden (s. Schema2). Obwohl Prolin keiner -verzweigten Aminosaure ist, wurde 2011 in einer
systematischen Studie vorKENT et al. eine um den Faktor 200 langsamere Reaktion im Vergleich

zu einem AlaninThioester festgestellt Prolin ist mit einer Geschwindigkeitskonstante von

k =0.00038 mol-L-1-s1, die am langsamsten reagierendaatirliche Aminosdure in der NCL12

Grund fur diese herabgesetzte Elektrophilie des ProliThib)AOOA OO EOO AEA
Orbitalwechselwirkung und sterische Hinderung des AmieCarbonyls des Prolings. Schema2).

In einer trans-Konfiguration der Amidbindung wird das Sauerstoffatom des Carmyls der
Amindbindung durch das Puckering des Prolins in einen geringen Abstand zum
CarbonykKohlenstoffatom des Thioesters gebracht, wodruch die © A 6 / OAEOAIT x AAEOAI
die Elektronendichte des ThioesterCatbonylkohlenstoffs erhéht und somit die Elektrophilie

senkt.[13z15]

N““ SH O k = 0.00038 mol+L"*s™" SH
I . S)‘\ — — N S\( Pepid
a
97 sr NH, o) N
o0 H O

5 2 6

Schema?2: Native Chemische Ligation eines ProliThioesters5 mit einem CysteinPeptid 2 fir zu einem drastischen

Einbruch der Geschwindkeitskonstante. Sie liegt um den Faktor 200 niedriger im Vergleich zu AlafTihioestern.

Grund hierfiir sind dieT © A ¢/ OA g@ifking Anll Bterische Hinderung des AmidCarbonykSauerstoffatoms

des Prolins die zu einerErniedrigung der Elektrophilie des ThioesterCarbonylkohlenstoffs fiihren(13.15,16]

Arbeiten von DoNGet al. konnten durch die Verwendung von 4Mercapto-L-prolin-Thioestern 7
die Geschwindgkeitskonstante um den Faktor70 auf k =0.027 mol-L1-s? steigern. Grund fur die
gesteigerte Reaktivitdt gegenlber dem normalen Prolin ist eine intramolekulare

Thiol-Thioester-Umesterunghin zu einem Thiolakton8 (s. Schema3).

SH intramolekulare s
Thiol-Thioester- /__(
Umesterung 0
N - "
D
o}
o) SR
(0]
7 8

Schema3: Intramolekulare Thiol-Thioester-Umesterung des 4Mercaptoprolin-Thioester-Peptides7 unter

Ausbildung des Thiolaktons8. Durch die bizyklische Strukur des Thiolaktons3 wird eine negative Beeinflussungder

Elektrophilie des ThioesterCarbonylkohlenstoffsA OOAE AET A 1 OselwirkungdvartiédenlR1 A A E




Native Chensche Ligation

Durch die bizyklische Strukur des Thiolaktons8 wird eine negative Beeinflussung der

Elektrophilie des ThioesterCarbonylkohlenstoffs durch eine T ©a e / OAEOAI x AAEOAI

vermieden. Weiterhin wird durch die hohe Ringspannung ein uokleophiler Angriff des
CysteinThiols 2 beglnstigt Nach der Ligation, die nach dem im Scherla gezeigtem
Mechnismus ablauft,bleibt das Mercapbprolin-Cystein-Motiv 9 an der Liagtionsstelle erhalten
(s. Schema 4)131

k = 0.027 mol*L "*s™

[_(S SH O
N_<j§o . K(“\ Peptid S\( Peptid
NH,
O
8 2

Schemad: Durch die hohe Ringspannung des intermediar gebildeten Thiolaktor&wird ein nukleophiler Angriff des

CysteinThiols 2 begiinstigt. Nachdem nukleophilen Angriff verlauft die Ligation nach dem im Schemd gezeigtem

Mechnismusunter Ausbildung desMercaptoprolin -Cystein-Motivs 9.[13]

Um die Bildung von Disulfiden wéhrend der NCL zu verhindern wird meist
tris(2 -Carboxyethyl)}Phosphin (TCEP) zugegeben, welches ein starkes Reduktionsmittel fr
Disulfidbindungen ist. Es findet Anwendung in der metallfreien DesulfurierungsStrategie (MFD)
um das zwangslaufig an derLigationstelle vorhandene Cystein in einer postanslationalen
Modifikation in Alanin umzuwandeln (s. Schemab) [17] Weiterhin wurden in den letzten Jahren
von PAYNE etal. viele Synthesen fiir #-Thioaminosauren vorgestellt die die Varianz der
Aminosauren an der Ligationstelle erhtheri#8z20l Auch DoNGet al. verwendete diese Strategie

um das Peptid9 an der Ligationsstelle in das nativ erkommende Prolin-Alanin-Motiv 11 zu

uberfiihren.
>/ \4 COOH
. HOOC H COOH
A . 7
9 I n
° /N ©

v 1"
Schemab: Reaktionsmechanismus demetallfreien Desulfurierung (MFD) mit TCER Das hiolhaltige Peptid9 (vgl.

Schemad) ist hier schematisch dargestellf21]




Einleitung

Der wasserl6sliche Radikalstarter VeD44 (10) fuhrt unter thermischer Zersetzung bei einer

Temperatur oberhalb von 40°C zum Thiylradikal Il. Dieses reagiert mit TCEPUber das
Intermediat 11l unter Abspaltung des TCEFRSulfids weiter zum Alkylradikal IV. Durch die Zugabe
von tert-Buthylmercaptan wird das Alkylradikal protoniert und somit das desulfurierte

Peptid 11 gebildet/zu

Ein weiteres Problem bei der NCL tritt bei der Ligation zwischen Asparaginsaure und Cystein
auf. Analog zur Aspartimidbildung bei der FestphaseReptidsynthese kann es bei delNCL
zwischen Cystein und Asparaginsaure durch den Angriff des Seitenkettencarboxylats zu einer
intramolekularen Zyklisierung des Asparaginthioestersl2 kommen, wodurch ein Angriff des
CysteinPeptides in |- oder r-Position des zyklischen Intermediatesdd3 mdglich wird
(s.Schemab). Der Angriff in r-Position fihrt zu dem unerwiinschten r-Peptid15 als
Nebenprodukt22l Asparagin, Glutamin und Glutamins&ure kdnnen hingegen bei einertfWert
von 7.2 ohne Auftreten einer Nebenreaktion in der NCL eingesetzt werden. Sirder pH-Wert

auf 6 treten auch hierr - oder r-Peptide als Nebenprodukt aui2

o)
N ( ) R ¥ 7
- (@/4 Zyklisierung N g
o)
© B
o) o)
12 13
Cys1 Peptid
Cys1 Peptid
SH

Pe ptid

(0]
H\)J\ Peptid H
ept
WL Y i Jk@
- o o

Peptid
O =
T
o—Peptid B—Peptid
14 15

Schema6: Nebenreaktion bei der NCL voiGterminalen AsparaginsaureThioestern mit Cystein-Peptiden|22]

Dadurch, dass die NCL ein so wertvolles Werkzeug in der Totalsynthese von Proteinen ist, wurde
das Design von chemischen Systemen, die einen einfacheren Zugang Gterminalen
Peptid-Thioestern ermdéglichen, weiter vorangetrieben. Ein grofRes Potential hierfir haben

N,S oder OSAcyl-shift-Systeme. Diese Systeme nutzen die Fahigkeit von Amideh oder




Native Chemische Ligation

Estern17, die eine Thiolgruppe in 1,5Anordnung relativ zur Carbonylgruppe tragen, &h in

einem intramolekularen N,S oder O.S-Acyl-shift-Mechanismus umzulagern (sSchemar).[23z29]

SH SH
iL,L L
o R Ao
R1
Amid O-Ester
16 17
N, S-Acyl-shift O, S-Acyl-shift
(0] 0}
PN Mo
s R s
R? R3
18 kurzlebige Thioester

Thiol- Austausch
4.SH Cys- Peptld

_R* Peptid
.m S |_Peptid

20 4

Schema 7: Prinzip der N,S und OSAcyl-shift-Systeme Durch einen intramolekularen 1,5shift werden die
intermediaren, kurzlebigen Thioester18 und 19 ausgebildet, die dann mit einem weiteren Thiol in einen isolierbaren

Thioester umgewandelt oder direkt in der Ligation mit einem CysteisPeptid eingesetzt werden kdnner¥!

Die kurzlebigen Thioesterl8 und 19 die hierbei ausgebildet werden, kénnen durch Austausch
mit einem externen Thiol einen $abilen Thioester ausbilden, der durch Aufreinigung isoliert

oder direkt in einer NCL eingesetzt werderkann.

Fur den Aufbau groRer Proteine ist es oft notwendig drei oder mehr Fragmente miteinander zu
verknipfen. Dies erfordert eine neue Schutzgruppensitegie fir die CysteinrSeitenketten und
einen Aufreinigungsschrittnach jeder Ligation Der generelle Ablauf einer sequentiellen Ligation
ist in Schemad dargestellt. Die Aufreinigung nach jeder Ligation ist bei den meisten Methoden
notwendig, da die Reaktionsbedingungen fiir die Abspaltung der Cyste8chutzgruppen nicht
mit den Reaktionsbedingungen der Ligation kompatibel sind. Dieswirde ansonsten

unweigerlich zu einem Ausbeuteverlustihren.
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C- zu N-Aufbau

PGS HS—
H,N-Cys{Peptid Bl-cO-SR' H,N-CysJ Peptid C1-COOH
21 22
| |
l Ligation 1
PG-Cysf_B_@ys C
23
l Entschitzen
Peptid A]-CO-SR? cys]_B_@s c_-COOH
25 24
| |
l Ligation 2

HN-_ A Cls_B_@s C |-COOH
26

Schema8: Genereller Ablauf einer sequentiellen Ligation von drei Peptidfragmenten; PESchutzgruppel!

KENTetal. konnten 2004 jedoch zeigendass eine Ligation von drei Fragmenten auch in einer
one-pot-Synthesedurchfiihrbar ist.[421 Hierzu wurde der erste Ligationsschritt zwischen den
Fragmenten B um C bei g1 7 durchgefiihrt. Zum Etschitzen des ThzgeschitzterBGPeptides
27 (s. Abbildungl) wurde der pH-Wert der Losung auf H 4 eingestellt, um den 1,3Thiazolidin-

4-(R)-carboxo-Rest in ein freies CysteirBGPeptid zu Uberflhren.

_____________

_____________

Abbildung 1: Thz-geschiitzesCystein-Peptid[29]

Das dritte ThioesterfragmentA wurde ohne vorherige Aufreinigungzu der Lésung gegeben und
wieder pH7 eingestellt, um mit der zweiten Ligation fortzufahren2® Diese Methode wurde
spater auf eine Vielzahl vonProtein-Totalsynthesen angewandt! Vier Jahre spater konnten
KENTet al. zeigen, dass diese Methode auch auf eine sequentielle Ligation mit vier Fragmenten

ausgeweitet werden kannund somit eine Totalsynthese vorRNaseA ermdglichte. [30]




MichaelAdditionreaktion und die Anwendung von Maleimiden in der Peptidchemie

1.2 MicHAEL-Addition reaktion und die Anwendung von
Maleimiden in der Peptidchemie

Maleimide 29 sind MiCHEALAkzeptoren, die bé der Reaktion mit einem Thiol 28 einen
Succinimid-Thioether 30 bilden (s.Schemad). Durch die hohe Regioselektivitat dieser
MICHAEL-Addition der Maleimid-Doppelbindung mit Thiolen eribt sich in der Peptidchemie ein

weitreichendes Anwendungsspektrum zum schnellen und &zienten Aufbau von Biokonjugaten.

O (0]
R/\SH + N—R' N—R'
R7 S
0o
28 29 30

Schema9: Allgemeines Reaktionsschena der thio-MicHAELAddition von Maleimiden29 mit Alky-Thiolen 28 zum

Aufbau vonBiokonjugaten durch Succinimid Thioether 30.

1.2.1 MICHAEL-Addition sreaktion

Die MicHAEI-Reaktion ist im Allgemeinen durch dieReaktion eines Enolats als Nukleophiin
Gegenwart eines Katalysators mit einem a , -éngesattigten Carbonyl charakterisiert. Diese
Reaktion hat eine lange und erfolgreiche Geschichte in der Anwendung in der organischen
Synthesechemie als hoch selektive und effiziente Methode, die unter umwedtfindlichen
Reaktionsbedingungen durchgefiihrt werden kanf®ll Die MICHAEL-Additionsreaktion wird als
Spezialfdl der konjugierten 1,4-Addition beschrieben, bei der ein nukleophiler Angriff am
b- Kohlenstoffatom eines a ,-i#ngesatigten Carlonyls zu einer negativ geladenen
Enolat-Zwischenstufe flihrt, welche im Anschluss durch Btonierung des Katalysastos zum
MICHAEL-Addukt reagiert. Diese hermodynamisch beginstigte und einfack Methode zum
Aufbau von GG und GX-Bindungen (X=0, N, S, Hal) innerhalb deBlicHAEI-Addukts ist seit
seiner Enddeckung durchARTHURMICHAELImM Jahre 18872331 ein wichtiges Werkzeug in der
organischen Synthese kleiner Molekil&4 Unter dem Namen derMICHAELAddition werden in
der Literatur die carbo-MICHAEL:, oxaMICHAEL, azaMICHAEL und thio-MICHAEL-Addition
zusammengefasstl etztere wurde 1964 das erste Mal voi\LLENet al 135 besdrieben undist seit
dem ein unverzichbares Werkzeug in der organischen Synthese. lresondere gilt der Reaktion

ein wachsendes mteresse in der medizinischen, Polymer- und Materialchemie.
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Die hohe Elektronendichte des Schwefelatoms macht es mdoglich, dafhiole unter sehr

einfachen und milden katalysierten Reaktionsbedingungen mit einem breiten Spektrum an
Substraten reagieren.

In den vergangemrn Jahrzemmten wurde durch die Entwicklung von neuen Katalysatorsystemen
viel zum Verstandnis des Reaktionsme@nismus der thio-MICHAEL Addition beigetragen. Im
Wesentlichen wird hierbei zwischen einem Basen und einem Nukleophilkatalysierten

Mechanismus unterschieden.

Der basenkatalysierte Mechanismus der thieMICHAELAddition wird in den meisten Falen durch
eine einfache Aminbasevie Triethylamin katalysiert. Hierbei deprotoniert die Base das ThioB1
unter Ausbildung des Thiolats32 und der entsprechenden konjugierten Saure. Das Thiolat ist im
normalfall ein starkes Nukleophil, welches dann die Addition an eh elektronendefizienten
b-Kohlenstoff desMICHAEI-Akzeptors 33 (aktivierte C=CGDoppelbindung) einleitet und zu einer
CarbanionZwischenstufe34 bzw. Enolatfuhrt. Das Carbanior84 selber ist eine starke Base umh
abstrahiert ein Proton der zuwor gebildeten konjugierten Sdure oder eines weitern Thiols31
unter Bildung des Thioethers35 als Produkt (s. SchemalO0). Die Regioselektivitat ist hierbei zu

gunsten des antiMARKOVNIKOWroduktes.

R-SH
1
3 B
@
B-H 5
R-S
EWG
Rs” 32 s EWG
35 o
33
R-SH
31 EWG
RS
©
34

Schemal0. Reaktionsmechanismusder basenkatalysietenthio-MicHAELAdditions Reaktion. Durch die Zugabe einer
Base wird im ersten Katalysezyklus das Thiol&82 gebildet. Dieses greift dann analog einer 1;Addition an der
b Position desMicHAEI-Akzeptors 33 unter Aushildung desCarbanions34 an. Dieses stellt eine starke Base dar und

wird von einem weitern Thiol 31 protoniert, wodurch der Thioether 35 als Produkt gebildet wird 34
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Der geschwindigkeitsbestimmende Schritt der thieMICHAELAddition ist der nukleophile Angriff
des Thiolats am bA-Kohlenstoff der Akzeptorsubstituierten Doppelbindung. Die

Reaktionsgeschwindiglkit R« kann dadurch wie in Gleichungl ausgedrtckt werden.
Rk = K[R-S][vinyl] (1)

Die Konzentration des Thiolats [RS] kann aus dem Gleichgeicht zwischen Base und Thiol
abgeleitet werden (s. Gleichun@). Durch Zusammenfassen ergibt sich danrGleichung3 zur

korrekten Beschreibung der Reaktionsgeschwindigkei4

v (2)

Y O —— Y YOUL Q¢ b (3)

Die Reaktionsgeschwindigkeit hdngsomit im Wesentlichen von derBasizitat des Katalysators
sowie der Aciditat des Thiols und der Eektrophilie der C=CDoppelbindung ab.Beachtet man
nun, das die Spanne ek Ks-Wertes flr Thiole zwischen 4.13 fur 2,4,6Trinitrothiophenol (36)

und 11.2 fir 2-Methyl-2-butanthiol (42) liegt (s. Abbildung?2), sollte der Katalysator fir eine
thio-MICHAELAddition mit Bedacht gewahlt werden3e!

SH

NO,
OH
O,N SH HoN
o 3 \><SH
0
% O QSH )oj\/ )J\/\ .
SH R, SH
RO RO SH AvA
_ %8 a1
I

37

pKs 4 7 8 9 10 "

Abbildung 2: Spanne des gs-Wertes fur Thiole.34

Wird eine starken Base als Katalysator fur die thicMICHAELAddition verwendet, d.h. wenn der
pKs-Wert der konjugierten Saure dedasischen Katalysators um ein iélfaches hoher istals der
pKs-Wertes des Thiols,ist die Konzentration des Thiolates ungefahr gleictder Konzentration
des basischen Katalysatorsin diesem Fall ist die Reaktionsgeschwindigkeit am héchsten und
kann als Redétion pseudo-erster-Ordnung im Bezug auf die Vinyl-Konzentration aufgefasst
werden. Beim Einsatz einer schwachen Basést die Thiolatkonzentration abhangig vom

Gleichgewicht zwischen Thiol und Katalysator. Arbeiten von GCHANetal. konnten

10



Einleitung

zeigen, dass die Reaktionsgeschwindigkeit zwischen Hexanthiol und Hexylacrlyat stark durch
den pKs-Wert des Katalysators beeinflusst werdenSo ergabsich beim Einsatz vonTriethylamin

als Katalysator (Ks=10.8) eine Gschwindigkeitskonstante von 2.810-6 mol-L1-s1 bei einer
Katalysatorkonzentration von 0.057mol%. Beim Einsatz von 1,8Diazabicyclo[4.3.0]non5-en
(DBN) als Katalysator (ks = 13.5) und einer Katalysatorkonzentration von 00005 mol% wurde
eine Geschwindigkeitskonstante von 5.5-1®@mol-L-1-s1 ermittelt. 3437 Ungeachtet der
Unterschiede in der Katalysatorkonzentration, die auf Grund experimenteller &@ameter
angepasst werde musste,gibt CHAN an, dass der deutliche Unterdded zwischen den
Geschwindigkeitskonstanten nicht nur alleine von der Basizitat des DBNsondern auch von der
Fahigkeit selber als Nukleophil tGber einen alternativen Reaktionsmechanismus zu reagieren
herrihrt. Sowohl DBN als auch DBU (1;®iazabicyclo[4.3.0Jundee7-en) werden in der
organischen Synthese als basische Katalysatoren eingesetzt und im Wesentlichen als
n 1 ErulEedphile starke Basen® A A O A B&E BsA §iit Sedoch auch &le, in denen
beschrieben wird, dass DBU und DBN auch einen signifianten nukleophilenatdkter besitzen
und zum Beispiel eine azaMICHAEL Re&tion eingehen kdnneni3®l Obwohl DBN einen guten
Katalysator flr die thio-MICHAELAddition darstellt, bleibt zu klaren ob die erhdhte Reaktivitat
nur von der Basizitat oder auchvon ihrem nukleophilen Charakter und somit von einem
alternativen Reaktionsweg abhangt. Hierzu wurden Vergleichsexperimente mit h . h-Tefsh . O
methylnaphtalin-1,8-diamin (DMAN) durchgeftihrt. DMAN ist ein Protonenschwamm undwird

in der organischen Synthese alseine nichtnukleophile, organische Baseeingesetzt. Der
pKs-Wert von DMAN liegt bei 12.3 und ist damit deutlich basischer als vergleichsweise
Triethlyamin, liegt aber genau zwischen DBU (s= 11.6) und DBNS3740 Sollte ausschliellich
der pKs-Wert verantworlich flr die Steigerung der katalytischen Aktivitat sein, sollte DMAN ein
ahnliches Ergebnis liefern wie DBU oder DBNEs konnte jed@h gezeigt werden, dass selbst bei
einer Katalysatorkonzentration von 0.057mol% DMAN nur eine Geschwinigikeitskonstante von
0.02-108 mol-L-1-st erreicht wird. Dieses Experiment zeigt qualitativ, dass der nukleophile
Charakter von DBN und DBU mit verantartlich ist flr die gesteigerte katalytische Aktivitat(s”]
Auf Basis dieser Experimente kann ein weiterer, alternativer Mechanismus flir die

thio-MicHAELAddition diskutiert werden.

Die nukleophil katalysierte thio-MiCHAELAddition ermdglicht es die starke Abh&ngigkeit der
Geschwindigkeitskonstante vom  Es-Werts des Thiols zu reduziereri4 Studien von
GHANetal#1421 und Liuetal3 konnten zeigen, dass dieVerwendung eines starken
Nukleophils (43) in der thio-MICHAELAddition, dieses nicht selbst die Reakbn katalysiert,
sondern mit einer elektronendefizienten Doppelbindung (MICHAEL-Akzeptor,33) unter

Ausbildung eines intermedidren, zwitterionischen Enolatgl4 reagiert. Diese starke Base

11
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R-SH
Z EWe 31
N 3 ,\Cﬁj /\O/EWG %» R
43 44 ® EWG 32
Nu/\/

Schemall: Nukleophil-katalysierte Thiolatbildung der thio-MicHAELAddition. Das Nukleophik43 reagiert mit dem
MicHAEI-Akzeptor 33 unter Aushildung des intermediaren Zwitterions44, welches eine starke Base darstellt und ein
Thiol 31 zum Thiolat32 deprotoniert. Das so generierte Thiolat32 reagiert analog zu dem Mechnismus in
Schemal0 [3441]

wiederum kann das Thiol31 zum Thiolat32 deprotonieren (s.Schemall). Durch diesen
Reaktionsweg héngt die Reaktionsgeschwindigkeit nicht mehr vomKs-Wert, sondern von der
Nukleophilie des Kataylsators und dadurch von der Konzentration des gebildeten Thiolat82
ab. Je hoher die Nukleophile, desto héher die Konzentration des ®lats. Nach der Bildung des
Thiolats verlauft die Reaktion analog zu dem &senkatalysierten Mechanismus (s.SchemalO).

Im Vergleich zum tasenkatalyserten Mechanismus verlauft die mkleophil-katalysierte
thio-MICHAELAddition mit einer hoéheren Umsdzrate und bei geringerer Katalysator
konzentration ab.34 Lietal. konnte bei NMR-Experimenten an Metacrylaten, die unter
thio-MICHAELAdditionsr eaktionsbedingungen eine sehr geringe Aktivitat der
C=CDoppelbindung aufweisen, zeigen, dassrialkylphosphine als Katalysator selbst bei sehr
geringer Katalysatokonzentration eine extrem hohe Raktivitdt aufweisen und zu einem
guantitativen Umsatz fuhren.So wurde beim Einsatz von Dimethylphenylphosphin (DMPP) als
nukleophiler Katalysator ein quantitativer Umsatz der Reaktanden in wenigen Minuten erreicht,
wohingegen beim Einsatz von Triethylamin odern-Pentylamin mehrere Stunden benétigt
wurden, um einen hohen Umsatz zu erZien44 Trotz der signifikanten Unterschiede der
Mechanismen erfiillen beide das Kriterium einer hocth £Z£E UE AT OAT |, gie eE AEOAAE
ermdglicht unter einfachen Reaktionsbedingungen mit einer hohen Regioselektivitat

Biokonjugate aufzubaueri34l

Dasbedeutenste Beispiel fur eine, im industriellen Maf3stab angewandétio-MICHAELAddition
ist die chemische Synthese vobL-Methionin (50). Ausgehend vonMethylmercaptan (46) findet
im ersten Schritt eine thioMICHAELAddition des Thiols an Acrolein(47) statt. Der entstandene
3-Mercaptopropionaldehyd (48) wird dann mit Natriumcyanid zum intermedidren Cyanhydrin
umgesetzt und in einem Kreislaufprozess mitAmmoniak und Kohlenstoffdioxid in das

Hydantoin 49 umgewandelt. Durch \érseifen mit Kaliumcarbonat und anschlieendem

12
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Umsetzten mit Kohlenstoffdioxid wird das racemische bDL-Methionin (50) erhalten
(s. Schemal?2).is]

o 1) NaCN \S S/
| 2) K,COg3, 1) KoCO3
NH3, CO 2) CO
/SH + No S — /l/l —>3 : g»
0 OH
S HN H,oN
| }/NH 5
¢}
46 47 48 49 50

Schemal2: Die im industriellen Maf3stab angewandte, chemische Synthese des racemischmaMethionin (50).
Ausgehend vonMethylmercaptan (46) findet im ersten Schritt eine thioMicHAELAddition des Thiols an Acrolein(47)

statt.[43]

1.2.2 Maleimide

Unabhangig von den zuvor diskutierten Reaktionsmechanismen zum Aktivieren der
thio-MICHAELAddition Uber einen basischenoder nukleophilen Katalysator, spielt ebenso die
Struktur der aktivierten C=CGDoppelbindungen, dem sogenannten MICHAEL-Akzeptor, eine
wichtige Rolle.In der Regel gillt, je elektronendrmer die C=0oppelbindung, desto reaktiver ist
diese in einer MICHAEL-Additionsreaktion3641] Typische MICHAEL-Akzeptoren, die in der
Literatur haufig zu finden sind, sind Acrylate Methacrylate, VinylSulfone und Maleimide Diese
unterscheiden sich deutlich in ihrer Elektrophilie und dementsprechend inihrer Reaktivitat
(s. Abbildung 3).134.46]

Maleimide Vinyl-Sulfone Acrylate Acrylamide Methacrylate
O
o} Il?
1
(ON o.
| NR / ﬁ—R A( R /WN\R R

© o o) 0

L ©° |

: I

hoch Reaktivitit niedrig

Abbildung 3: Reaktivitat der haufig in der Litaratur verwendeten MicHAEL-Akzeptoren. Maleimide besitzen die

hochste Reaktivitat und finden dadurch die haufigste Anwendung”
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Maleimide haben von allerMicHAEI-Akzeptoren die hochste Raktivitat und zeichnen sich in der
thio-MICHAELAddition durch ihre hohe Regioseadktivitat gegentber dem Thiolaus. Diehohe
Reaktivitat der C=CDoppelbindung lasst sich im Wesentlichen auflie in cis-Konfiguration
stehenden Carbonylgruppenin Verbindung mit einer Bindungswinkeldistorsion und der damit
einhergehenden Ringspannungzuriickfihren.36] Maleimide sind die Imide der Maleinséure,
deren Synthese Uber einen ringéffnenden nukleophilen Angriff der entsprechend substituierten
Amine an Muleinsdureanhydrid und einer anschlieRden [Bhydratisierung verlauft.[47.481 Die
Biokonjugationsreaktion zwischen einem Maleimid und einem Cystein-Thiol innerhalb eines
Proteins wurde das erste Mall953 von BaILEYet al. im Rahmen einer Methodenentwicklungzur
Extraktion, Aufreinigung und anschlie3ender Strukturaufkl&arungvon Aktin, beschrieben Durch
eine Titration mit N-Methylmaleimid (NEM) in Gegenwartvon Natriumnitroprussid k onnten die
CysteinThiole identifiziert und quantifiziert werden. 9 Kurz danach (1956) beschrieben
WaRDetal. die erste Konjugdion zweier Proteine durch die \erwendung von N,N&o-
Phenylen)dimaleimid/59 In den darauf folgenden 1960er und 1970er Jahren wurden viele
Maleimid-Derivate entwickelt, um die CysteinThioleinheiten innerhalb von Proteinen zu
identifizieren. Hierzu wurde 1960 von Tuppyetal. erstmals N-(4-Dimethylamino-
3,5-dinitrophenyl)maleimid (DDPM) als Farbreagenz eingesetztlll Die gelbe Farbung
ermdglicht es schon rein optischcysteinhaltige Peptide zu identifizieren und zu isolierenDurch
die Markierung mit DDPM und anschlieBendem enzymatischen Verdau durch Pepsjelang es
TuPPY das tierische, globuldare Albumin Protein (BSA) zu sequenzieren?l Ein weiterer
Fortschritt war die Entwicklung von fluoreszenzmarkierten Maleimiden, die es ermdéglichte
Proteine mit einfachen Methoden unter dem Mikroskop sichbar zu machen und somit

biologische Prozesse verfolgn zu konnen. 1976 wurde von Wuetal. erstmalig

N-(1-Pyren)maleimid als
Fluoreszenzmarker fur
Proteine beschriebens2

N-(1-Pyren)maleimid selbst ist
im wassrigen Medium nicht
fluoreszent. Erst durch die
Reaktion mit einem Thiolunter
Ausbildung des Succinimid

Thioethers setzt die

Fluoreszenz ein. Die

Abbildung 4: Ausschnitt aus derKristallstruktur der Klasse A Lactamase Konjugationsreaktion  verlauft

PenP (gelb = -sheet rot = a-Helix, grin=loop) mit einem Fluorescein relativ schnell und kann durch
Succinimd-Fluoreszenzmarker(grau). PDB-Code 3M2J.
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den Anstieg der Intensitat derFluoreszenz verfolgt werdens2l Fluoreszenzmarkierungen sind
in der makromolekularen Chemie ein nitzliches Werkzeug zur Strukturaufklarung und tragen
im Wesentlichen zum Verstandnisder Dynamik von Makromolekulen bei. Floreszenzmarker
(s.Abbildung 4) ermdglichen es auRerdem durch eine Fluoreszenzpolarisatiorsmessury
Ruckschlisse auf die Grofe, Form und Flexibilitat eines Proteins zu zieli®’3l Durch ein
seitenspezifisches labeling mit polaritatsensitiven Fluoreszenzmarken lassen sich sonti
Aussagen Uber dieUmgebung des aktiven Zentrums von Proteinetreffen. 525455 Nach dem
heutigen Stand der Technik, biete jedoclldie NMRSpektroskopie eine genaueg, atomaufgeltste
Alternative, gerade im Rezug auf die Strukturaufklarung und Dynamik von Proteinen(56z58]
Dennoch bleibt die Konjugationsreaktion von Maleimiden mit einem CystedThiol eines der
wichtigsten Werkzeuge der Biochemie zur Modifilition von Proteinen. Durch die Konjugation
kébnnen weiter funktionelle Gruppen eingefihrt werden, die @&e mehrstufige
Funktionalisierung von Peptiden oder auchProteinen erméglicht. So konnten 2014DEKKERet al.
durch Konjugation des Enzyns 4-OxalocrotonatTautomerase (4-OT R60 C) mit einem
Alken-Maleimide eine anschlielence HeECkReaktion an dem funktionalisierten Enzym unter

physiologischen Bedingungen ohne Verlust der Tertiarstrukturgdurchfiihren (s. Schemal3) .59l

OMe

O,

RT, pH 7, Puffer

Schemal3: HeckReaktion unter physiologischen Bedingungenan einem SuccinimidAlken-modifizierten Enzym
(4-OT,gelb = b-sheetrot = a-Helix, griin=loop, PDB-Code: 10TFJ59l

Auch in der medginischen Chemie weden immer mehr Antikorpekonjugate (engl.:
Antibody-drug-cunjugate; ADCkingesetzt. Dakei handelt es sich um rekombinate monoklonale
Antik6rper (engl.: monoclonal antibodies; mAb), die kovalent Uber einen synthetischen Linker
an einen zytotoxischen Wirkstoff gebunden siné9 Das erste Antikdrperkonjugat das als
Arzneimittel mit einem Succinimid-Thioether als Linker zugelassen wurde, war das 2013 unter
dem Handelsnamen Adcetri$® in Europa erschienen Monemetyl-Auristatin E  (MMAE)
anti-CD30Antikdrperkonjugat, das zur Behandlung des HoDGKINLymphoms und dem
systemischen anaplastischen grof3zelligehlymphom eingestzt wird (s.Abbildung 5).611 Solche
Antikdrperkonjugate besitzen den grof3en Vorteil, dass sie die hohentitumorwirkung von stark

zytotoxisch wirkenden kleinen Molekile wie Auristatin oder Maytanysinoid, mit einem
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Molekulargewicht von 300-1000 Da und einem subnanomolaren l§-Wert, mit der hohen
Selektivitat, Sabilitdt sowie dem vorteilhaften pharmakokinetischen Profil der monoklonalen
Antikorper kombiniert.[60] Seit der Zulassung vonAdcetri® 2013 sind bis heute noch ca. 30

x AEOAOA 11 OEEEODPAOET T EOCAOA AT OxEAEAI O xI1 OAAI
Anwendungen) befinden sich zurzdiin klinischen Testphasern®2]

(@}
—_—)

Brentuximab Vedotin (Adcetris®)

CD30 spezifischer
Antik('jrper Monomethyl-Auristatin E (MMAE)

durch Cathepsin

§(MAJW¢U$?U;NL£W%AQ

Spacer
Succinimid-Thioether zur Anbindung
des Chemotherapeutikums MMAE NH

ik

07 "NH,

Abbildung 5: SchematischeDarstellung desAntikdrperkunjugates Brentuximab-Vedotin (Adcetri®®) zur Behandlung
des HobckinLymphoms. Der Wirkstoff MMAE wird Uber einen Succinimerlhioether kovalent an ein Cystein in der
O1 CAT AThinga@Regiom, des CD3Gpezifischen Antikdrpers gebunden. ZwischerSuccinimd und Wirkstoff
befindet sich ein durch die Protease Catheyin spaltbarer Linker, der die Feisetzung des Wirklstoffs erst innhehalb

der Tumorzelle garantiert. Cathepsin spaltet Amidbindungen selektiv zwischen Valin und Citrullifo.61]

NebenAdcetris® gibt es nur noch zwei weitere, in Europa zugelassene Antikdrperkonjugate, die

einen Succinimid Thioether beinhalten. Trastuzumabemtansine (T-DM1) und ado-Trastuzumab

emtansine. Beide haben den Tumornekrosefaktor TNRSF8 und den epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor HER2 aldarget.sd %ET CAT AOAT 1T AO 0071 Al ATl AAEI
ist, dass normalerweisemehr als nur ein Wirkstoffmolekil pro Antikérper gebunden sein muss,

damit die zytotoxische Wirkung erhalten bleibt (effektives Wirkstoffzu Antikbrper Verhéaltnis;

engl: efficient drug/antibody ratio; DAR).61 Aus diesem Grund wude von GENENTECHdas
THIOMABt-Verfahren entwickelt, welches es ermdglicht durch Punktmutation zielgerichtet

Cysteine in die Antikorper einzuflihren, ohne dasdie Erkennung flr das Antigen eingeschrankt

oder die Faltung des Antikérpers beeintrachtigt wird63e4 Dadurch kann der DARWert

gesteigert werden und eineeffektiveres Medikament erhalten werden.Dennoch bleiben die

!'T OEEEOPAO 1 EO EEOAT AUOOAEIhibde@RegioAdn soaie Arer@ Oh AOO
multidomanen Struktur und molekularen GroRRe ein schwer zu handhabendes System, welches

durch seine divalente Natur ungewollte Rezeptorwechselwirkungen eingehen kann. Diese

. AAEOAET A AAO '13$#60 EAAAT ET AAT 1-B@dih@Aden * AEOAT

Proteine entstehen lassenDiese Proteine besitzen nur die Erkennogssequenz der Antikorper,
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die zur spezifischen Anbindung an ein Antigen notwendigst. Aufgrund ihrer geringeren
Komplexitat und reduzierten GrolRekdnnen diese danneichter in das Tumorgewebe eindringen
und somit fur eine homogenere Verteilung des Wirkstoffes sorgeffl Besonders synthetische
Fragmerte des Ankyrin-Proteins, sogenannte DARPIins (engDesigned Ankyrin Repeat Proteins
zeichnen sich durch ihre nahezu identische Affinitat eines Antikdrpers zu einem Antigenen aus
und sind mit einer Molekilmasse von ca. 1&Da um das Z2hnfache leichter als ein
IgG-Antikdrper. Das natirlich vorkommende AnkyrinRepeatMotiv, aus dem sich die DARPins
ableiten, besteht aus 33\minosauren, die zweia-Helices bilden,welche Uber einen & turn
verbunden sind. DARPIns besitzen mdestens drei dieser RepeaEinheiten, um die Ausbildung
einer Tertidrstruktur zu gewdhrleisten. Sie kdbnnen dann das Verhalten eines Agonisten,
Antagonisten, inversen Agonisten oder eines Enzyminhibitors amehmenl66.671 Des Weiteren
zeichnen sich diese Proteinfragmente durch ihre thermischeind biosphysikalische Stabilitéat
sowie durch ihre Proteaseresistenz au869 PLUCKTHUNetal. konnten 2013 zeigen, dass
synthetische DARPins die ein nicht natdrlich vorkommendes Cystein enthalten Gber ein
Maleimide-Auristatin-Derivat zu einem zytotoxischen Bi@&unjugat aufgebaut werden kdnnen.
Durch eine weitere Modifikation des DARPins dem Einbau von Azidohomoalaninkonnte
zusatzlich noch das globulare Albumin tber eine 1;Biopolare Cycloaddition gebunden werda,
wodurch die Halbwertszeit des Biokonjugates innherhalb de Blutserums deutlich erhdht
wurde. Diese Biokonjugate (s.Abbildung 6), die durch die einfache Handhabung der
thio-MICHAEL-Addition zwischen einem Maleimid und einem Cysteinermdglicht werden,
besitzen eine hohe Wirksamkeitund eine verbesserte pharmakokietische Leistung im

Vergleichzu anderen Antikdrper-Konjugaten|ss]

synthetisches Ankyrin-Repeat-Protein (DARPins)
zur Antigen-Erkennung

\ - g Monomethyl-Auristatin F (MMAF)

Lol & xﬁq?\M@

N~ - Succinimid-Thioether zur
Serum Albumin zur Anbindung des Wirkstoffs MMAF
Helbwertszeitverlangerung

Abbildung 6: DARPinmit finf Wiederhohlungseinheiten (mittig: gelb = &-turn, rot = a-Helix, grin=loop, PDB-Code:
4JBY mit Succinimid-Thioether verbundenem MonomethytAuristatin F. Zur Erhéhung der Halbwertszeit des
Wirkstoff -Konjugates innerhalb des Blutserums wurde (ber eine 1;Bipolare Cycloaddition das globulare Albumin
der Maus (MSA)links: tirkis = a-Helix, hellrot =loop; PDBCode:3V09) an das DARPiIfProtein gebundeniss!
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Ein weiteres Anwendungsfeld fir Maleimide in der medizinischen Chemie ist di€onjugation
Oi 1 O1 CAl KIEE dihifethdyORadiolabel zur KrebsdiagnostikAffibodiessind kleine,
aus dem Protein A abgeleitete, nicht immunglaldare Proteine mit 58 Aminosauren, die sich zu
drei a-Helices zusammenlagern. Sie sind synthetisch einfach herzustellen und ged®rzu der
kleinsten Klasse von atigenbindenden Proteinen(’0.711 Durch die Andbindungeines Maleimid
funktionalisierten chelatisierenden Komplexbildners wie DOTA finden sie eine haufige
Anwendung bei der Positronen-Emissions-Tomographie (PET) mit Cw#4 oder Inill als
Radionuklid (s. Abbildung 7) [72z74]
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Abbildung 7: Affibody-Protein (rot = a-Helix, griin=loop, PDB-Code:2KZJ das Uber einen SuccinimidThioether mit
dem chelatisierenden  Komplexbildner = DOTA verbunden ist und fir den Einsatz in der

Positronen-Emissions Tomographie das RadionuklidCup4 tragt.[72.74]

Die Konjugation von Biomolekilen durch die thieMICHAEL-Re&tion mit einem Maleimid
umfasstmittlerweile ein weites Feld von AnwendungenSo konnten neben den zwr genannten
medizinischen und analytischen Anwendungen Maleimide auch zum Aufbau von
selbstassemblierenden Fibrillen-Systeman(’sl, Antikérper-Polymer-Konjugaten(sl und zur
Proteinimmobilisierung77z791  genutzt werden. Weiterin sind Maleimide in den
Materialwissenschaften zur Funktionalisierung von Oberflachen wie Nanopartikeln ein
unverzichtbares Werkzeug geworderi34.80z83]

Jenseits der grofRen Biokonjugate mit Proteinen findet die thidMICHABR-Addition mit
Maleimiden jedoch kaum Beachtung. Zur Anwendung von Maiden in der Synthese von
Peptiden existieren bis dato nur eine Handvoll Puplikationen. Hevorzuheben sind dabei die
Arbeiten von GRANDASet al. zur selektiven Adressierung vonMaleimiden durch eine geeignete
Schutzgruppenstrategie, sowie den Aufbau von zyklischen Peptiden durch eine intramolekulare
thio-MICHAEL-Addition.

Aufgrund der hohen Reaktivtat der Maleimid-Doppelbindung missen diese bei der
Verwendung in der Synthese von naleimidhaltigen Peptiden bzw. MaleimidPeptidbausteinen
vor etwaigen Nukleophilen wie Aminen oder Thiolen geschiitzt werden. GRANDASet al.

verwenden hierfir Furan (52) oder Dimethylfuran (53), das in einerDIELSALDER Reaktion(DA)
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mit der Doppelbindung reagiert und als tempordre Schutzgruppe fungiert. Diese kann
anschlieBerd in einer thermisch aktivierten retro -DIELSALDER Reaktionwieder entfernt werden
(s. Schemal4).i84 Im Falle der Dimethylfuran DIELSALDERAddukte konnte dasexo-Produkt 54
selektiv auf Grund seiner &bilitdt, bzw. der Instabilitat des endoAdduktes, gegenuber der
Behandlung mit konzentriertem Ammoniak erhalten werden. Dasexo-Produkt 55 aus der
Umsetzung mit Furan (52) kann durch kinetische Kontrolle und anschlieBender

diastereoselektiver Auskristallisation dargestellt werden.i84

DIELS-ALDER
O U R retro-DIELS-ALDER
L @ LA L
>100 C
o) R =H (52), Me (53) o
51 R = Me: exo-54 51
R = H: exo-55

Schemal4: Temporare Schitzung der Doppelbindung deson GRANDAsetal. in der Peptidsynthese verwendeten
3-Propionsauremaleimids(51) mit einem Furan-Derivat. Die Doppelbindung reagiert in einemDIELsALDERReaktion
unter thermodynamischer Kontrolle zum exaAddukt (54, 55). Wird das DIELsALDERAdukt Temperaturen oberhalb
von 100°C ausgesetzt, findet die thermisch aktivierte Cycloreversion (retr®IELSALDERReakion) unter Rickbildung

der Maleimid-Doppebindung statt.[84]

Durch de Schutzgruppenstrategie der exoDIELSALDERAddukte fir 3-Propionsaure-
maleimid (51) war es GRANDASt al. mdglich Oligonukleotidean der Festphase aufzubauen, die
nach abschlieRender retreDIELSALDERReaktion ein terminales Maleimid tragen, das
anschliel3erd in einer weiteren Konjugatiuonsreaktion mit Thiolen umgetzt werden konnte.
Weiterhin konnten durch den Einbau eines geschiitztennd eines ungeschtzten Maleimides in
ein Peptid, diese selektiv addressiert und soihzwei nacheinander ablaufendeKonjugationen
durchgefiihrt werden (s. Schemals, links). Die Methodik derduale Konjugation wurde durch
einen dreistufigen Konjugations Entschiitzungs Konjugations-Prozess verwirklicht und
erweitert die Moglichkeiten der Biokonjugation zur Synthese komplexer Molektldatenbanken
und unterschiedlich funktionalisierten Leitstrukturen.8sl Neben der Konugation mit Thiolen
konnten auch Dien-modifizierte Biotin und Dien-Oligonukleotide zur Konjugaion der
Maleimid-Dopplebindung in einer DIELSALDERReaktion erfolgreich eingesetzt werden
(s. Schemals, links).8s] Eine weitere Anwendung der untschidlich geschitzten Maleimide in
Kombination orthogonal geschitzter Cysteine innerhalb eines Peptidesst die intramolekulare

thio-MICHAEI-Reakton zum  Aufbau  bizyklischer Peptide (sSchemal5, rechts).

19



Maleimide

Diese Schutzgruppenstrategie ermdglichte2013 GRANDAet al. die Synthese von isoliert und

verwoben-bizyklischen Peptiden die bis zu dreiundvierziggliedrige Ringe beinhalteterisé!

Peptid,
Thiocholesterin isolierter Bizyklus
-~ S
\ | (\Peptid ‘
Peptid - v

Peptid

o N o 5 \—Sé/
H Biotin, verwobener Bizyklus
Oligonukleotide

Schemal5: links: Durch die Kombination von geschiitzen und ungeschiitzen Maleimiden innerhalb eines Peptides

kdénnen diese nacheinander in Konjugationsreaktionen addressiert werden. Dies ermdglicht den Aufbau komplexer
Molekildatenbanken und unterschiedlich funktionalisierten Leitstrukturen. Neben der Konjugation mit Thiolen
konnte von GranDAsetal. auch der Einsatz von Dienen zur Konjugan in einer DIELsSALDERReaktion erfolgreich
durchgefiihrt werden.85 rechts: Unterschiedlich geschiitzte Maleimide in Kombination orthogonal geschiitzter
Cysteine innerhalb eines Peptidesermoglichen den Aufbau bizyklischer Peptide durch eine intramolekulare
thio-MicHAE-Reaktion. Durch selektive Entschitzung €r einzelnen Schutzgruppen lassen sich verschiedene
Architekuren der bizyklischen Peptide darstellen. GRAnDAsetal. konnten mit dieser Strategie isoliert- und

verwoben-bizyklische Peptide mit bis zudreiundvierzig-gliedrigen Ringen aufbauen/gsl

Um ein Maleimid anjeder beliebigen Position entlang des Peptidriickgrates einfligen zu kénnen,
wurde von GRANDAetal. das Dimethylfurangeschiitzte Propionsauremaleimidexo54 durch
eine Kupplungsreaktion an daseNH einer Lysin-Seitenkette eingefihrt. Dieses LyshDerivat
konnte ohne Enschrankungenin der Peptidfestphasensynthese $PP$ eingesetztwerden. Der
Aufbau des ersten Ringes der bizyklischen Peptide erfolgt bereits beim Abspalten des Peptides
vom polymeren Tragerharz untersauren Bedingungen, bei einer nanomolareiKonzentration
durch die zeitgleiche Abspaltung der saurelabilen Schutzgrupperais der CysteinThiole. Dieses
reagiert dann mit demN-terminalen ungeschiitzen Maleimid. Danach kann dasrthogonal mit
tert-Butlymercaptan, geschuitzte Cystein selektiv mit TEP entschitz werden und durch
Erhitzen des Peptides unter Mikrowelleneinstrahlung bei 9C°C der zweite Zyklus ausgebildet
werden. Die Zyklisierung von Peptiden tber eine intramolekulare thieMICHAEL-Addition wird
durch keine Seitenkettenfunktionalitat der nattrlich vorkommenden Aminosauren
beeintrachtigt und verlauft bis zu einer RimggroRe von 12 Aminoséuren unter sehr guten
Ausbeuteni®s] Die hier aufgefuhrten Beispiele von Anwendungsbereichen fir Maleimidie der
Biokonjugation zeigen, dass sien deisem Gebiekine grofRe Aufmerksamkeit geniel3enDennoch
gibt es kein Interesse an der Stereochemie, die zwangslaufig bei der #HNbCHAEL-Addition
auftritt. So gibt es bis heute keine Verdffentlichung tber den Einfluss des Stereomims an
dem Sucanimid-Ring auf die Konbrmation von Peptiden oder Konjugatensowie Studien zur

Strukturaufklarung solcher Verbindungen mittels NMRSpektroskopie
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1.3 Succinimide in nerhalb von Peptiden und Proteinen

Ein zentraler Prazessder Genexpression, der in denélen aller Lebewesen wattfindet, ist die
Proteinbiosynthese. Durch Transkription der in den Genen der DNA enthaltenen
Grundinformation wird mit Hilfe desEnzyms RNAPolymerasedie mRNAaufgebaut.Der nachste
Schritt, die sogenannteTranslation, findet an den Ribosomen statt, die sich frei im Cytoplasma
oder gebundenam endoplasmatischen Retikulum befindenJedes Ribosom, das an die mRNA
bindet, synthetisiert entsprechend der Sequenz ein Protein aus den in der Zelle verfiigbar2h
proteinogenen Aminosauren.Grol3e und Form der Proteine richtet sich dabei nactier zuvor in
den Genen der DNA ddierten Information. Nach erfolgter Biosynttese kénnen Proteine mige
posttranslationale Modifikationen (PTM) durchlaufen, die ausschlggeberd fur ihre raumliche
Struktur und Funktionalitat sind.87 Dabei wird zwischen @zymatischen und
nichtenzymatischen kovalenten Modifikationen der Aminosauren unterschieden. Insgesamt
wurden bereits Uber 140 verschiedene solcher modifizierten Aminosauren in Proteinen
beschrieben und charakterisierts8!

Neben der homoostatischen Funktion von Proteasen, die debebenszyklus und auch die
Funktion von Proteinen im Intra- oder Extra-Zellularraum eines Organismussteuern, indem sie
das kovalente Peptidriickgrat spalten und dieso erhaltenenneuen Proteinfragmente die meist
eine anderen Funktion besitzen, oder Aminoséurebausteine dem Zellreservoir hinzufigeis?,
dienen auch die posttranslationalen Modifikationen von Proteinen der Regulation von
verschiedenen zellularen Alaufen, durch Veranderung der Proteinaktivitdt oder deren
dynamische Interaktion mit anderen Proteinen8®91 Die haufigsten posttranslationalen
Modifikationen sind Acetylierung, Phosphorylierung, Oxidation Acylierung, Glykosylierung,
Methylierung, Nitrierung, Ubiquitinierung und Desamidierungl®

Eine typische posttranslationale Modifikation von Proteinen, die spontan auftritt und sowohl
der Regulierung vonbiochemischen Prozessen dientals auch fur zllulare und physiologische
Defektd®3l verantwortlich ist, ist die Bildung von Amino-Succinimiden (Asu). Die Ausbildung
dieser Amino-Succinimde kann dabei Uber zwei verscledene Wege ablaufen:Durch
Desamidierung einer Asparagiryl-Seitenkette57 oder durch Kondensation einer
Aspartyl-Seitenkette56. In beiden Rllen greift das AmidNH der in Gtemrinalen Richtung
benachbarten Aminosaure nukleophil an dem Carbomiohlenstoffatom der Seitenkette an.
Unter Abspaltung von Ammoniak respektive Wasser wird das SuccinimbBB ausgebildet
(s.Schemal6).’41  Findet die Reaktion an einem AspartyRest statt, wird das
Succinimid-Intermediat auch als Aspartimid bezeichnetDie Aspartimidbildung spielt auch bei
der organsichen Festphasensynthese von Peptiden (SPPS) eine grof3e Rdeesie zu denam

haufigstendokumentierten Nebenreaktionen in derSPPS gehdri#s!
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Schemal6: Succinimid-Bildung (58) innerhalb von Peptiden oder Proteinen, ausgehend von Asparadi? unter
Desamidierung oder Asparaginsdur®6. Unter sauren oder auch basischen Bedingungen kann es zu einer
Racemisierung durch Enolisierung des Succinimide$59) kommen. Durchanschlielende Hydrolysedes racemischen
Succinimides59 wird sowohl das racemischea-Peptid 60 als auch dasb-Peptid 61 mit einem iso-Aspartyl innerhalb

des Peptideriickgrates erhalterio4.95]

Die Bildungsrate des Succinimides hangt von mehreren Faktoren ab, wie zum Beispiel der
Primar- und Tertiarstruktur des Proteins, sowie despH-Wertes[94.96.971 Um den Zusammenhang
zwischen Primarstruktur, der Abfolge der einzelnen Aminoséren innherhalb eines Proteins,
und der Ausbildung von AmineSuccinimiden (Asu) besser verstehen zu kénnen, wurde von
STEPHENSOMt al. eine Reihe von synthetischen Hexapeptidefval-Tyr-Pro-X-Y-Ala) hinsichtlich
ihrer Reaktionsrate bei einempH-Wert von 7.4 untersucht.Diese Peptide beinhaltetemspartyl,
Asparaginyl und Aspartylmethylester an Position X, gefolgt von Glycyl, Seryl oder AlaiRgsten
an Position Y STEPHENSONt al. konnten anhand dieser Peptide zeigen, da die £quenzabangige
Suwecinimidbildung bei Peptiden mit einer AsparaginylSeitenkette 13-35 mal schneller ablauft
als bei den analogen AspartyPeptiden. Die Bildungsrate der Succinimide bei GlycyPeptiden
war im Vergleich zu den AlanyPeptiden 6.5 bis 17.6 mal so schnell, wabn die
Succinimidbildung beiSerytPeptidenum den Faktor 1.6 bis 4.5 schneller war als bei den Alanyl
Peptiden. Die gesammte Spanne der|Bungsrate der Succinimide von bis zu dem232-fachen
gegeniuber der langsamsten Reaktion, zeigt dasdie Primérstrukt ur von Peptiden eine
mafgebliche Determinante in de Stabilitat ist. (98]

Weiterhin konnten STEPHENSOMet al. anhand der untersuchten Peptidezeigen, dass die Bildung
von Succinimiden die hochste Reaktionsgeschwindigkeit aufweist,wenn in GTerminaler
Richtung zum Succinimidein GlycytRest benachbart ist8l In vorangegenagenen Studien von

BorNsTEINtal. wurde als Grund fir die einzigartige Reaktivitat der AsAGly bzw.
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Asp-Gly-Sequenzdas Fehlen einer Seitenkette ilG-terminaler Richtung zum Succinimid und die
dadurch mangelnde sterische Hinderung beim nukleophilen Angriff deg\mid-Stickstoffs des
Peptidrickgrates an den Carbonylkohlenstoff der Asparaginoder AsparaginsaureSeitenkette
postuliert.®® Nach dieser Definition sollte &£h eine theoretische Reaktivitdteneihenfolge bei
steigenden sterischen Anspruch mit AsibLeu<Asn-Ser<AsnAla<AsnGly ergeben.Jedoch
konnte durch die Experimente vonSTEPHENSONtal. gezeigt weraen, dasslediglich das erste
Kohlenstoffatom (G) der Seitenkette,GTerminal zum Succinimid,den grof3ten Einfluss hat. So
reagierten Peptide mit einer AsnSerSequenz deutlich schneller zu Succinimiageals AsrtAla
beinhaltende Peptide. Weiterhin gab es deutlich kleinere Unterschiede in der
Reaktionsgeschwindigkeit zwischen AssLeu und AsnAla, die sich um den Faktor3.5
unterscheiden, als zwischen denSequenzenAsnAla und AsnGly, die um den Faktorl7.6
auseinander lageri%el Diese Ergebnisse machen deutlich, dass nicht nur die verminderte
sterische Hinderung des Glycins alleine fiir die erhthte Reatkivitabei der Ausbildung von
Succinimiden verantwortlich ist. Ausschlaggebend isdie besondere Fahigkeitvon Glycin die
Flexibilitat des Peptidrickgrates zu steigerril00.101l Durch diese erhdhte Flexibilitdt kénnen
mehrere Konformationen des Peptidriickgrates eingenommen werderglie eine nucleophile
Substitution des AmidStickstoffs an eine Asparagin oder AsparaginsaureSeitenkette
begiinstigen. Bei Peptiden die an dieser Position eine Amisaure mit &-Kohlenstoffatom tragen,
ist der Konformationelle Raum im Vergleich zum Glycin stark eingeschrankt, wodurch die
Reaktionsgeschwindigkeit sinkt8l Die Egebnisse von STEPHENSOMtal. zeigen jedoch auch,
dass innerhalb von Proteinen eine noch grofRereSpannein der Bildungsgeschwindgkeit von
Succinimiden moglich ist, da spezifische Konformationen des Proteins solch eine Reaktion
inhibieren oder auch verstarken kann So konnte KossiAkoFet al. durch ihre Untersuchungen
an Trypsin zigen, dassdie Konformation und auch das Wasserstoffbrickenbindungsnetzwerk
eines Proteins und somit auch die Tertiarstruktur einen grof3eren Einfluss auf die
Succinimidbildung und die daran anschlie3ende Desamidierung habgeals die in Gterminaler
Richtung benachbarten Aminosauren um Asparagin bzw. AsparaginsaureRest Des Weiteren
konnte er aufklaren, dass lediglich die Aminosaure irGterminaler Richtung einen Einfluss auf
die Desamidierung hat. Aminoséauren irN-terminaler Richtung beeinflussen diese Reaktion in
keinem signifikanten Malf3[®8.102 Ein weiteres bemerkenswertes Detail bei KOSSIAKOFE
Untersuchungen ist die Tatsache, dasalle AsparaginSeitenketten des Trypsing die eine
Desamidierung durchlaufen (Asrg, Asns und Asritis) in Gterminaler Richtung ein SeryiRest
beditzen und sich innerhalb einest- turns in der i+2 Position befinden Kossioakoff postulierte,
dass die SerirSeitenkette ene Wasserstoffbriickenbindung zureigenen Amicindung ausbilden
kann und dadurch die Deprotonierung dieser zu beglnstig.[02103] Die Deprotonierung des

Amid-Stickstoffatoms ist essentiell fur die Aushildung eines Succinimidintermediates und der
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anschlielendenDesamidierung da dieNukleophilie deutlich gesteigert wird.[102z104] Ejn weiterer
Beweis fur den starken Einfluss des Wasserstoffbriickenbindungsnetzwerkes auf die Ausbildung
von Succinimiden zeigt sich ebenfalls innerhalb des Trypsins bei A¥nAuch dieses Asparagin
besitzt in Gterminaler Richtung ebenfalls einen Seryl-Restund befindet sich innerhalb eines
b-turns, ist aber im \ergleich zu den oben genamen AsparaginResten (48, 95, 115) stabil und
bildet kein Succinimid aus oder unterliegt einer Racemisierungzw. Desamidierung Der einzige
Unterschied des Asparagins an @ Position 34 ist, dasglie hachfolgende Aminoséaure mit dem
Amid-NH sich innerhalb einer Wasserstoffbriickenbindung (WBB) zu dem Carbohyder
Aminosaure an Position 39 befindet. Die Ausbildung eines Succinim&lan dieser Stelle hatte
einen Bruch der WBBzur Folge und wirde die Konformation in signifikantean Mafe storen(102]
Um ein besseres Verstandnissiber die Konformation von Succinimiden innerhalb eines
Peptidrickgrates zu bekommen, wurden von MAZzARELLAet al. sowie CAPASsaet al. mehrere Di-
und Tripeptide mit einem L-Amino-Succinimid anhand ihrer Kristallstrukturen und mit Hilfe der
NMR- sowie CDSpektroskopie untersucht (Boc-L-Asu-Gly-L-Ala-OMe, ZL-AsuL-PheNH,, BocL-
Leu-L-AsuL-PheNH,) [105z108] Alle untersuchten Peptide zeigten in der Kristallstruktur die
Konformation eines
b) Xufdsio9, bei dem sich
der Succinimid-Ring an der
i+2 Position befindet. Der
Succinimd-Ring selbst liegt
in den Peptiden nicht planar
vor, sondern weist ein

Puckering mit einer

Amplitude von durch-

Abbildung 8: Ubersicht tber die Torsionswinkel von Peptiden. Der schnittlich 0'10Aan’ mit der

Torsionswinkel um die G- G-Bindung wird als Psi §), der um die N&  SUGCH  Gruppe oder dem
Bindung als Phi §) bezeichnet. Die Torsionswinkelz und ¢ sind 0, wenn  Suca oberhalb der

die beiden planaren Amidgruppen in einer Ebene liegen. Entlanginer Ringebene. Diese geringe

Amiosaurenseitenkette werden die Torsionswinkel mit dem Buchstaben Chi . . .
_ N e a s n o A Deformation des Ringes ist
i ?7q AAUDREAET AOs

konsistent mit einer envelope
Konformation was zu einerReduizierungder Wechselwirkungen zwischen den Substituenten an
der SuecCH Gruppe und dem Sua fuhrt, die sonstecliptischzueinander stehen wirden Auf der
anderen Seite verringert das Puckeringjedoch die Bindungsenergie der intramolekulaen
Wasserstoffbriickenbindung (2.8-3.1A)t0sl, da durch die gemge Deformation der Abstand
zwischen dem Amid in N-terminaler Richtung des Succinimdes sowie dem Carbonyl in

Gterminaler Richtung vergrof3ert wird (s.Abb.9). Ist das Peptid nicht in der Lage diese
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intramolekulare WBB auszubilden fihrt dies zu einem deutlich starkeen Puckering, was
anhand des vollstandig geschitzten Peptides Bec-Asu-Gly-OMe von CapAssaetal. gezeigt
werden konnte[t10.111] Auch wenn das Puckering bei allen Peptidesehr gering ausfalli hat es
dennoch einen signifikanten Einfluss auf den Diederwinkel ¢ (s.Abb.8), der bei allen
untersuchten Peptidenim Bereich von-108° bis -133° liegt. Trotz der Spanne von 257liegen
diese Werte immernoch nahe des theoretisch vorhergesagten Weres fir einen 1) Yuth
von -120°.112113] Auch der Diederwinkel wist durch die stark eingeschrankte Konformation des
Succinimid-Ringes auf Werte zwischen170° und 177° besbréankt. Dies liegt ebenfalls in guter
Uberinstimmung mit dem theoretischen Wert fir einen 1) Yuth von 180°[105.108112]
Bemerkenswert hierbei ist, dass sich bei allen untsuchten Peptide einL-Aminosuccinimid an
der i+2-Position befindet und selbst Aminosduren mit grofRen sterisch anspruchsvollen
Seitenketten wie Phenylalanin in der i+3-Position keine negativen Auswirkungen auf die
Konformation haben.In natirlich vorkommenden Peptiden ist diese Konformatn desy) utns
mit einer L-Aminosaure ani+2-Position nicht beglnstig und kommt hauptsachlich in linearen
Peptiden mit einer D-Amiosaure in i+2-Position vor,
gefolgt von Glycinin der i+3-Position. Die Ergebnisse
von CaPAsscet al. konnten zeigen, dass
L-Aminosuccinimide in  der i+2-Position einen
stabilisierenden Effekt auf einen ) Yufh besitzen, da
der SuccinimidRing einen Diederwinkel von¢ =-120°
bendtigt. Weiterhin befindet sich die Aminosaure inG
terminaler Richtung vom Succinimid immer in trans

Abbildung 9: Kristallstruktur des
Konfiguration zum SuccinimidRing, wodurch das Peptid

geschitzten Tripeptides Boe-Asu-Gly-
L-Ala-OMeglt13] in seiner konformativen Flexibilitat stark eingeschréankt
ist. Diese Einschrankung der Flexibilitat ist bei Succinimiden noch starker ausgepragt als bei
Prolyl-Restenund bewirkt dadurch eine Sabilisierung der turn-Struktur 114 Weiterhin sind die
beiden  Bindungslange  zwischen dem  ImieStickstoffatom und den  beiden
CarbonykKohlenstoffen des Succinimidesnit einem Wert von 1.374A langer als eine normale
Amid-Bindung innerhalb eines PeptidesDieser Wert ist konsistert fur alle Aminosuccinimid
Peptide und kann durch eine geringereg-Bindungsordnung der GN-Bindung innherhalb des
Ringes beschrieben werderios]

Zusammenfassend lasst sich auf Grundlagder Experimente von MAzzARELLAetal. und
Capasset al. sagen, dass der Funfring des Succinimides innealb eines Peptidriickgrates den
konformationellen Raum stark einschréankt, wodurch sich der Schluss ziehen lasstas die
Vororientierung der Seitenketten und die Konformation des Peptidriickgrates eine entscheidene

Rolle bei derZyklisierung des Asparagins oder der Asparaginsaure hin zum Succinimid spielen.
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Durch die Bildung des SuccinimieRinges wird die AmidBindung innerhalb des Ringes, die zum
Peptidrickgrat gehdrt, in der trans-Konfiguration fixiert, genauso wie der Torsionswinkel¢ um
die G-CBindung des Succinimides mit einem Wert vonl120°, was eine Stabilisierung der
Sekundarstruktur zur Folge hati05]
Nur wenige Jahre nach Verdoffentlichung der Ergebnisse vdinPAssaetal. zu Succinimden in
Peptiden konnte 1998 von SaTowet al. erstmalig die Kristallstruktur des Proteins Lysozym mit
einem stabilen AmineSuccinimid aufgeklart und die Konformation eines Succinimides
innerhalb eines
Proteins untersucht
werden (s.Abb. 10)119]
Durch den nukleophilen
Angriff ~ des  Amid
Stickstoffs des
Glycingt2  an  dem
Carbonyl-Kohlenstoff
der Seitenkette der

Asparaginsaureéol  des

Proteins wird das
. . o _ Succinimid ebildet.
Abbildung 10: Erste bekannte Kristallstruktur des Hihnereiweis-Lysozyms mit 9
Bemerkenswert hierbei

einem Succinimid an Pagion 101 (Tertidstruktur: griin = b-sheet a-Helix und loop;
b) Yu mit Succinimid: grau = Kohlenstoff, blau= Stickstoff, rot= Sauerstoff) PDB- ISt dass die
Code:1ATS[113] Aminosauren von
Asutol bis Gho4 genau wie €hon in den Peptiden von CapAss@tal. beschrieben, die
Konformation eines 1) Yuths einnehmen|105111,112,115] Ein signifikanter Unterschied zu den
Ergebnissen vonCapAssoist jedoch, dass sich dasucainimid an der i+1 Position des turns
befindet und durch eine Wasserstoffbriickenbindung(2.9 A) zwischen dem Carbonyl des
Succinimdeg0! innerhalb des Peptidrickgrates und dem AmieNH des Glycing®4 stabilisiert
wird. 1151 Dieser Unterschied wird vonSatowauf die Verwendung von unpolaren Lésungsmittel
fur die Kristallisation und der darausresultierenden anderen Umgbung sowie Konformation
fur die von CapAssaund MAzzARELIA untersuchten Peptid zurtickgefuhrt/1151 In der Umgebung
einer komplexen Tertiarstruktur ist die i+1-Position unter physiologischen Bedingungen fir
Succinimide bevorzug. Die Bildung des Succinimides innerhalb des Lysozyms hatabei
weitreichende Veré&nderungen in der dreidimensionalen Struktur, den physikalischen
Eigenschaften und der logischen Funktion zur FolgeSo be#zt es augrund des Wegfalls der
AsparaginsaureSeitenkette eine reduzierte Hydrophilie innerhalb der turn-Region (Asudolz

Glyto4), was eine geringere Loslichkeit zur Folge hatAuch die minimale Natriumchlorid-
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konzentration fir die Kristallisation ist ebenfalls deutlich geringer im Vergleich zum nativen
Lysozym.Da das Succinimid wie schon voAPAssaet al. beschrieben innerhalb desturns die
Konformation einesy) Yufhs einnimmt und durch die Limitierung der Diederwinkel ¢ =-120°
und w=180° stark in der Beweglichkeit eingeschrénkt ist, fuhrt dies zu einer Stérungler
Tertiarstruktur, wodurch im Vergleich zum nativen Lysozym drei WBB nicht ausgebildet
werden kénnen. Dies hat zuiFolge, dass die Bindungsaffinitat fir Liganden an das Protein um
den Faktor 5 sinkt. SATowetal. nehmen an, dassdie SuccinimidBildung zur Regulierung der
Proteinaktivitat dient und nicht nur ein Teilprozess der Proteinalterung ist1151 Diese Annahme
wurde durch die Untersuchungen der Mathanocaldococcusjannaschii sowie Pyrococcus
horikoshii Glutaminasevon BALARAMet al. gestuitzt/itél Es konnte gezeigt werden, dasgurch die
Prasenz eines Succinimides an der Positiorl09 der jannaschii Glutaminase (durch
Desamidierung eines AsparagitRestes) die strukturelle Rigiditat des Proteins erhohtvird. Dies
hat zur Folge, dass das Enzym mit eine Succinimid selbst bei 100C gabil, und selbst bei der
Zugabe von 8v Denaturierungsreagenzien wie Guaidinchlorid kein Effekt auf die Faltung der
Tertiarstruktur feststellbar war. Im Vergleich dazu beginnt das native Enzym mit dem
AsparaginRest an Position 10%ereits bei 85°C sich zu entfalten unadberhalb von 100 °Csetzt
eine irreversible Zersetzung ein Auch Hydrolyseexperimente mit starkeren Nukleophilen wie
Hydroxylamin zeigten, dass der SuccinimidRing ungewohnlich stabil ist. So konnte nach einer
Inkubationszeit von zwei Stunden bei einer Konzentration von 21 Hydroxylamin bei 37 °C keine
Offnung des Imid-Ringes beobachtet werdenBALARAMet al. filhren diese auRergewohnliche
Stabilitat des Succinimides augine evolutionare Selektion dieser Sequenz zuriick, die durch ihre
Ubergeordnete Tertidrstruktur in der Lage ist das Succinimid vor Hydrojse, selbst unter
extremen aber dennoch physiologisch relevanten Bedingungen, zu schitzeBei naherer
Betrachtung der Kristallstruktur der Pyrococcus horikoshiiGlutaminase (sAbb.11) ist zu
erkennen, dass das Succinimid sich innerhalb eindsirns befindet, der Teil énes loopsist, der
ein antiparalleles b-Faltblatt verbindet.116] Dabei wird der SuccinimidRing durch die
Seitenkette derin Gterinaler Richtung benachbarten Glutaminsédure abgeschirmt, wodeh ein
nukleophiler Angriff von Wasser nicht mehr moglich ist. Des Weiteren sind auch die
benachbarten Reste B°, B11, K16, |142 ynd Y61 die sich um das Succinimid herumdfinden und
eine Art Mikroumfeld bilden , innerhalb dessen das Enzym konserviert wirdDie wiederum tragt
zur Hydrolysestahlitat des Succinimides bei Wie schon bei Capassound Satow fuhrt das
Sucdnimid aufgrund des limitierten Diederwinkels ¢ mit einem Wert von-120° auch hier zu
einer eingeschrankten Beweglichkeit desurns und dadurch zu einer veringerten Dynamik des
gesamtenloopslt0s.115.116] Am G- und N-terminalen Ende desb-Faltblattes befinden sich dieReste

Tyriot und Trp!2s die durch p-stacking die Sekundéarstruktur stabilisieren und in WW mit den
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Resten Higt6 und Gluss des katalytischen Zentrums des Enzyms stehenBALARAMetal.
vermuten, dasdurch die Ausbildung desSuccinimides eine prazise Psitionierung der Reste
Tyr1ot und Trp!25 durch eine gerichtete Dynamik dedoops erreicht wird. Da die Aktivitat des
Enzymsvon der Bindung des Ligandkomplexes MjJATPPase abhéngig ist und diese Uberldap
Dynamik gesteuert wird, ist die Bildung des Succinimides von elementarer Bedeutung um die
Aktivitat des Enzyms Mathanocaldococcusannaschii Glutaminase auch beiTermperaturen

oberhalb von 100°C, wie es bei thermophilen Lebensformen der Fall ist, zu gewahrleistéif)

Abbildung 11: Kristallstruktur der Pyrococcus horikoshiGlutaminase(PDB-code: 1WL§. Das Succinimid!!2 (orange,
stickg) befindet sich innerhalb einesturns, der Teil eines loops (grau, sticks ist, der ein antiparalleles b-Faltblatt
verbindet. Am G und N-terminalen Ende desb-Faltbalttes (grau, cartoon) befinden sich die Restégrau, sticks) Tyr101
und Trp12s die durch p-stacking die Sekundarstruktur stabilisieren und in Wechselwirkung mit den Rester{grun,
stickg) His66 und Glutee des katalytischen Zentrums des Enzymstehen Das Succinimid hat Einfluss auf Stabilitéat und
Aktivitat des Enzymsl116]

Diese Erkenntnis vonBALARAM Uiber Succinimide als Schutzmechanismus fir die Aktivitdt von
Enzymen ist ein neuer Schritt im Verstidndnis der Funktiondieser posttranslationalen
Modifikationen und der Enzyme selbst. Dennoch sind bis heute nur sehr wenige
Kristallstrukturen von Enzymen oder Proteinen bekannt, die ein Succinimid beinhalten und
noch weniger Bespiele, bei denen dem Succinimid eine Relevanz in der biologischen Aktivitat
oder dgrukturellen Funktion en zugewiesen wird. In Tabellel sind alle bis dato bekannten

Kristallstrukture n zusammengefasst.

28



Einleitung

Tabelle 1: Zusammenfassung aller Kristallstrukturen von Proteinen mit einenAmino-Succinimid (Asu).

PDB-Code Asu=Xaa Protein/Enzym
1ATS Asu=Gly Lysozym
10EW/10EZ Asu=Gly Endothiapepsin

20WX Asu=Gly Amylomaltase
1WL8 Asu=Glu Glutaminase
20MK Asu=Gly Pyrophosphokinase
1JBE Asu=Gly apo-CheY
3URJ/3URI/3URL Asu=Gly Endothiapepsin
1GVT/1GVU/1GVW/1GVWV Asu=Gly Endothiapepsin
AN6N/AN6O Asu=His Legumain
4D3Z Asu=His Prolegumain
4DX3/4DXK Asu=Cys Mandelat Racemase

Neben der vonBALARAMet al. beschriebenen Funktion des Succinimides als Schutzmechanismus
um die Aktivitat des Enzyms zu gewahrleisten, konnten Studien VOBRANDSTETTERetal. am
humanen Legumain zeigen, dass die Bildung von Succinimiden als Energiespeichenutzt
werden kann und & dem Enzym so ermoglicht dieses Succinimimd als pH- oder
umgebungsabhéangigen Schalter zu verwenddh?l Legumain ist eine Cysteinprotease, die in der
Immunabwehr eine zentrale Rolle einnimmt!i8119 Neben der Proteaseaktivitat besitzt
Legumain auch ein Ligaseaktivitat, die aber im Gegensatz zur Proteaseaktivitit einen
Mechanismus unabhangig vom Cystein in deaktiven Tasche aufweist.Besonders interessant
dabei ist, dass dieProteasefunktion bei einem saurem pH-Wert dominiert, wahrend die Ligase
bei einem neutralem pH-Wert ihr Aktivitatsoptimum zeigt. Diese pH-Abhangigkeit der beiden
gegensdzlichen Aktivitdten zeigt, dass die Lokalisierung des Enzymsiber seine Funktion
bestimmt. BRANDSTETTERetal. konnten 2015 erstmalig nachweisen, dass bei der
Ligationsreaktion die Umwandlung einesnergiereichen, metastabilerSuccinimideszu Aspartat
als endogenes Energiereservoir genutzt wirdAnalog zu ATP treibtdas Sucinimid an der
Position 147 die endergonische Peptidbindungssynthese energetisch &a7.120121] Mechanistisch
schlagen BRANDSTETTERt al. vor (s.Schemal7), dass das Carboxylat desGTerminus des zu
ligierenden Cystatin (hCE, P1 (Asf?)) das energiereiche Succinimig’ nukleophil am
Carbonylkohlenstoffatom, das sich innherhalb des Peptidriickgrates befindet, gmeift. Uber
einen tetraedrischen Ubergangszustandwird der Ring gedffnet und soeine aktivierte
Carboxylsaure auf Position P1 als Anhydrid erhalterDer als Anhydrid aktivierte GTerminus
von P1 kdnnte von einem nahemN-Terminus mit His'48 als katalytische Base Uber nukleophile

Substitution angegriffen werden.Die Kristallstruktur von Legumainim Komplex mit CystatinE
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(PDB-code: 4N6N4N60) zeigt jedoch, dass delGTerminus jedochOOAOEOAE UO- xAEO «
Nukleophil entfernt ist. Aus diesem Grund schlagerBRANDSTETTERetal. vor, das es
wahrscheinlicher ist, dass dieAsparagire9-Seitenkette von P1 den elektrophilen Kohlenstoffles

Anhydrid s angreift und so dasiso-Aspatat!4” freisetzt. Durch diese Reaktionsabfolgevird ein

weiteres Succinimidintermediat am P1-Asns9 generiert.

__________________________________________________________________________
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Schemal7: Postulierter Mechanismus flr die Ligaseaktivitat des humanen Legumain. Das Carboxylat @&§erminus
des zu ligierenden CystatinE (hCE, P1 (Asm9)) greift das energiereiche Sudinimid47 nukleophil am
Carbonylkohlenstoffatom, das sich innerhalb des Peptidrickgrates befindetn. Sowird eine aktivierte Carboxylséure
auf Position Plals Anhydrid erhalten. Im n&chsten Schritt greift der Caboxamid-Stickstoff der PXAsmns9-Seitenkette

den eletrophilen Kohlenstoff des Anhydrids an.Der so generierte Succinirid-Ringan der PEPosition wird dann tber

eine nOET AT PEEIT A 3 OAgiGkedOdedirel Dabeidndrd diepriakte P1-0 pReptidbindung dargestellt.

Zeitgleich wird dasSucinimid 147 Uber eine Kondensationsreaktion regeneriertil7]

Dieser Succinimid-Ring an der P1Position wird dann tber eine nukleophile Substitution des
0 pStickstoffs geoffnet. Dabei wird dienative P1-0 pFeptidbindung dargestellt. Zeitgleich wird
das Succinimid4? Uber eine Kondensationsreaktion regenerierf!1’l Durch
Mutationsexperimente (D147S) konnten sie weitehin beweisen, dass As@’ und somit die
Moglichkeit zur Ausbildung eines Succinimideslementar fir die Ligaseaktivitat ist aber nicht

fur die Proteasefunktion[t17]
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Die Beschreibung von BRANDSTETTERt al. des konjugierten Asparaginsére-Succinimid-Paares
stellt eine neue Mdlichkeit eines intrinsischen Enepiereservoirs dar, um in ATP-armen

Umgebungen wie z.B. im extrazellut&n Raumendergone Reaktionen zu katalysiereiti7]

Auch wenn BALARAM und BRANDSTETTERzeigen konnten, das Succinimide einebiologisch
wichtige posttranslationale Modifikation sind und wesentlich zur Steuerung der Enzymaktivitat
beitragen, stellen sie sogleich auckehr labile Intermediate dar, diejenseits des Schutzes einer
Tertiarstruktur, wie im Falle von Legumain, Mathanocaldococcugannaschii Glutaminase und
Pyrococcus horikoshiGlutaminasegerade an der Oberflache von Proteinen in den bereichen von
loopsleicht epimerisieren und hydrolysieren konnen.

Wie bei der SPPSkann auchbei posttranslational modifizierten Proteinen das Stereozentrum
des Succinimids58 aufgrund seiner erhohten Aciditat durch Enolisierung epimerisieren,
wodurch zwei Diastereomere gebildet werden®6.122.123] Diese Enolisierung kann sowohlim
Basischenals auch bei saurem pH-Wert auftreten. Durch einen anschlieRenden nukleophilen
Angriff von Wasser kann das racemische Succinimi&d an zwei verschiedenen Stellen gedffnet
werden. Dabei entstehtsowohl dasracemische a-Peptid 60 mit einer Aspartyl-Seitenkette als
auch das racemischeb-Peptid mit einem iso-Aspartyl-Rest61 innerhalb des Peptidrickgrates
(s. Schemal®) .[°4.116] Unter neutralen bis basischen Bedingungen ist die Hydrolyse von Amino
Succinimiden (Asu) deutlich schneller als deren Bildungt24125] Bei einem pH-Wert zwischen 4
und 5, der auch typisch fiir Protein Formulierungen in der biochemischen und
pharmazeutischen Industrie ist,ist die Ausbildung von Asu, ausgehend von Aspartybder
iso-Aspartylresten, schneller als die Hydrolyse, so dass sich eine Gleichgewicht zwischen Bildung
und Hydrolyse einstellen kann und signifikante Mengen des Succinimides gebildeterden
kbnnenl94126] Erste Untersuchungen zur Bildung und anschlieBenden Hydrolyse von
Succinimiden wurde bereits 1987 von QLARKE et al. anhand von synthetischen Modell
Hexapeptiden(Val-Tyr-Pro-XaaGly-Ala; Xaa = Asn, Agpbei 37 °C und physiologischen pH-Wert
(7.4) durchgefihrt.it271 Sie konnten zeigen, dass das Hexagp@ mit Asparagin unter diesen
Bedingungen eine sehr schnelle Bamidierung durchlauft und eine Halbwertszeit von 1.4Tagen
fur die Bildung des Succinimides besitzt. Die anschlieRende Hydrolyse des Succinimitaseine
Halbwertszeit von nur 2.3Stunden Durch den Austausch von Asparagin gegen Asparaginsiure
wird die Reaktion zur Bildung des Succinimides um den Faktor 34 verlangsamt. Vier Jahre
spater wurde die Bildung und Hydrolyse von Succinimidenausgehend von einer Asparagin
Seitenkette (Desamidierung), systematisch von SCHIRCHetal. im Bezug auf den Einfluss der
benachbarten Aminosauren, des lg-Wertes und der lonenstarke untersuchfi28l Fir diese
Studien wurden Pentapeptidemit den SequenzerVal-SerAsn-XaaVal bzw. Val-XaaAsn-SerVva

mit Xaa= Gly, His, Ser, Asp, Ala, Argeu, Thr, lleoder Val verwendet.Diese kdnnen auf Grund
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ihrer Reaktionsraten flr die Gesamtreaktion der Desamidierung bei der Verwendung eines
20 mm Kaliumphosphatpuffers mit pH=7.3 und einer Temperatur von 60°C in drei Gruppen
unterteilt werden. Die erste Gruppebesitzt eine Halbwertszeit von weniger als 10Stunden.Wie
schonQLARKEEet al. zeigen konnten unterliegt auch hier die AsyGly Sequenz einer sehr schnellen
Desamidierung mit einer Halbwertszeit von nu 5.8 Stunden(!27.128] Die zweite Gruppe mit
Xaa=lle, Leu, Thr, Vahat die langsamsten Raten miHalbwertszeiten von mehr als 200Stunden
und sind damit 40- bis 70-mal langsamer als dieAsn-Gly SequenzDaes sich umb-verzweigte
bzw. im Falle von Leucin umgverzweigte Aminoséauren handelt stehendiese Ergebnisse auch
im Einklang mit den Beobachtungen vorSrePHENSONt al.[98] Die dritte Gruppe mit Xaa=Ala,
Asp, His, Arg, Seliegt im Mittel mit Halbwertszeiten von 25 bis 75 Stundeninteressant hierbei
ist, dass diee Aminosauren unter den gegebesn Reaktionsbedingungen unterschiedliche
Ladungen in den Seitenketten tragerDennoch sind die Reaktionsraten vergleichbar und liegen
dicht beieinander/128]

Werden diese Egebnise mit denen von STEPHENSOMNt al. verglichen zeigt sich, dass die Bildung
des Succinimias der geschwindigkeitsbestimmende &ritt in der Desamidierung ist. Dies gilt
im Falle von Asparagirjedoch nur bei einempH-Wert zwischen5 und 14. Nur in dieem Bereich
werden beide mdglichen Hydrolyseprodukte des Succinimides, Asp urido-Asp, beobachtet.
Bemerkenswert hierbei ist die Tatsache,dass das Verhaltnis von Aspu iso-Asp nach der
erfolgten Desamidierung bei allen untersuchten Peptidervon SCHIRCHetal. bei 1:3 lag. Dies
bestétigt auch vorangegangene Studien voMEINWALDet al. und QLARKEet al. und zeigt, das die
Primarstruktur keinen Einfluss auf den Mechanismus der Hydrolyse hat, da sich das Verhéltnis
nie &andert/120.130] Bei einem pH-Wert unterhalb von 2 wird jedoch nur noch Asp als
Desamidierungsprodukt gefunden. Grund hierfir ist eine direkt Hydrolyse der
AsparaginSeitekette ohne die Ausbildung desntermedidren Succinimides(i24.128.129] Dies hat zur
Folge, dass im sauren lg-Bereich die Reaktionsgeschwindigkeit nicht mehr von der
Primarstruktur eines Peptides oder Proteins abhangt. Zur Bestatigung dieser Annahme wurden
von SCHIRCHet al. drei Peptide wntersucht, die sich bei 1 =7.3 in ihren Halbwertszeiten stark
unterschieden (VSNGMy, =5.8h, VSNAVti2, =62 h, und VSNIVty; =330h). In einer 0.1m
HCILGsung zeigten die Peptide nahezu identische Halbwertszeiten von 39, 44 und 40 Stunden
und ausschlieRRlich die Bildung von Asp als Hydrolyseproduktz8l Weiterhin war es SCHIRCHet al.
maoglich die bereits von KossiakoFrgetroffene Anrahme, ein in Gterminaler Richtung zum
Asparaginsaure bzw AsparginRest benachbarter SeryRest begilnstigt und beschleunigt die
Succinimid-Bildung, zu bestatigeni102.128]

An Proteinen konnte zuvor gezeigt werden, dass das Hauptprodukt der Hydrolyse von
Succinimiden wie auch bei den Peptiden daso-Aspartat ist. Jedoch schwankt das Verhigais der

Hydrolyseprodukte von Aspl/iso-Asp zwischen 1:3 und 1:5103.130] wohingegen das Verhaltnis
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bei synthetischen Peptiden konstant bei 1:3 liegtEine Aushahme bildet hierbei das Protein
H15D HPr, dass ausshlieRlich Aspartat als Hydrolyseprodukt hervorbringt/31l Um den Einfluss
der Proteinstruktur auf das Verhaltnis der SuccinimidHydrolyseprodukte ndher zu untersuchen
wurden von NAPPERetal. Studien an dem ProteinH15DHPr durchgeflihrt.[t292131] F{r die
Bildung einesiso-Aspartates ist es nétig, dass ein Wassermolekil nukleophil an dem Carbonyl
des Succinimides angreift,das sich innherhalb des Peptidrickgrates befindetin dem HPr
Protein wird dieser Angriff durch die sterische Hinderung der Gterminale Glutaminsaure
Seitenkette (Glugs) verhindert. Durch geziehlte Mutation des Proteins wurde vorNAPPERet al.
dieser Glutamirsaurerest entfernt (H15D D85 HPr). Diese Mutation behielt ihre Tertiarstruktur
und biologische Aktivitat, jedoch wurde nun auch dasso-Aspartat als Hydrolyseprodukt
gefunden.Dieses Beispiel gigt, wie schon bereits zuvor beBRANDSTETTERt al. und SaTowet al.
beschrieben, dass die Proteinstruktur einen grof3en Einfluss auf die Stabilitdt des Succinimides
hat115117,131]

Diese Stabilitat oder auch Labilitdt der Succinimide spielt in der Aufbereitung von Antikérpern
und der Formulierung von Proteinen eine grof3e RolleStudienvon YAN etal. zur Untersuchung
der SuccinimidBildung an rekombinanten monoklonalen Antikérpern (mAb) des Typs IgG1l
zeigten, dasgdurch die Ausbildung eines Succinimides an der Position ASrder CDRRegion zu
einer Reduzierung der biologischen Aktvitat von 70% sowie der Ligandenbindung um 50%
fuhrte. Diese Succinimid beinhienden Antikérper kommen als stabile Intermediate mit einer
Halbwertszeit von 3Studen bei 37°C und einem jpl-Wert von 7.6 vor. Leicht saure Bedingungen
bei einem H-wert von 5 filhrten zu einer weiteren Akkumulierung der SuccinimidSpezies was
einenweiteren Verlust der Wirksamkeit zur Folge hat. Die Hydrolyse des Succinimideresultiert

in einem weiteren \erlust der biologischen Aktivitat[132]

Dass die SuccinimidBildung und anschlieRende Hydrolyseénnerhalb von Proteinen auch eine
physiologische Relevanz besitzt  zeigt das drhandensein des Enzyms
L-iso-Aspartylmethyltransferase (PIMT), welches spezifisch in den meisten
Aminosauresequenzeniso-Aspartyl- und D-Aspartyl-Reste erkennen kann und in nahzu allen
prokariotischen und eukariotischen Organismenzu finden ist DiesesEnzym katalysiert den
Transfer einer Methylgruppe von SAdenosylmethionin auf die a-Carboxylgruppe des
iso-Aspartat-Restes oder der b-Carboxylgruppe einer D-AsparaginsaureSeitenkette Diese
Methylierung begunstigt die Bildung eines Succinimides, dass dann wiedem zum L-Asparat
hydrolysiert werden kann. Dieser Reparaturmechanismuserméglicht es fehlkonfigurierte

Aspartate undiso-Aspartate vollstdndig umzuwandeln[131,133z135]
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1.4  Strukturaufklarung von Peptiden  mittels NMR -Spektroskopie

Die NMRSpektroskopge nimmt unter den Methoden zur Aufkldung der dreidimensionalen
Struktur von Biopolymeren wie Proteinen und Nucleinséduren, neben Roéntgenbeugungs
experimenten,eine einzigartige Stellung eirit36.137]

Setzen Réntgenbeugungsexperimente das &fhandensein von Einkristallen voraus, die flr
kleinere Peptide und Miniproteine nur sehr schwer zu erhalten sind,so kdnnen mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie atomar aufgeldste Strukturenauchin Lésung ermittelt werden. Gerade im
Bezug auf Enzyme oder Proteine ist dies ein groRer Vorteil, dadurch Anpassung der
Temperatur, des pH-Wertes oder des Salzgehaltesn vitro Bedingungen simmuliert werden
kénnen. Des Weiteren ist die NMRSpektroskopie nicht nur auf die Strukturbestimmung
beschrénkt, sondern schliel3t die Untersuchung dynamischer Prozesse vdviolekulstrukturen
ebenso ein wie die strukturellen, thermodynamischen und kinetischen Aspekte der
Wechselwirkung zwischen Proteinenund anderen Komponenten einer L6ungt37]

Besonders im Hhblick auf die in dieser Arbeit untersuchten b6-hairpin Peptide mit einer
maximalen GroéRe von 30 Aminosauren stellt die NIVHSpektroskopie ein wichtigs Werkzeug zur
Bestimmung der Sekundarstrukurendar. Voraussetzung zur vollstandigen Struktruaufklarung
ist jedoch diekorrekte und eindeutige Signalzuordnung.

Ein erster, sehr wichtiger Paramete zur Strukturaufklarung ist die durch GuTowskKYet al. sowie
HAHN und MAXWELL erstmalig beschriebeneindirekte, skalare spin-spin-Kopplung/t38.139 Da
diese Kopplungiber die Bindungselektronen vermittelt wird, liefert sie durch die Konnektivitat
der koppelnden Kerne eine wichtigeInformation tber die Konstitution der Molekile. Die
GroReJeiner Kopplungskonstante hangt dabei nicht nur von deAnzahl der Bindungen ab, die
zwischen den koppelnden Kernen liegt, sondern auch von der Elektronenkonfiguration und
raumlichen Anordnung der Kerngl49 Viele JKopplungen zeigen eine deutliche Abhéngigkeit
von Diederwinkeln und konnen daher Informationen ({ber diese wichtigen
Konformationsparameter liefern. Besonders ausgepragt ist dieser Zusammenhang bei
3hn-Kopplungen, die Uber die KaRPLUSBeziehungeri4l.142l mit den entsprechenden
Diederwinkeln korreliert sind (s.Abbildung 13). Wichtigstes Beipiel hierfir ist die
3hHHa-Kopplung in Aminosauren mit dem Konformationswinkel f [2401 Die GrolRe der
Kopplungskonstante ist im Gegensatz zur chemischen Verschiebung unabh&ngig vom aulieren
Magnetfeldund gibt im speziellen Fall der Strukturaufklarung von Peptiden Aufschluss tberiel
Ruckgratkonformation. Basierend auf der Auswertung von 85 hoch aufgelbsten
Proteinstrukturen, konnte von DoBsonetal. gezeigt werden, dasseine relativ grof3e

Kopplungskonstante fur die 3kwpa-Kopplung von etwa 9.0Hz typisch fur ein gestrecktes
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Ruckgratist, welches in 6-Faltblatter zu finden ist. Die Kopplungskonstanten fiir ein paralleles
b-Faltblatt ist dabei mit druchschnittlich 9.7Hz gré3er als die fir ein antiparalleles mit einem
gemittleltem Wert von 8.9Hz. Liegt der gemittelte Wert imBereich von 3.9z 5.6 Hz, deutet dies
auf eine helikale Struktur (a-Helix, 3io-Helix) hin.1431 Eine weitere bedeutende
Kopplungskonstante ist die3} , s-Kopplung. Sie steht im direkten Zusammenhang mit dem
Aminosaureseitenkettenwinkel ?: (vgl. Abb. 11) und gibt dadurch Aufschluss uber die
Rotamerenverteilung einer Seitenkette Treten bei zwei 3% ;| r-Kopplungskonstanten jeweils
Werte von <4 Hz auf, befinden sich beide b-Protonen bevorzugt gauchezum H,, was einen
?1-Winkel von 60° entspiicht. Besitzt eine Kopplungskonstante einen Wert von $0 Hz und eine
< 4 Hzdeutet dies auf einerwinkel 2.vonp g 1 T AhinQs. Abip.bR)J144]

CO CO 3J > 10 Hz cO
R Hp HB R HB HB
:) 3)<4Hz >3J<4Hz
HN Ha HN Ha HN Ha
8J<4Hz 3J<4Hz 3J>10 Hz
x1 = 60° %1 = 180° x1=-60°

Abbildung 12: SchematischeDarstellung der moglichen H,-Rotamere einer L-Aminoséaure mit den dazugehdrigen

3] | rKopplungskonstanten und dem daraus resultierende8 AE OAT EAOOAT QIMY0ET 1 OxET EAT 9

Auf der skalaren Kopplungder Kerne beruhen auch die meisten 2ENMR-Experimente wie
COSY, TOCSY und HS@@, es ermdglichen eine vollstandige und korrekte Zuordnung der
Signale aller Protonen innerhalb eines Peptides zu erreichen. Diese Experimente werdem

Folgenden naher erléatert.

COSYCorrelation Spectroscop)y. Bei einem COSYExperiment werden die skalaren2 x und 3Jk x
Kopplungen gleicher Kernejn der Regel die vorProtonen, miteinander korreliert. Das Spektrum
zeigt beziglich der Diagonalendes Spektrums einen symmetrischen Aufbau, da beide
Frequenzdoménen die gleiche Verschiebungsinformation enthalten. Die Kreuzsignale des COSY
Spektrums geben Aufschluss daruber welche spin-spin-gekoppelten Kernesich in geminaler

oder vicinaler Nachbarschaft zueinander befinderfs. Abbildung 13).[145.146]

TOCSY (Total Correlatet Spectroscopy Im TOCSYSpektrum werden, &hnlich wie im
COSYSpektrum,gleiche Kerne uber ihre skalaren Kopplungen miteinander korreliert. Allerdings
erfolgt der Magnetisierungstransfer in Abhangigkeit der spinlock-Zeit und der Grol3e der
1HH-Kopplungeniiber alle Kerne innerhalb enes Spinsystems (vgl. Abbildung3) und ist somit

nicht auf 2J oder 3}Kopplungen keschrankt Dadurch lassen sich aus eiem TOCSMSpektrum
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skalar miteinander koppelnde Kerne, die weiter als drei Bindungen voneinander entfernt sind,
ohne Intensitatsverlust der Signale beisteigender Kopplung,identifizieren. Diese Eigenschaft
des TOCS¥Experimentes ist insbesondere fir Biopolymere wie Peptide, Proteine und
Polysaccharide interessant, da jede Aminosaure innerhalb eines Peptides durch die
Peptidbindungen bzw. jede Monomereinheiten eines Polysaccharides durch diglykosidische
Bindung, ein separiertes Sinnsysteme darstellt. Im Falle von Peptiden oder Proteinen lassen
sich so, ausgehend vom Amidproton,leicht alle Signale der jeweiligen Aminosaure

zuordnen [145.146]

HSQC(HeteronuclearSingleQuantumCoherenci Mit Hilfe eines HSQEExperimentes lasst sich
im Gegensatz zu demorangegangenemMMR-Methoden die Korrelation zwischen verschiedenen
Kernen uber ihre 1) vKopplung detektieren.) I ( 3 1 # Z 3 b A InGiérCRegel xatif @y
x-Achse diet( z OT A AOA&£ AH#C 6 ADOAEEGER ALK did SgrgAddg A 1
in Peptiden sind die 13CGVerschiebungen sehr charakteristisch, dasie weniger stark von
Anderungen in der Konformation oder durch Losungsmitteleffekte beeinflusst werden als die
chemische Verschiebungen deProtonen. Die entsprechendenKreuzsignale der 1.k +Kopplung

geben die direkte Konnektivitéat eines Protons zm dazugehdrigen Kohlenstoff arfit4s]

Vicinale 3]-Kopplung, Skalare Kopplungen iiber Dipolare Kopplung durch den Raum,
Grofle Abhidngig vom Diederwinkel @ kovalente Bindungen Nur Abhéngig vom Abstand der Protonen
("H-NMR-Experiment) (2D-NMR-Experimente) 2D-NMR-Experimente (ROESY/NOESY)

HH
®=0°
3/=7-11Hz
H ®=60°
3= 2-5Hz

/ il ‘\ ®=90°
3/=0-2 Hz
shorf-rcmge NOE (sequentiell)

A
gﬁ ® =180° ¥ COSY: “Jy y-Kopplung Bestimmung derPrimarstruktur

3/=8-15Hz & TOCSY: Kopplung iiber das
gesamte Spinsystem

B medium-range NOE
Bestimmung der
Sekundarstruktur

Abbildung 13: Schematische Destellung von relevanten Parameten, die fur die Strukuraufklarung von Peptiden und
Proteinen notwendig sind. Die indirekte, skalare spinspin-Kopplung der Kerne, dieliber die Bindungselekronen
vermittelt wird, liefert durch die Konnektivitéat der koppelnden Kerne einewvichtige Information tber die Konstitution
der Molekile[40] Die 3J4+Kopplungen steht Gber die KarpLusBeziehungeri41142 im direkten Bezug zum
Diederwinkel f. Das COS¥xperiment erfasst skalare 3} +Kopplungen zwischen geminalen oder vicinalen
diastereotop aufgespaltenen Protonen. Beim TOC&«®periment werden die skalaren Kopplungen Uber das gesamte
isolierte Spinsystem einer Aminosaure das durch die Amidbindung innerhalb eines Peptides begrenzt ist,
gemesseni4s146l Zur Verifizierung der Priméar- sowie Sekundarstruktur werden in dem NOES¥Experiment

bindungsunabhéngige, dipolare Kopplungen gemessen.
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Diese Experimente ermdglichen eine eindeutige Zuordnung der Sigeaber geben noch keinen
Aufschluss Uber die rdumliche Struktur von PeptidenUm die Priméar sowie Sekundarstruktur
bestimmen zu koénnen weden mit Hilfe des NOES¥Experimentes dipolare Kopplungen

bestimmt.

NOESY(NuclearOverhauselEnhancemenSpectroskpy): Bei dem NOES¥Experiment werden

im Gegensatz zu den vorangegangenen NMRethoden keine skalaren sondern dipolare
Kopplungen zweier gleicher Kerne durch den Raum gemessen. Der Magnetisierungstransfer der
dipolar koppelenden Kerne ist dabei unabhangigon den Bindungen die zwischen den beiden
Kernen liegen. Dabei ist der Abstand zwischen den beiden Kernen entscheidend fur die
Signalintensitét |, da diese umgekehrt proportional mit der sechsten Potenz des Abstandes
abnimmt (I ~ r -6). Durch diesenZusammenhang kénnen nur NOEignale zwischen zwei Kernen

R — detektiert werden, die sich in einen Abstand von

Identifizierung der Tertiarstruktur

weniger als 45A Dbefinden. Durch die
Quantifizierung der Signalintensitdt anhand eines
starken Referenzsignas von Protonen mit einem
bekannten Abstand, in der Regel diastereotope
Methylengruppen (~1.8A) oder vicinale
aromatische Protonen, konnen die NOEKontakte
zum Erstellen ene Strukturmodells dienen und
Abbildung 14: long-range NOEKontakte geben Aufschluss Uber die &umliche Geometrie eines
Aufschluss (iber die Tartiarstruktur von Proteinen.  Peptides oder Proteins liefern.Die NOEKontakte

konnen noch weiter unterteilt werden, in
sequenzielle ghort-range), mediumrange oder long-range. Seqenzielle NOEKontakte dienen
zur Aufklarung der Priméarstruktur eines Peptides. Hierbei besitzt dasH,-Proton einer
Aminosaure in der Positionn einen Kontakt zum NH der Aminoséure in n+1. Kontake der
Aminosaure in nPosition zun+2 bis n+4 werden alsmediumrange NOE bezeichnet und geben
Aufschluss Uber die Sekundarstruktur.Noch weiter reichende Kontakte, wie dielong-range
NOEs (sAbbildung14) geben schlussendlich Aiskunft Uber die Tertidrstruktur von
Proteinen[14s] Allerdings hangt die NOESYWMR-Spektroskopie von der molekularen
Beweglichkeit ab, wodurch ein Vorzeichenwechsel der Signalintensitat in Abhangigkeit der
MolekulgréRe auftritt. Daher wird bei einem Molekulargewicht von etwa 500y/mol der
61 CAT AT T OA n. Ol 1 AOOAE C A leichOdesAMuliddrohdatgd Antspricht) die A AT
tumbling-Rate der Frequez des Spektrometers. Dies hat zur Folge, dass die dipolaren
Kopplungen von Molekilen dieser Grolenordnung aul3erst klein oder nicht detektierbar sind.

Um das Problem des Nulldurchgangs zu umgen kann die ROESXMR-Spektroskopie
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(Rotating Frame NOEYpectroscopy angewandt werden. Diese auf der Pulsfolge des
TOCSYExperimentes basierende Messmethode ist weder vomer beweglichkeit der Molekile
noch von deren Molekulargewicht abhéngig und bietet dadurch eine wichtige Erganzung zum
NOESYExperiment. Allerdings kénnen bei der Messung von ROESNR-Spektren TOCSYund
auch COSMArtefakte auftreten.

Ein weiteres wichtiges Werkzeug zur Bestimmung der Sekundarstruktur von Peptiden ist die
Identifizierung von Wasserstoffbriickenbindungen. Hierm macht man sich den Umstand zu
nutze, dass Amidprotonen imiH-NMR-Spektrum eine deutliche Temperaturabhangigkeit in
ihrer chemischen Verschiebung aufweiseft4”] Die Resonanzsignale werden dabei
mitzunehmender Temperatur hochfeldverschobn, was einem negativen
Temperaturkoeffizienten D ddT<0 entspricht. Der Grund fir diese Temperaturabhangigkeit der
Amidprotonen liegt in ihrer Beteiligung an Wasserstoffbriickenbindungen mit dem umgebenen
Solvens oder einer gegeniberliegenden Carbonylgruppals Wasserstoffakzeptori48l Zur
Identifizier ung von amidischen Protonen, die sich inerhalb einer Wasserstoffbriickerbindung
befinden, werden 'H-NMR-Spektren bei unterschiedlichen Temperaturen gemessen und die
Temperaturabhangigkeit der NH-Signale in ppb/K bestimmtli47l Dabei zeigen detailierte
Studien an Proteinen und hochvernetzten Peptiden, dass amidische Protonen, die
wasserstoffbriickengebunden zu einem Qhonyl sind, charakteristischemweise einen
Temperaturkoeffizienten von -2 ppb/K aufweisen[149.150]  Amidische Protonen, die
Wasserstoffbriicken zum Lésungsmittel und nicht intramolekular zu einem Protonenakzeptor
ausbilden, zeigenmit Werten von -5 bis -10 ppb/K eine hohere Temperaturabhéngigkeit
basierend auf der frei werdenden Entropieli4¢.1511 Diese Werte sind jedoch stark vom
verwendeten Losungsmittel und der rGumlichen Struktur sowie derGo3e des Peptides oder
Proteins abhangig, wodurch viele Ausnahmen fir diese generellen Aussagen existieféf. So
konnten KessLERretal. bei der Untersuchung von cyclischen Peptiden zeigen, dasseibder
Verwendung von DMSO als Ldsungsmittelvon intramolekularen Wasserstoffbriicke
ausgegangen werderkann, wenn der Temperaturgradient einen Wert von ungefahr-2 ppb/K
aufweist149] Erhoht sich die Abhangigkeit der Tempeattur, wird ab einem Wert van -4 ppb/K
eine Orientierung des amidischen Protonshin zum Ldsungsmittel wahrscheinlicher4 In
wassrigen Losungen verschiebersich diese Grenze nach oben und es kann noch bei einem
Temperaturgradienten von -4ppb/K von einer intramolekularen Wasserstofbricke
ausgegangen werdefits0152] Am verlasslichsten ist die Bestimmung des Temperatus
koeffizienten zur ldentifikation der Sekundarstruktur in b-turns, b-Faltblattstrukturen und

310-Helices[48] Dennochzeigen sich in der Literatur groBe Abweibungen und die¥Yy 7 YWerte
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schwanken gerade bei partiell ungefaltetenkleineren Peptiden aber auch bei Proteinen von28
bis +12 ppb/K.150

Ein weiterer Ansatz, die Sekundarstruktuen von Proteinen oder Peptiden zu identifizieren ist
die Bestimmung von CSBWVerten (chemical shift deviatiof. Fir unstrukturierte Peptide ohne
jeglich Séundarstruktur (randomecoil) ist lange bekannt gewesen, dass die chemischen
Verschiebungen der Aminosauren kaum von ihren benachbarten Resten beinflusst werdésl
MARKLEYet al. sowie NAKAMURAet al. konnten in den 1960er Jahrendurch untersuchungen an
Oligopeptiden jedoch zeigen dassdie chemischen Verschiebungen, insbesondere véhl, aber
auch durch spatere Experimten nachgewiesen!3C,, 13G,, !Hy und 15N, stark mit der
Sekundarstruktur von Peptiden korrelieren.[154z1861 Dabei zeigen die Resonanzsignale in
b-Faltblattstrukturen einen klaren Trend zur Tieffeldverschiebung wohingegena-Helices und
turn-Strukturen eine Hochfeldverschiebung relativ zu demandom coil Werten aufweisen(157.158]
Grund fur diese Anderungen in der chemischenVerschiebung, abhangig von der
Sekundarstruktur, sind Veranderungen derf und y Winkel des Peptidriickgrates, sowie lo&le
Ruckgratrestriktionen durch aromatische Aminosaurenseitenketten und der damit
einhergehende ring current effectit59z1611 Darauf basierend konnte DELGARNGetal. erstmals
nachweisen, dass die charakteristische chemische Verschiebung einer Sekundarstoukdie
Differenz zwischen dem beobachteten Wertines Protonsund demrandom coilWert ist, woraus

sich Gleichung4 fir die Bestimmung von CSBVerten ergibt.[162]

dHL08s 7 dHa = D ¢, 4)

Zur einfachen Berechnung vorCSDWerten wurden von WiSHARTet al. die charakteristischen
randomcoil Werte aller Aminosduren im wassrigen Miliey sowie von RAINEY etal. in DMSQ
untersucht und zusammengefassti®3.164 Tragt man die berechneten CSWerte gegen die
Seqenz des Peptides oder Proteins diergibt sich ein Diagramm, das einen Aufschluss lber die
Sekundarstruktur gibt. Positive Werte >0 deuten aub-Faltblattstrukturen und negative Werte
auf helikale Strukturen hin (s. Abbildung 15).

39



Strukturaufkldrung von Peptiden mittels NIVHSpektroskopie

08
06
= ]
B ¥
0,4 R 3
3
£ 02 g N N &
. \ ) 3
g 0 — @ k] E bkl o3 E3 E -
g, ]
0.2
04
06

K Q A Y Vv R K N Gt Gh E W V L L S G

Abbildung 15: Beispiel fur die H,-CSBDWerte anhand eines b-hairpin Peptides.DasG und N-terminale Ende nimmt
keine Vorzugkonformation ein und liegt im mittel als random coil vor, wodurch die Werte nahe bei O liegen. Die
Aminosauren, die an der Ausbidlung desb-Faltblatts beteiligt sind nehmen Werte >0.2 ein und kdnnen gut
identifiziert werden. Auch der das N@Votiv beinhaltenden &-turn, der die 6-Srange miteinander verbindet, kann auf

Grund seiner helikalen Struktur und den damit einhergehenden negativen Werten verifiziert werden.

Die Methode der CSHBWVerte kann auch zur Verbesserung fir die Vohersage von
Sekundarsturkturen von kleinen Peptiden und Proteinfragmenten mit Hilfe der
Temperaturkoeffizienten angewandt werden. ANDERSENetal. konnten zeigen dass ein
signifikanter Zusammenhang zwischen dem Temperaturkoeffizientenyy ¥ ¥4  O1T A AAO
Abweichung der chemischen Verschiebung dekmidprotonen vom random coilWert (NH-CSD

besteht. Durch das Auftragen der NMCSD Werte gegen den Temperaturkoeffizienten kdnnen

langsam austauschende, wasserstoffbriickengebundene Bereiche innerhalb eines Peptides oder
Proteins mit einer viel héheren Gnauigkeit und Gaubwiirdigkeit bestimmt werden als nur mit

dem Temperaturgradienten allein(150]
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2. Aufgabenstell ung und Motivation

Bisher diente die thioMICHEAL-Addition zwischen dem Thiol einer CysteinSeitenkette eines
Peptides/Proteins und einem Maleimid lediglich zum Aufbau von Biokonjugaten.
Bemerkenswerterweise wurde bis dato sowohl der Stereoselektivitat dieser Reaktionund den
dabei auftretenden Diastereomera (DS) des SuccinimidThioethers als auch der mdglichen
Enolisierung dieser kein Interesse beigemessen. Auch dasatirlich vorkommende
Peptidruckgratregister (-NH-G,-CQ) wurde durch die ausschlie3liche Verwendung von flexiblen
Linkern zum Aufbau dieser Konjugate nicht bertcksichtig Durch die Betrachtung des
Succinimid-Thioether-Strukturmotivs als isoster zu einem Aspartimid ergibt sichhieraus jedoch
ein neuer Ansatz zur Ligatiorund Zyklisierung von Peptiden.

Ziel der vorliegenden Arbeit sollte die NMR-spektroskopische Untersuchung der
konformationellen Einfliisse von SuccinimidThioethern innerhalb eines Peptidriickgrates unter
Berlcksichtigung des naturlich vorkommendenRuckgratregisters sein. Durch die Wahl der
Position des SuccinimidThioethers innerhalb der Sekundarstruktur derPeptide solltezusétzlich
die Gesamtstruktu stabilisiert werden. Zur erfolgreichen Durchfiihrung stand die Earbeitung
neuer Syntheseweg =zur Darstellung von éstphasenkompatiben chiralen Maleimid-
Dipeptidbausteinen und unnaturlichen  -Thioaminosauren sowie 5-Aminothiolen besonders im
Fokus. Anschlielend sollten diese Bausteine in der Festphasenpeptidsynthese eingesetzt
werden. Zur Bildung der SuccinimidThioether Uber eine thio-MICHAE-Addition sollten
geeignek Reaktionsbedingungen gefunden werden, um diese an einem ungeschiitzen Peptid in
Losung anwenden zu kdnnen.

Die beiden moglichen Diastereomereder Peptide, die bei der thio-MICHAEI-Addition auftreten,
sollten voneinander getrennt werden um den Einfluss der Stereokonfiguration des
Succinimid-Ringes auf die Konformation der Peptidezu analysieren Zu Beginn sollten,
aufbauend auf vorangegangeneArbeiten in der Arbeitsgruppe CGEYER NMR-Studien an
zyklischen Hexapepiden durchgefiihrt werden, die neben dem Succinimid hioether zusatzlich
das r-turn Mimetikum Hot=Tap beinhalteten, welches sichdurch seine -turn induzierenden
Eigenschaften auszeichnet. Ferner sollte der iifluss der Stereokonfiguration der G und
N-Terminal zum Succinimid benachbarten Stereozentren auf die konformative Stabilitat
untersucht werden.

Damit die thio-MICHAEL-Addition auf ihre Anwendbarkeit in der PeptidLigation hin Gberprift
werden kann, sollte das Strukturmotiv der SuccinimidThioethern innerhalb des isolierten

Foldon-r -hairpins untersucht werden. Hier sollte mit Hilfe einesSuccinimidScansine geeignete
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Ligationsstelle innerhalb des b-turns identifiziert werden und die Konformation der

turn-Geometrie mittels NMRSpektroskopie aufgeklat werden.

Bausteinsynthese Stereodynamik zyklischer Hexapeptide
Cys Tht Thp [Suc=Xaa-Gly-Hot=Tap-Xaa]
---------------------- G R SR AR y o
- S o - SN ot
i SR - ‘
R— s R K& (o] .
o NH o NH N NH s ~o o N™ =
............................... JmeescnOHE e o i Y S
L J S N (o] o
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Y N . “
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Abbildung 16: Das zum Aspartimid isostere Strukturmotiv einesSuccinimid-Thioethers soll innerhalb des natirlich

10 9 8 7 [ppm]

vorkommenden Pepidriickgratregisters untersucht werden. Zum Aufbau der Succinimiglhioether sollen
synthetische Zugange zu verschiedenen, SPR&ompatiblen AThioaminosauren, #&Aminothiolen und
Maleimid-Dipeptidbausteinen erarbeitet werden. Die Einfisse der Konformation sowie der Stereokonfigurationen

sollen dann in unterschiedlichen Peptilstrukturen untersucht und bewertet werden.

Um eine Vergleichbarkeit Uber die Stabilititvon Sekundarstrukturen und im $eziellen von
[ -hairpins zu erhalten, sollte hierfur eine einfacle, allgemeingiltige Methode entwickelt werden,
die es ermdglicht mit Hilfe der NMR Spektroskopieg eine prozentuale Faltungspopulation der zu
synthetisierenden [ -hairpins anzugeben. Im Folgenden werden die Ergebnisse der angestrebten

Ziele diskutiert.
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3. Ergebnisse und Diskussion

Die Reaktion zwischen einem Maleimid unainem Thiol dient, wie bereits eingangs erwahnt
(s.Kap.1.2), zum Aufbau von Biokonjugatenund ist somit ein unerlassliches Werkzeug in der
Peptidchemie Dabei ist jedoch nur sehr wenig Uber dieStereoseletivitat und die
Sereodynamik der ausgebildeten Succinimid-Thioether, sowie den Einfluss der entstehenden
Diastereomere auf die Konformation eines Peptides oder Proteins, bekannt. Diese Licke ist
bemerkenswert, da bereits das kleineste denkbare Tripeptid mit einerSuccinmid-Thioether-
Einheit (CyqOMe)Suc=Gly63) zwei Signalsdtze mit unterschiedlicher chemischer
Verschiebung fur die jeweiligen  Diastereomere im  !H-NMR-Spektrum  zeigt
(s. Schemals) .I165.166]

Suc-CHph 3= 64Hz
2]=18.7Hz
DS$2
0 o
e > o @] 9 s
| N * H2N/E[‘ro\ \O/U\A N\)&\OH /\ AN
Ho (RS) Fofg \ i }
0 o 7 0 i Mo -
I / I I IV Il
Mal=Gly Cys-OMe Cys-Suc=Gly }l‘ \ | v ‘\( I )‘ | V) /h‘
61 62 63 I UL\ )
st ¥ VNIV N

zwei Diastereomere (DS)

272 270 268 266 264 262 260 [ppm]

Schema 18: Die Reaktion des Mal=Gly Dipeptidbaustein81 mit Cysteinmethylester62 in einer
thio-MicHAELAddition flhrt zu zwei Diastereomeren (DS).Das aus dieser Baktion resultierende Tripeptid
Cys(OMe)Suc=Gly63 zeigt im tH-NMR-Spektrum (500 MHz, 300K, DMS@ds) zwei Signalsatze mit unterschiedlichen
chemischen Verschiebungen fir jedes Diastereomer. Rechts ist der Ausschnitt des Spektrums mit dem
hochfeldverschobenen Proton der Diastereotopen Methylengruppe des SuccinimRings gezeigt. Die

Kopplungskonstanten bkiben bei beiden Diastereomeren unverandeiitss.166]

Dieses einfache Eperiment zeigt, dass das neu gebildetet Stereozentrum am SuccinirfRing
schon bei kleinen Peptideneinen Einfluss auf die Konformation des Peptidriickgratedat.
Extrapoliert man dies aufgréRere Peptide und Proteinewo gezeigt werden konnte, dass die
Anderung eines Stereozentrums dazu fuhren kann, dass eine Sekundar bzZkertidrstruktur
ausgebildet wird oder nicht, macht dies dutlich, wie wichtig es ist die untschiedlichen
Eigenschaften der mdoglichen Diastereomeréei der thio-MICHAEI-Addition innerhalb eines
Biopolymers und den dobuléren Einfluss hin zu untersuchen.Schlagt man hier die Briicke zu
dem Befundvon SaATowet al., dass die spontane Aspartimidbildung der Asyssly Dipeptideinheit
innerhalb der turn-Region des HihnereiLysozyms zu einer Stabilierung desy -turn fiihrte [115]
bietet sich hier ein intrressanter Ansdz zur Untersuchung vonisosteren Succinimid-Thiothern

innerhalb solcher Strukturenan.
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Im Folgenden werden Succinimid-Thioether als isosterer Erstatz fur Aspartimide auf ihre
Sabilitat, sowie auf ihren konformationellen Einfluss innherhalb von r-turns untersucht und
diskutiert.

3.1 Zyklische Hexapeptide mit Succinimid -Thioether innerhalb
des Peptidruckgrates als Modell fir 1-hairpin Peptide

Zyklische Peptide besitzen auf Grund der eingeschrankten Beweglichkeit des Peptidriickgrates
eine erhohte Rigiditdt und einhergehend damit eine verbesserte Stabilitdt gegen Proteolyse
sowie eine gesteigerte biologische Verfugbarkeitt6?! Durch die erhdhe Rigiditat kénnen
Sekundarstrukturen wie a-Helices,b-Faltblétter und 6-turnsfixiert werden. Diese Eigenschaften
gualifizieren sie als nitzliches Werkzeug in debiomedizinischen Forschung, besonders fir die
Untersuchung von LigandRezeptorInteraktionen. Doch auch in dermedizinischen Chemie
dienen zyklische Peptide zur Untersuchung von Strukdwirk ungs-Beziehungen, da Epitope
innerhalb eines drukturell eingeschrankten Peptides eine bestimmte Konformation einnehmen
konnen149.168,169] Besonders zyklische Hexapeptide zeigten sich alsrteilhaft zur Untersuchung
von Konformationen und Konformations-Wirkungs-Beziehungen sowie der Einfluss von
bestimmten Aminoséuresquenzen und einzelnen Aminosaurebausteinen adiesel149.151 Grund
hierfir ist, dass zyklische Hexapeptide bevorzugt Sekundarstrukturen mit zwei
gegenlberliegendeny -turns ausgebilden. Bei Verwendung vorb-Aminosauren, im speziellen
D-Prolin an deri+1-Position, wird die Bildung einesr IlI'-turns beglinstigtl151.170l Diese minmalen
antiparallelen b-Faltblatter gehtdren zu einer der wichtigsten Klassen von Makrozyklen und
wurden intensiv untersucht [149.171,172]

Um den konformationellen Einfluss von Succinimi€lhioethern als isosteren Ersatzund ins
besondereden der beiden mdglichen Diastereomere des Succinimidsnerhalb des nattirlich
vorkommenden Registers des Peptidriickgrateszu untersuchen, sollten im Rahmen dieser
Arbeit NMR-Studien an yklischen ModellHexapeptiden(s. Abbildung 17) durchgefiihrt werden.
Zur Fxierung des Hexapeptides in einer antiparallelen 6-Faltblattstruktur, wurde hierfiir das
bizyklische r-turn Mimetikum Hot=Tap verwendet, das in der ArbeitsgruppeGeYERentwickelt
wurde. Dieses imluziert und stabilisiert in der i+1- und i+2-Position einen 411 Gurn innerhalb des
Hexapeptides, wodurch ein minimales b-Faltblatt ausgebildet wird[t731 Durch eine
gegenuberliegende Anordnung desb-turn Mimetikums Hot=Tap zum Succinimid-Thioether,
wird es ermdglicht diesen innherhalb eines stabileny -turnsan deri+1-Position zu wntersuchen.
Neben den beiden Diagreomeren galt den Stereozemen der benachbarten Aminoséuren in

G und N-terminaler Richtung zum Succinimid ein besnderes Interesse (s. Abll7), da diese die
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Flexibilitat und dementsprechent die Freiheitsgrade des Peptidrickgrates mafigeblich

beeinflussen.

S S S
| |
Suc=Gly-Gly-Hot=Tap-Cys Suc=Xaa-Gly-Hot=Tap-Cys Suc=Gly-Gly-Hot=Tap- Xaa

S-turn-Mimetikum
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Konformativer Einfluss verschiedener Stereozentren am Peptidriickgrat

Abbildung 17: Zyklische Modell-Hexapeptide mit einem SuccinimidThioether innerhalb des Peptidrickgrates.Das
bturn Mimetikum Hot=Tap fixiert den Thioether dabei in einer gegeniberliegenderturn-Struktur in dem das
Succinimid die i+1-Position besetzt Bei der Verwendung von Cysteinderivaten unda-Aminosauren innerhalb der
Mal=Xaa Dipeptidbausteine bleibt das Register des natirdeptidriickgrates erhalten. Der bnformative Einfluss von
Stereozentren am Succimnid-Ring (links) , dem J -Stereozentrum des Suc=XaaDipeptidbausteins (mitte) sowie den
Cysteinderivaten any- und 1 -Position (rechts) sollen anhand dieser Hexapeptide mit Hilfe der NMRSpeltroskopie

untersucht werden.

Das fexibelste Rickgratder in Abbildung17 dargestellten ModeltHexapeptide beeinhdtet das
Succinimid-Glycin-Motiv (Suc=Gly) und eine CysteiSeitenkette. Um die Freiheitsgrade der
Methylengruppen innerhalb des Riickgratedder Hexapeptide weiter einzuschranken, wurden
zwei Ansatze verfolgt.Die Synthese vora-chiralen Maleinimid-Dipeptiden sowie dasEinfihren
einer Methylgruppe an der b-Position des Cysteins, wraus die Synthese von Thiothreonin
Derivaten folgert. Im Hinblick auf die a-chiralen Maleimide stand besonders die Synthese von
D-konfigurierten Dipeptidbausteinen im Fokus. Wie bereits zuvor erwéhnt, kdnnen
D-Aminoséuren innerhalb eines Peptidriickgrates zu einer lokalen Beschrankung der
Konformation filhren und turn-Strukturen stabilisieren oder auch iniziieren!***'" Bei
Betrachtung desRAMACHANDRANPIots (Auftragung der Diederwinkel f gegeny) zeigt sich, dass
D-Aminoséuren eine Spiegelung der erlaubtenWerte fur den Diederwinkel f durch den
Ursprung zur Folge haben. Fir natirlich-Aminosduren liegen die Werte im negativen Bereich,
wohingegen D-Aminosauren positive Werte besitzen.Vergleicht man nun dieverschiedenen
Kategorien der 6-turns die anhand ihrer unterschiedlichen Diederwinkel unterteilt wurden
(s. Tabelle2), zeigt sich, das®lOsowie bllGurns an deri+1-Position sowie 5iOund bll-turns an

der i+2-Position positive Werte aufweiseni’s176l Gerade desen turn-Typen wird eine
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faltungsinduzierende Wirkung bei der Ausbidung von b-Faltblattstrukturen zugesprochen(t76]
Von BaLARAMet al. konnte durch die Synthese und anschlieRende kirstallographische Analyse
des OktapeptidesBoc-Leu-Phe-Val-Aib-ala-Leu-Phe-Val-OMegezeigt werden, dass besonders die
Dipeptideinheit bestehend aus der achiralen Aminoisobutyrséure (Aib) un@-Alanin, an deri+1-

und i+2-Position, die Induzierung einesblGurns erméglicht.[L77]

Tabelle 2: Diederwinkel der verschiedenenb-turn-Typen|175.176]

turn Diederwinkel in Position i+1 Diederwinkel in Position i+2
3 ¢ 3 ¢
[l -60° -30° -90° 0°
r O 60° 30° 90° 0°
[l -60° 120° 80° 0°
) o 60° -120° -80° 0°
rVia -60° 120° -90° 0°
rVvib -120° 120° -60° 0°

Weitere arbeiten von BALARAMet al. sowie IQBALet al. und GELLMANet al. konnten zeigen, dass
auch die Dipeptideinheiten bD-Pro-Gly, D-PheL-Pro, D-Pro-L-Pro und L-Pro-b-Phe zur
Stabilisierung von bI'- und b) Yufds beitragen und die Ausbildung von Sekundarstrukturen
begiinstigen(t78z180] Ein besonderes Beispiel fiir dasb-PheL-Pro-Motiv ist das natirlich
vorkommende zyklische Dekapeptid Gramicidirs mit der Sequenz
zyklo[Pro-ValOrn-Leu-D-Phe}, das zur Klasse der kationischen antimikrobiellen Peptide mit
membranzerstérenden Eigenschaften gehdrfi81z183l Die Struktur des Peptids besteht dabei aus
einem antiparallelen 4-Faltblatt, das aus den gegeniberliegenden Tripeptideinheiten

Val-Orn-Leu gebildet wird, die Uberzwei D-Phe-Pro 6-turns mit einander verbunden sind.

Auf  Grundlage dieser Ergebnisse stand insbesondere der D-konfigurierten
Maleimid-Dipeptidbaustein Mal=phe im Fokus um die Struktur deszyklischen Hexapeptidesmit
einer D-Aminosaure an deri+2-Position desturns weiter zu stabilisieren. Um Auszuschlie3en
das etwaigezu erwartenden Stabilisierungen nicht auf diesterischen Einschréankungen durch
den sterisch anspruchsvollen Phenylring zuriickzufuhren sind, sollte auf3erdem noch das
Maleimid Mal=ala synthetisiert werden, welches den kleinst mdglichend-konfigurierten
Maleimid-Dipeptibaustein darstellt, wodurch ein starker sterischer Effekt der Seitenkette

weitgehend ausgeschlossen werden kann.
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3.1.1 Synthese der Maleimid -Dipeptidbausteine

Um die Isosterie des Succinimi€lhioethers zum Aspartimid innerhalb desPeptidriickgrates zu
gewahrleisten, missen die MaleimieDipeptidbausteine aus a-Aminosauren durch eine
Kondensationsreaktion mit Maleinsdureanhydrid dargestellt werden. Diese werden im
folgenden gemald der vonRUDINGERetal. erstmals eingefuhrten und spéater von GeYERetal.
definierten Nomenklatur als Mal=Xa bezeichnet, wobei Xaa jede nitliche a-Aminosaure
darstellen kannlt84.185] Ein bekanntes Problem bei der Synthese von Maleimiden ist ds;nkende
Ausbeute bei der Kondensation von Maleinsaureanhydrid mit langkettigen Aminosauren wie
gAminobutansaure mit 63% hin zukurzkettigen a-Aminosauren wie Glycin mit Ausbeuten von
nur noch 23%I47.1881 F{r die Synthese von nicht lgiralen Maleimiden wie dem Baustein
Mal=Gly(61) wurde die von SNCLAIRet al. beschriebere Methode der Umsetzung beider Edukte
unter Ruckfluss in Essigsdure angewandt? Diese Synheseroute ermdglictte es, durch die
Optimierung des Laufmittels zur sdulenchromatographischen Aufreinigungs. Kap. 6.4.1)den
Mal=Gly Baustein(61) in einer einstufigen Synthese im MultigrammMalstab mit einer
reproduzierbaren guten Ausbeute von 51% als farblosen Feststoff darzustellen
(s. Schemal9) [165.166]

| o +  HN /\WOH — > |
2 HOAc, N
o Riickfluss, 8h OH
o) o O

64 65 61

Schemal9: Darstellung des Mal=Gly Dipeptidbaustein§1 in einer einstufigen Synthese durch die Kondensation von
Maleinsdureanhydrid64 mit Glycin65 unter Ruckfluss in Essigsauré’ Der Baustein lasst sih auf diesem

Synthesewegnit einer reproduzierbaren Ausbeute von 51%m Multigramm-Maf3stab darstellenl165.166]

Die Methode vonSNCLAIRIlies sich jedoch nicht auf chirale Aminosduren Ubertragen, da unter
diesen Reaktionsbedingungen eine Ramisierung beobachtet wurde, die eine Bildung von bis
zu 30% des ungewlinschén Enantiomers zur Folge hatte.Da dies auf die harschen
Reaktionsbedingungen zurtickzufuhrenwar, wurde de Synthese auf zwei Stufen ageweitet
(s.Schema20). Im ersten Schritt erfolge der nukleophile Angriff des Amins der chiralen
Aminosaure66 an das Carboniy das Maleinsaureanhydrids64 unter Ring6ffnung und
Ausbildung der isolierbaren Maloyl-Zwischenstufe67. Als Vorteilhaft hat sich auch hier
Essigsaure als Losungsmittel erwiesen, da sie sich durch ihre hohe Polaritat gut eignet um die
zwitterionischen Aminosauren zu Idsen. Die Reaktion verlauft bei Raumtemperatguantitativ

mit einer maximalen Reaktionsdauer von 1X5tunden. Da beide Reagenzien in einem 1:1

Verhdltnis vorliegen und vollstandig abreagieren, ist keine weitere Aufreinigung notig
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Aufgrund der geringen Nukleophilie des AmidSticktoffs der Maloy-Zwischenstufe ist eine
Weiterreaktion unter Kondensation zum Imid bei Raumtemperatur nichtmdglich. Arbeitenvon
ToRuet al. konnten jedoch zeigen, dass unter Zugabe von Hexamethyldisilazan und Zinkbromid
als LEwisSaure eine Imidbildung unter relativ milden Bedingungen mdoglich igt8”l Basierend
auf diesen Ergebnissen wurden geeignet Reaktionsbedingungen fiir das arliegende
Syntheseproblem zur Darstellung von Mal=phe/Mal=Phe und Mal=alagesucht. ToORuet al.
definierten Benzol als geeignetes Losungsmittelda sie ausschlieRlich unpolare Amine und im
Falle von chiralen Aminosauren die jeweiligen Methylester verwendeten. Auf Grund des
Substitutionsgebotes sowie der hohen Blaritat der in dieser Arbeit untersuchten ungeschitzten
Aminosauren fur die Synthese der Maimid-Dipeptidbausten wurde Acetonitril als geeignetes
Lésungsmittel fur die Imidbildung identifiziert. Die relativ hohe Polaritdt von Acetonitril sowie
der nahezu identische Siedepunkt von 82C, im Vergleich zu Benzol mit 8€C, liefern

vergeleichbare FReaktionsbedingungenzu den vonToRUet al. beschriebenen.

R 0
ZnBr, (1 eq.), R
_ _OH __HMDS (5eq)
* HN "HOAG, RT, 12h | N
g oy  MeCN, 80°C, 4h OH
o O

66a: R = Bn (L-Phe), 99% - 999
66b- R = Bn (0-Phe), 76% o 9%
64 66a-c 67a-c 66¢c: R = Me (D-Ala), 67% 68a-c

Schema?20: Darstellung von Mal=Xaa DipeptidbausteineB8a-c mit chiralen a-Aminosauren66a-c nach der von
Toruet al. entwickelten Synthesemethodezum Ringschluss deMaloylzwischenstufe67a-c mit HMDS und ZnBg als

LEwIS Saurel187]

Der zugrundeliegende Mechanismugur die HMDS vermittelte Imidbildung wurde bis heute
nicht eindeutig geklart. Dennoch steht fest, dass durch die Zugabe einkEwISSaure, wie in
diesem Fall Zinkbromid, die Elektrophilie desMaloyl-Carboxylates erhdht. Weiterhin schlagen
ToRruetal. vor, dassdas so aktivierte Carboxylatintermediar durch die Ubertragung einer
Trimethylsilylgruppe des HMDS ein Trimethylsilylester bildet.i2881 Die Triebkraft fir die
Ubertragung der Silylgruppe des HMDS auf das Carboxylat ist in der (&6 kcal/mol starkeren
SauerstoftSilicium-Bindung  begriindeti8dl  Unter thermischer Deoxysilylierung und
gleichzeitigemnukleophilen Angriffs das AmidStickstoffs wird danndas Imid gebildet Arbeiten
von CGRuBBetal. sowie VORBRUGGERtal. zeigten, dass die Triebkraft fir diesen Schrittlie
Ausbildung desthermodynamisch stabileren Disiloxan oder Trimethylsilanol ist.[190.191] Diese
Beobachungen erklarenauch, warum bei Raumtemperatur selbst bei Zugabe von Zinkbromid
und HMDS keine Reaktion beobachtet werden kannWeiterhin werden auf Grund des freien

GTerminus der hier verwendeten a-Aminosauren66a-c mindestens zwei Aquivalente HMDS
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bendtigt, da auch detGTerm der MaloytZwischenstufe einen Silylester bilden kannder bei der

wassrigen Aufarbeitung wieder hydrolysiert wird. Die in Schem&0 gezeigten

Reaktionsbedingungen stellen die optimierten Bedingungen dar, die fir alle-Aminosauren

ohne funktionelle Gruppen in der Seitenkette angewandt werde konnen. Fir die Synthese von
seitenkettenfunktionalisierten Maleimiden sei an dieser Stelle auKapitel 3.3.1.4.1 verwiesen.
Diese &dufRerst milde Methode zur Darstellung von Imiden ermdglichte es diea-chiralen

Maleimid-Dipeptidbausteine Mal=Phe8a, Mal=phe68b und Mal=ala68c, in reproduzierbar

guten bis sehr gutenAusbeuten zwischen 67% und 99% u erhalten. Eine Racemisierung wurde
in keinem der Falle beobachtet.

Um die stark elektronendefiziente Doppelbindung der Maleimid-Dipeptidbausteine wahren der

Festphasenpeptidsynthese vor Nebenreaktionen wie eineMICHAEL-Addition durch den freien

N-Terminus des am Harz gebundenen Peptides oder anderen Nukleophilea schiitzen wurde

diese nach dervon GRANDAsetal. entwickelten Methode mit Furan in einer DIELSALDER

Reaktion (DA) geschitzt (s.Schema?l).841921 Da die retro-DIELSALDERReaktion zur

Entschiitzung der furangeschitzen Maleimide erst bei 110°C vollstardig ablauft, wurde

zusatzlich noch die DIELSALDERReaktion mit Dimethylfuran als mogliche Schutzgruppe

untersucht, die eine vollstandige Entschitzungei 90 °C erméglichen sollg4]

0 O 0 o) o
o W Y
N * - | N * _—
R MeCN, 60°C, 24h oH CHCls, 36°C, 4d
quant. o O quant.
61: R =H (Gly)
68a: R = Bn (L-Phe)
68b: R = Bn (D-Phe)
68c: R = Me (D-Ala) 61a
69a 61, 68a-c 70a-c

Schema?2l: DIELsALDERReaktion der MaleimidDipeptidbausteine 68 und 61 mit Furan (rechts) oder Dimethylfuran

(links) zur Schutzung der MaleimidDoppelbindungum Nebenreaktionen wahren der SPPS zu vermeidé.193]

Die von GRANDAetal. puplizierten Reaktionsbedingungen konnten ohne Anderung auf die
Maleimide 68a-c Ubertragen werden. Nur eine Anpassung der Reaktionszeiten wurde
vorgenommen, um das thermodynamischeexoProdukt der DIELSALDER Reaktion70a-c zu
erhalten. Alle Reaktionen verliefendabei quantitativ. Jedoch wurde nach der Aufarbeitung des
Dimethylfuran-Adduktes69a eine Teilweise Enschitzung der MaleimidDoppelbindung von
15% festgestellt. Es stellte sich heraus, dass die etro-DIELSALDERReaktion des
Dimethylfuran-Adduktes 69a bereits bei 40 °Cim Wasserbad des Rotationsverdampfers einsetzt
(s.Schema22). Dadurch stelltdies keine Alternative fir die furangeschiitzten Maleimide dar, da

bei der automatisierten Festphasenpeptidsynthese Temperaturen zwischen 5@ und 90°C
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abhédngig vom verwendeten Tragerharzwahrend der Kupplung sowie der FmocEntschitzung

auftreten.

H O o 0 o)
: N}OH 40°C bis 90°C | N4§;Ph 70°C bis 110°C OH
B “—pn DMSO OH DMSO “—pn
H o o O
69a 68a 70a

Schema?22: Untersuchungen zur retro-DIELSALDERReaktion der DIELsALDERAddukte 69a und 70a. Bei dem
Dimethylfuran-Addukt 69a tritt schon bei sehr niedrigen Temperaturen ab 40C eine Riickreaktionvon bis zu 15%
auf, wodurch esnicht geeignet ist in der Festphasenpeptidsynthese eingesetzt zu werden, da bei der automatisierten
SPPS Temperaturen zwischen 50C und 90°C, abhangig vom Tragerharz, erreicht werden kénnen.

Aus diesem Grund wurden ausschlieBlich die FuraAddukte 70a-c in  der
Festphasenpeptidsynthesezur Darstellung der linearen PréakursorPeptide fir die zyklischen
Modell-Hexapeptide verwendet, da hier eine retreDIELSALDERReaktion erst oberhalb von
70 °C eintritt.[65] Obwohl die Temperaturen fir eine vollstandigeretro -DIELSALDER Reaktion fur
die FuranrAddukte mit 110-120 °C sehr hoch ist, wurde keine Raemisierung der Maleimid

Dipeptidbausteine beobachtet.

3.1.2 Synthese von Fmoc-L-allo -Thiotrityl -Threonin und Fmoc -L-Thiotrityl -Threonin

Um den konformationellen Einfluss von Stereozentren in Nachbarseft zu einem
Succinimid-Thioether innerhalb des Peptidriickgrates zu Untersuchen, wurde eben der zuvor
Diskutierten Synthese der a-chiralen Maleimid-Dipeptide, als zweiter Ansatz das Einflihren
einer Methylgruppe an derb-Position der CysteinSeitenkette untersucht.Der damit verbundene
Aufbau eines Stereozentrumsan der CysteinSeitenkette, die sich nach der Ausbildung des
Succinimid-Thioethers innerhalb des Peptidrickgrates befindet, fihrt zu einer

konformationellen Einschrankungund ermdglicht dadurch eine weitere Rigidifizierung.

WSTrt OH STrt
SR — — OH
FmocH%( HgNj;(OH FmocHNj;(
O O

o

Fmoc-L-allo-Thiotrityl-threonin Fmoc-L-Thiotrityl-threonin

L-Threonin
72 71 73

Schema?23: Darstellung der SPP&ompatiblen Fmoc Thiothreoninderivate 72 und 73 ausgehend von.-Threonin 71.
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Die daraus resultierenden Thiothreonin-Derivate72 und 73 sollten ausgehend von
L-Threonin71 als festphasenkompatible = FmoeAminosduren  synthetisiert  werden
(s. Schema23). Synthetische Zugange zu den beiden Diastereomerait einer D-Konfiguration

am a-Stereozentrum wurden im Rahnen dieser Arbeit nicht untersucht.

3.1.2.1 Fmoc-L-allo-Thiotrityl -Threonin

Die Synthesehin zum freien L-allo-Thiothreonin wurde erstmals von CHENet al. beschrieben(194
Die Schlusselschrite dieser Syntheseoute sind die Bildung und anschlieRendestereoselektive
Offnung eines L-Threoninyl-4-lactons. Durch Anpassungder Schutzgruppenstrategie sollte
basierend auf diesen Ergebnisserine Synthesstrategie zur Darstellung des SPR&ompatiblen
Fmoc und Trt-geschitzten Thiothreonin derivates72 erarbeitet werden.

Im ersten Schritt wurde hierfir das primare Amin des L-Threonins 71 unter basischen
Bedingungenmit Di-tert-butyldicarbonat in Anwesenheit von Diisopropylethylamin umgesetzt,
wodurch die AminosdureN-BocL-Threonin 74 in 81% Ausbeuten erhalten wurde. Die
anschlielende b-Lacton-Bildung wurde durch Zugabe desKupplungsreagenzes HOBtzur
Aktivierung der Carboxylgruppe realisiert. Hierzu wurde die Bocgeschiitzte AminosaureZ4 in
Dichlormethan geldst und nach der Zugabe von Triethylamin und HOBt fur 1R bei
Raumtemperatur rihren gelassen. Nach der saulenchromatogphischen Aufreinigung konnte

das b-Lacton 75 in 60% Ausbeute erhalten werden (sSchema24).

OH R) «SAc
® HOBt, NE 7 o
(S) OH , t3 KSAc R) OH
BocHN DCM, RT BocHN'® Yo DMF, RT BocHN
o] 60% 84% o]
d.r. >99%
74 75 76

Schema?24: Schlusselschritte der Synthese von Fmecallo-Thiotrityl -Threonin 72. Bildung des b-Lactons75 mit
Hilfe des Kupplungsreagenzes HOBt und anschlieBende regimnd stereoselektive Rngdffnung mit Kaliumthioacetat

zum N-Boc-S-acetyl-L-allo-Thiothreonin 76.

Der wichtigste Schritt in der Syntheseroute ist die regiound stereosekektive Ringdffnung des
b-Lactons75. Auf Grund des anbidenten Charakters des b-Lactonskdnnen Nukleophile geman
dem HSAB-Prinzip sowohl am b-Kohlenstoffatom als auch dem CarbonylKohlenstoffatom
angreifen. Zur néleren Untersuchung der Selektivitat von verschiedenen Nukleophilen wurden
hierzu von PaNSAREet al. Studien an unterschiedlichenb-Lactonen durchgefiihrt.[1951 CHENet al.

identifizierten fur den gpeziellen Fall des Threoninyb-Lactons Kaliumthioacetat als
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geeignetes Reagenz zur selektiven Ringoffnunfpa das Thioacetat ein weiches Nukleophil
darstellt, erfolgt der Angriff rickseitig am b-Kohlenstoff des Lactons nach einem
S\2-Mechanismus unter Inversion der relativen Konfiguration des Stereozentrums
(s. Schema24). Zur Durchfihrung wurde das b-Lacton75 unter Schutzgas in DMF geldst und
nach der Zugabe von Kaliumthioacetat flr 2# bei Raumtemperatur rithren gelassen. Nach der
Aufreinignung konnte N-Boc-Sacetyl-L-allo-Thiothreonin 76 in 84% Ausbeute als gher
Feststoff isoliert werden. Das Vorhandemsein von nur einem Signalsatz intH-NMR Spektum
zeigt, dass die Ringoffnung stereoselektiv undegioselektiv abgelaufen ist, da bei einem
nukleophilen Angriff des Thioacetates von der Vorderseite an dasb-Lacton75 ein
diastereomeres Produkt zur Verbindury 76 zur Folge hatte und imH-NMR Spektrum einen
zweiten Signalsatz erursachen wirde. Um weiterhin aiszuschlie3en, das sich wéahrend der
vorangegangenen Reaktionen durch Epimerisierung des a-Stereozentrums Enantiomere
gebildet haben, die imtH-NMR Spektum nicht voneinander unterschieden werden kénnen,
wurde die Aminosaure76 in einer Kupplungsreaktion mit Pherylalaninmethylester in
Gegenwart von HOBt zum Dipeptid umgesetzt. Hierdurch werden wieder Diastereomere
gebildet, die dann im1H-NMR Spektrum und ach im HPLCGChromatogramm voneinander
unterscheidbar sind. Auch hier konnte kein zweiter Signhalsatz identifiziert werden, woratin
die Verbindung mit einem Diastereomereniiberschuss(d.r) von >9% charakterisiert werden
kann.

Um das ThiothreoninDerivat 76 in der SPPS mit Fmo&trategie einsetzen zu kénnen muissen
die Schutzgruppen am N-Terminus und der Seitenkette ausgetauscht werden. Fir die
Seitenkette sollte die TritykSchutzgruppe eingefiihrt werden, die auch bei komerziell
erhaltlichen FmocCystein ab Schutzgruppe fir das Thiol dient und zusammen mit allen
anderen Schutzguppen am Ende der Synthese im diren mit TFA abgespalten werden
kann [196,197]

Um dies zu bewerkstelligen wurdeN-Boc-S-acetyl-L-allo-Thiothreonin 76 in Methanol geldst
und mit einer 1M Lithiumhydroxid -L6sung versetzt, um das Thioacetat in der Seitenkette zu

verseifen. Dasfreie Thiol konnte nach wassriger Aufarbeitung quantitativ als gelbes Ol erhalten

werden.
1) LIOH (1 M), 1)Ilr-':\0|;’h o
\SAc MeOH, 2 h, RT SH oh,
o 2) TIPS (1.6 eq), TFA o 2) Fmoc-OSu, KHCO; S wSTrt
® o DCM, 1 h, RT . R oH Dioxan/H,0, RT, 4h 9 on
BocHN 98% H2N 48% FmocHN
O (0] le}
76 77 72

Schema?25: Einfuhren der SPPSKompatiblen Schutzguppen zur Darstellung von FmoeL-allo-Thiotrityl -Threonin 72.
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Da die Einflhrung der TrityFSchutzgruppe mit Triphenylmethanol (Trt-OH) im Suren unter
Su1-Bedingungen ablauft, wurde zuvor dieN-terminale Boc-Schutzgruppe ebenfalls unter
sauren Bedingungen in TFA abgespalten. Damit das freie Thiol in der Seitenkette als starkes
Nukleophil keine Nebenreaktion mit dem entsteheden tert-Butylkation bzw. Isobuten wahrend
der Entschiitzung der BoeSchutzgruppe eingeht wurden 1.6eq TIPS alsscavenger zur
Reaktionsmischung  hinzugegeben (s.Schema25). Hierdurch wird eine mogliche
tert-Butylierung des Thiols unterdriickt und die Ausbeuten gesteigert. Difreie Aminoséaure77
wurde ausgehend vonN-Boc-Sacetyl-L-allo-Thiothreonin 76 in 98% Ausbeute als blassgelber
Feststoff erhalten. Diese wurde in TFA ldst und mit Triphenylmethanol umgesetzt. Nach
5 Stunden bei Raumtemperatur wurde mittels!H-NMR ein quantitavier Umsatz festgestellt.
Nach entfernen des Lodsunsmittels wurde die zwitterionische, Trityl -geschitzte
Aminosaureohne weitere Aufaibeitung in der FmocSchitzung des freien N-Terminus
eingesetzt. Diese wurde im Bsischen mit FmoeOSu als Reagenzn einem 3:2 Gemisch aus
Dioxan und Wasser als Losunsgmittel, realisiert (§chema25). Nach saulenchromate
graphischer Aufreinigung konnte der SPP&ompatible Baustein
FmocL-allo-Thiotrityl -Threonin 72 in 48% Ausbeute als farbloser Feststoff erhalten werde
Dieser kann ohne Einschrankungen in der SPPS eingesetzt werden und bleibt auch in Lésung fur
zwei Wochen stabil.Die Gesamtausbeute Ubesieben Stufen betragt 19% und es sind nur zwei
saulenchromatographische  Aufreinigungen notwendig. Hierdurch eignet ich diese
Syntheseroute sehr gut zur Darstellung des gewiinschten ThiothreoniDerivates72. Auch eine
Durchfiihrung im Multigramm Malf3stab ist bei den hier verwendeten Reagenzien kein Praish.
Weiterhin ist dieser hier entwickelte Zugang zu Thiothreonin durb die Verwendung der
Boc-Schutzgruppe deutlichkostengulnstiger als die vornCHENet al. ausgearbeitete Syntheseroute
mit der NVOGSchutzgruppe.

3.1.2.2 Fmoc-L-Thiotrityl -Threonin

Fur die Darstellung des FmocL-Thiotrityl -Threonins 73 sind in der Literatur keine Synthesen
ausgehend von L-Threonin bekannt. Es sind lediglich Syntheserouten ausgehend von
L-allo-Threonin Uber eine Aziridin-Zwischenstufebeschriebenl94 DaL-allo-Threonin jedoch mit

x 1 1t T @il §ghr teures $artmaterial fir die Synthese ist, sollte eine Syntheseroute ausgehend
von L-Threonin (1007 ¢ q AT Ox E A E A Ida® EdwkALSTAréohis 71 @né @A Produkt 73
der geplanten Synthesdetrachtet, fallt auf, dass die relative Stereokonfiguratiorrhalten bleibt
(s. Schema23). Daher wurde eine Syntheseroute entwickelt, die alsSchliisselschritt eire

doppelte Stereoinversion des Stereozentrums amb-Kohlenstoffatom der Aminosdure zur
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Einfuhrung des Schwefelatoms, beinhalte{s. Schema26). Um Nebenreaktionan der anderen
funktionellen Gruppen wéahren der Synthese zu vermeiden, wurde Threonin 71 N-terminal mit
einer BocSchutzgruppe, analog zu Kap..1B2.1, geschiitzt und deG-Term in einer Veresterung

mit Acetylchlorid in Methanol quantitativ in den Methylester 78 Uberfihrt.

OH ol SAc
R, S,
® s I, PPh3 Imidazol © KSAc ®
) 0O , , R o e e R0
BocHN ™ DCM,RT, 18 h BocHN ™ DMF, RT, 18 h BocHN ~
o) 23% o) 83% o)
d.r. >99%
78 79 80

Schema?26: Schliisselschritte der Synthese von FmagcThiotrityl -Threonin 73. Die notwendige doppelte
Stereoinversion am b-Kohlenstoffatom zur Einflhrung des Schwefelswurde durch eine AppEl-Reaktion mit
elementarem lod und anschlieBender &-Reaktion des lodids79 mit Kaliumthioacetat als Nukleophil hin zum

N-Boc-S-acetyl-L-Thiothreonin 80 erreicht.

Ausgehend von deN- und Gterminal geschitzten Aminoséaure/8 wurde die erste Inversion des
Stereozentrums am b-Kohlenstoffatom durch eine APPEL-Reaktion mit elementarem lod
realisiert. Das geschitzte ThreonirDerivat 78 wurde unter Schutzgas in Dichlormeitan geldst
und zu einer Losung aus elementarem lod, Triphenylphosphin und Imidazol in Dichlormethan
getropft. Nach 18 Stunderunter riihren bei Raumtemperatur wurde das Lésungsmittel entfernt
und der Rickstand saulenchrmatographisch aufgereinigt Das Produkt 79 konnte dabei als
farbloses Ol mit einer Ausbeute von 23%rhalten werden. Die schlechterAusbeuten auf dieser
Stufe kénnen durch die EzZEliminierung als Nebenreaktion erklart werden, die durch die
antiperiplanare Anordnung der Substituenten begiistigt wird. Das entstehende Nebenprodukt
Dehydrothreonin wird weiterhin durch die Ausbildung eines Enonsystems stabiliert, wodurch
auch hier das Gleichgewicht audie Seite des Nebenprodukteserschoben wird. Auf Grund der
hohen Instabilitat konnte Verbindung 79 nicht gelagert werden und wurde direkt weiter in
einer S2-Reaktionin DMF mit Kaliumthioacetat als Nukleophilunter erneuter Stereoinversion
am b-Kohlenstoffatom umgesetzt. Nach saulenchromatischer Aufreinigung konnte
N-Boc-S-acetylL-Thiothreonin 80 in 83% Ausbeute als braunes Ol isoliert werden. Das
1H-NMR-Spektrum zeigte auch hier keinen zweita Signalsatz, wodurch die Verbindung mit
einem Diastereomereniberschuss(d.r) von >99% charakterisiert werden kann (sKap.6.3.2.2).
Ausgelend von der vollstdndig geschiuien Aminoséure80 sollte im néchsten Reaktionsschritt
zeitgleich das Thioacetat in der Seitenkette und deGterminale Methylester verseift werden.
Jedoch konntebei der Umsetzung von80 mit anorganischen Basen wie LIOH (#1) und
NaOH(1 M) in Methanol oder THF nicht das gewlnschte, doppelt verseifte Produkt isoliert

werden. Neben dem Eminierungsprodukt Dehydrothreonin  und weiteren nicht
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identifizierbaren Nebenprodukten konnte weiterhin eine Epimerisierungim H-NMR-Spektrum
beobachtet werden. Um diese Nebenredbnen zu vermeiden wurde die Verseifung des
Thioacetates selektiv unter neutralen Bedingungen mit Tetraethylammoniumcyanid
durchgefuhrt (s.Schema27). Die Methode zur selektiven Spaltung wurde von aliphatischen
Thioacetaten wurde vonHoLMES et al. unter der Verwendung von Tetrabutylammioniumcyanid
entwickelt.[1% Da Tetrabutylammoniumcyanid jedoch stark hygroskopisch ist und nur unter
Luftausschluss gehandhabt werden kann, wurde fur diese Syrdse Tetraethylammoniumcyanid
eingesetzt. Dieses ist luftstabil, nicht hygroskopisch und erzielt unter den von HOLMES
beschriebenen Reaktionsbedingungen identische Resultate.Der zugrunde liegende
Mechanismus ist in Schema@7 dargestellt. Das Cyanidior8B6 greift nukleophil am
CarbonytKohlenstoffatom des Thioesters880 unter Bildung des Acetylcyanid81 und dem
Thiolat 82 an. Das Thiolat82 deprotoniert das Methanol aus dem Ldsungsmittelgemisch zum
Methanolat84 unter Freisetzung des Thiols83. Durch eine Umesterung wird dann
Essigsauremethylester genegrt und das Cyanidior86 wieder freigesetzt, welches fiir einen
weiteren Katalysezykus zur Verfigung stehtHoLMESet al. konnten zeigen, dass diese Reaktion
stark vom verwendeten Losumsmittelgemisch abhéngy ist, sowie von da& &aulieren
Bedingungen. So eignedich Methanol in Kombination mit Dichlormethan oder Chloroform sehr
gut und liefern Ausbeuten >80% Bei der Verwendung von THF als Kosolvens (THF/MeOH)
wurde die Bildung von Disulfiden als Nebenreaktion bobachtet Selbes wurde auch

beschrieben wenn die Reaktion nicht unter Schutzgas durchgefiihrt wurdésel
O
S
QIEE//ﬂ_N\\\jgiD

S
o)
o, —=ZuN_oN )J\ . o
BocHN ~ MeOH/CHClj CN BocHN
o]

1:1
0O
80 81 82

MeOH
o)
) )j\
CN + o~ SH
86 85
O o
MeO + BocHN ~

O
84 83

Schema?27: Der von HoLmEsetal. postulierte Reaktionsmechanismus zur selektiven Spaltungles aliphatischen

Thioesters 80 mit Tetraethylammoniumcyanid in Gegenwartvon Methanol[198]

Durch die Reaktion von Tetraethylammoniumcyanid mit der vollstandig geschutzten
Aminosaure80 in einem 1:1 &misch aus Chloroform und Methanol konnte das freiThiol 83 in
quantitativen Ausbeutenals braunes Olerhalten werden. Durch einfach wassrige Aufarbeitung

ist hier keine saulenchromatographsch Aufreinigung notwendig. BemerkenswerterWeise ist
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das Thiol Gber langere Zeit in Lésungsmiel stabil und zeigt keine endez zur Disulfidbildung.
Auch bei der folgenden Abspaltung der BeBchutzgruppe wurde keinetert-Butylierung des
Schwefels beobactet, wenn kein scavenger zum Abfangen des tert-Butylkations der
Reaktionsmischung zugefihrtwurde. Die Nukleophilie des Schwefels von-Thiothreonin ist im
Vergleich zumL-allo-Thiothreonin deutlich herabgesetzt. Das freie Thiol wurde dann analog zu
der in Kapitel 3.1.2.1 beschriebenen Methode mit Triphenylmethanol in TFA als Losungsmittel
umgesetzt (s.Schema28). Auf Grund der zuvor beobachteten Labilitdt des Aminosaurebausteins
gegeniber anorganischen Basen wurdeed freie N-Terminus mit Fmoc-Cl in Gegewart von
DIPEA als Baseaind nicht, wie zuvor zur Synthese ded-allo-Thiothreonins beschrieben mit
FmocOSu und Natriumhydrogencarbonat umgesetzt. Nach s&ulenchromatographischer
Aufreinigung konnte der vollstandig geschiitzte Aminosaurebaustei®7 in 58% Ausbeute als
farbloser Feststoff isoliert werden. Eine besondere Herausforderung bestand nun darin den
Methylester selektiv in Gegenwart einersaurelabilen (Trt) und einer basenlabilen (Fmoc)
Schutzgruppe zu verseifen. Als geeignetes Reagenz zeigitth das vonNICOLAOet al. erstmals
zur Methylester-Verseifung beschriebene Trimethylzinnhydoxid!®®l Auf Grund der neutralen
Reakionsbedingungen wind der hohen ®lektivitat des Reagenzes fiir Methylester, konnte das
finale Produkt FmocL-Thiotrityl -Threonin 73 auf dieser Stufe in quantitativen Ausbeuten als

farbloser Feststoff erhalten werden(s. Schema28).

1) Trt-OH,
SH TFA, 5h, RT STrt STrt
(R) 2) Fmoc-ClI, DIPEA (R) (R)
® o DCM,0°C->RT, 16h _ ® o Me3;SnOH > R oH
BocHN ~ 58% FmocHN ~ DCE, 70°C,8h FmocHN
0 0 quant. o)
83 87 73

Schema?28: Einfiihren der SPPSompatiblen Schutzgruppen und finale Verseifung des Methyleste8 mit
Trimethylzinnhydroxid zur Darstellung von FmocL-Thiotrityl -Threonin 73.

Dennoch hat die Verwendung von Trim#ylzinnhydroxid zwei Nachteile: es ist ein stark
toxisches Reagenz, was einen sorgsamen Umgang erfordend die Abtrennung des nach der
wassrigen Aufarbeiteung entstehenden Stannans ist selbst nach sdulenchromatographischer
Aufreinigung nicht vollstdndig. Da das Stannan aber keie Folgereaktionenin der SPPS
beeintrachtigt konnte die Aminoséure in der Rptidsynthese eingetzt werden.

Somit ist des die erste erfolgreiche Synthesroute fir FmocL-Thiotrityl -Threonin 73 ausgehend
von L-Threonin. Die Gesamtausbeute betragt 10% (dber acht Stufen mit vier
saulenchromatographischen Aufreinigungen. Unter den Synthesebedingungen zur Darstellung
der zyklischen Hexapeptidedurch eine retro-DA und anschliel3eder MICHAEI-Addition bei

120 °C zeigte sich jedoch, dass die Aminosaure nicht stabil ist und das gewinschte Peptid nicht
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isoliert werden konnte. Die Anwendung von73 ist daher auf die klassische SPPBegrenzt
(s.Kap.3.3.1.3.1) In Schem&9 sind alle Stufen fir den synthetischen Zugang zu den
Thiotreonin-Derivaten 72 und 73 ausgehend vorL-Threonin 71 zusammengefasst.

OH
®)
® _oH
1) Boc,0 HoN 1) AcCl, MeOH
2) HOBt o) 2) Boc,0
L-Threonin
" OH
0 R)
¢ o
BocHN
BocHN ® (0]
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Schema?29: Zusammenfassendes Reaktionsschema aller Stufeler beiden Synthesen vonFmocL-allo-Thiotrityl -

Threonin (Kap. 3.1.2.1)Jund FmocL-Thiotrityl -Threonin (Kap. 3.1.2.2), ausgehend vorxThreonin.




Synthese der zyklischen Hexapeptide

3.1.3 Synthese der zyklischen Hexapeptide

Fur die Synthese der zykschen Hexapeptide wurden zunachst mit Hilfe der vVOMERRFIELD
entwickelten Festphasenpeptidsynthese mit der Fmoc/Bu Strategie, lineare precursor Peptide
synthetisiert, die Gterminal eine Thio-Aminosaure (Cys, cys, Tht) sowieN-terminal ein
furyl-geschitztes Maleimid (61a, 70a, 70c) enthalten. Die Synthese dieser Peptide wurde
ausgehend von 2Chlortritylchlorid -Polystyrol Harz (2-CTGPS) das mit denentsprechenden
Thio-Aminosauren vorbeladen wurde (s.Kap.6.2 AAl), unter Standardbedingungen an einem
mikrowellenunterstitzten LIBERTYBLUE Peptidsynthesizer der Firma CEM(s.Kap. 6.2 AA6) in
einem 0.1 mm Ansatzdurchgefihrt (s. Schema30). Zum Abspalten der linearen Vorlauferpeptide
vom Tragermaterial wurde das Harz mit einer Mischung aus TFA und TIPS (96:4) fur vier
Stunden behandelt. Die hohe Zispanne ist notwendig um eine wllstdndige Entschiitzung der
Tritylschutzgruppe der Thioaminosauren zu gewahrleisten. AnschlieBend wurde das Peptid in
kaltem Diethylether gefallt. Nach Tocknen des Peptides am Feinvakuum wurdelies ohne
weiter Aufreiningung in der Zyklisierung eingesetzt In der vorangegangenen Masterarbeit
konnte bereits gezeigt werden, dass die Zyklisierung der Hexapeptide in einesnepot
retro-DIELSALDERReaktion mit anschlielender thieMICHAEL-Addition in n-Butanol als

Losungsmittel erfolgreich durchgefiihrt werden kann[165.166]
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Schema 30: Synthese derzykliscﬁen Hexapeptide91-95, ausgehend vBrﬁZ-CTGHarz, das mit den entsprechenden
Thio-Aminosauren vorbeladen wurde88-90. Die Festphasenpeptidsynthese der linearen Vorlauferpeptide wurde an
einem mikrowellenunterstutzten LIBERTYBLUE Peptidsynthesizer durchgefuhrt. Das lineare Peptid wurde nach der
Abspaltung vom Trégerharz (TFA/TIPS; 96:4) ohne weitere Aufreinigung in der Zyklisierung eingesetzt. Diese tritt bei
120 °C in verdinnter Lésung mit einer Konzentration von Inm nach einer retro-DA-Reaktion der furyl-geschiitzten

N-terminalen Maleimide, durch den nukleophilen Angriff des Thiols an die Maleimioppelbindung ein(16é]
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Um die Bildung von Oligomeren wahrend der Zyklisierung zu vermeiden, wurde diese mit einer
Peptidkonzentration von 1-3mm durchgefthrt. Die Verwendung von n-Butanol als
Losungsmittel fur diese Reaktion hatdabei zwei Vorteile: der Siedepunkt von 118°C stimmt
genau mit der erforderlichen Temperatur fUr die retro-DIELSALDERReaktion Uberein unddurch
den relativ geringen Dampfdruck kann das LoOsugsmittel einfach und schnell durch
Umkondensieren entfernt werden. Wahrend der Zyklisierung wird Furan freigesetzt, dass auf
Grund seines nédrigen Siedepunktes von 32C aus der Reaktioslésung ausgetridben wird. Der
nukleophile Angriff des Thiols an die nach der retrdDA-Reaktion wieder zugéanglichen
Maleimid-Doppelbindung kann sowohl aus dem wrderen als auch aus dem hinteren Halbraum
stattfinden, wodurch die Bildung von zwei Diastereomeren Hexapeptidemoglich ist. Die
Auswertung der analytischen HPL&hromatogramme der zyklisierten Peptide vor der

Aufreiningung zeigte in allen Fallen ein nahezu 1:1 Verhaltnis debeiden Diastereomere
(vgl. Abbildung 18).

diastereomer 1  diastereomer 2
140+ (DS1) (DS2)

[Suc=Gly-Gly-Hot=Tap-Tht]
120 [ [

100 R A
] (

80 | \“l

mAu

60 ‘ \ ’ ‘
40

20 T

t [min]

Abbildung 18: RP-HPLCGChromatogramm desRohpeptides95 nach der Zyklisierung. Die beiden DiastereomeDPS1
und DS2, die durch die thieMicHAELAddition gebildet werden, unterscheiden sich deutlich in ihrer Retentionszeit und
kdnnen somitmittels paparativer RR-HPLC vorinander getrennt werden.

Dieser Befund zeigt, dass die bereits vorhanden Stereozentren innherhalb der daren
Vorlauferpeptide keinen Einfluss auf die Stereoselektivitdt fiir denintramolekularen
nukleophilen Angriff des Thiols am Maleimid aufweisen.Weiterhin war ersichtlich, dass die
hohen Temperaturen wéahrend der retreDA-Reaktion keine Epimerisierung der vorhanden
Stereozentren innehalb des Peptides zur Folge haberwomit sich diese Methode sehr gut eignet
um zyklische Hexapeptide darzustellenDie beiden Diastereomere dergweiligen Hexapeptide

wurden mittels praparativer RPHPLC voneimander getrennt und mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie weiter untersucht.
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3.1.4 Konformationsanalyse de r zyklischen Hexapeptide

Nach Trennung der Diastereomere der zykbchen Hexapeptide wurde eine
Konformationsanalysemit Hilfe von 2D-NMR-Experimenten durchgefihrt Trotz der signifikant
unterschiedlichen Signalsitze der einzelnen Diasteomerenpaare konnten keine
charakteristischen chemischen Verschiebungen, Kopplungskonstanten oder N®Bntakte
identifiziert werden, die es erlauben wiirden eine Aussage Uber die Stereokonfiguration am
Succinimid-Ring treffen zu kdénnen. Ach Kristallisationsversuche der Hexapeptide blieben
erfolglos. Aus diesem Grundwerden die zyklischen Hexamptide im Folgenden gemaf ihrer
Retentionszeit im RPHPLCGChromatogramm mit Diastereomerl (DS1) fir das polarere und
somit friiher eluierende Hexapeptid bzwDiastereomer2 (DS2), fir das unpolarere Hexapeptid,
bezeichnet. In den Abbildungen 19 und 20 werden die 'H-NMR-Spektren im aliphatischen
Bereich zwischen 2.30 und 5.6@pm der jeweils ersten bzw zweiten Diastereomere

miteinander verglichen.
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Abbildung 19: Vergleich der *H-NMR-Spektren (500 MHz, 300K, DMS@) im aliphatischen Bereich der jeweils
ersten Diastereomere aller zyklischen Hexapeptide. Die diastereotopen Protonenpaare sind farblich hinterlegt und

verdeutlichen die charakteristische Signaldispersion.
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Abbildung 20 : Vergleich der tH-NMR-Spektren (500 MHz, 300K, DMS@) im aliphatischen Bereich der jeweils
zweiten Diastereomere allerzyklischen Hexapeptide. Die diastereotopen Protonenpaare sind farblich hinterlegt und

verdeutlichen die charakteristische Signaldispersion.

Die insgesamt betrachtete groReAhnlichkeit in den chemischen Verschiebungen der Signale
offenbart bei genauerem Btrachten insbesondere beider Dispersion der diastereotopen
Protonen signifikante Unterschiede. Tabelle 3 gibt einen Uberblick iiber dignterschiede und
Gemeinsamkeiten beziglich dr diastereotopen Protonenpaare aller zyklischen Hexapeptil
die das Suc=GtStrukturmotiv beinhalten. Hierbei lassen sich deutliche Trends fur die

Dispersion der diastereotopen Protonenpaare erkennen.

Tabelle 3: 3 YWerte [ppm] der diastereotopenProtonenpaare aller Hexapeptide(93-95) mit Suc=GlyMotiv.

D-Cys D-Cys L-Cys L-Cys Tht Tht
Proton Suc=Gly Suc=Gly Suc=Gly Suc=Gly Suc=Gly Suc=Gly
94-DS1 94-DS2  93-DS1 93-DS2 95-DS1  95-DS2
Hot=Tap-2H 0.35 0.19 0.26 0.15 0.23 0.11
Gly-1H 0.71 0.14 0.74 0.23 0.86 0.50
CysrH 0.24 0.20 0.17 0.12 - -
Suc=Gly H 0.30 0.14 0.36 0.15 0.12 0.57
SucrH 0.28 0.50 0.44 0.42 0.47 0.65
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Konformationsanalyse der zyklischen Hexapeptide

Besonders interessant ist dabei die teils deutlich gréRere Dispersion der diastereotopen
Protonen der DS1Diastereomere imVergleich zu den Werten der DSHexapeptide. Dies spricht
fur eine starkere Population und somit stabilere Vorzugskonformation dieser Hexapeptide.
Weiterhin zeigen nur die Diastereomere derHexapeptide (93, 94) mit dem flexiblen Cys/cys
Suwe=Gly-Motiv (vgl. Abbildung 17) innerhalb des Peptidrickgrateseinen konsistenten Trendder
Dispersion. Fir deses Peptide kann die allgemein gulltiggAussage fir die diastereotope
Aufspaltung aller diastereotopen Protonenpaare 31 $ 3 p € farmuBed ¢werd en.
Bemerkenswerter Weise kehrt sich dieser Trend drch das Einfuhren eines weiteren
Stereozentrums in GTerminaler Nachbarschaft zum Succiniid-Ring, wie es bei dem
Tht-Hexapeptid95 der Fall ist, nur fur die diastereotopen Protonenpaare der
Suc=GlyDipeptideinheit um. Dies deutet auf eine signifikante Anderung in der raumlichen
Vorzugskonformation des SuccinimieRings bei den Diastereomerenlieses Hexapeptidedin.
Durch die Einfuhrung einer Suc-b-Xaa Dipeptideinheit (Xaa=phe, ala) in die zyklischen
Hexapeptide sollte eine zusatzliche Stabilisierung der Konformation erreicht werden.
Uberraschenderweise zeigte die Auswertung detH-NMR-Spektren, dass diePeptide 91 und 92
die im Vergleich zu allen anderen zyklischen Hexapeptidef®3-95) durchschnittlich geringste
Disperision der diastereotopen Protonenpaare aufweisen (sTabelle4). Weiterhin zeigendiese
Peptide genau wie schon das THHexapeptid95 keine konsistenten Trends beziglich der
Dispersion. Jedochbesitzen die ersten Diastereomere der Hexapside 91 und 92 die mit
Abstand groRten Werteflr die diastereotope Aufspaltungbei den Succinimid-b-Protonen. Dies
deutet auf einen starken Einfluss desb-konfigurierten Stereozentrums der Suc=b-Xaa

Dipeptideinheiten auf die Vorzugskonformation desSuccinimid-Rings hin.

Tabelle 4: 3 YWerte [ppm] der diastereotopenProtonenpaarealler zyklischen Hexapeptidemit Suc=p-XaaMotiv.

L-Cys L-Cys L-Cys L-Cys
Proton Mal=phe Mal=phe Mal=ala Mal=ala
92-DS1 92-DS2 91-DS1 91-DS1
Hot=Tap-2H 0.30 0.14 0.29 0.12
Gly-JH 0.14 0.20 0.35 0.14
CysrH 0.02 0.13 0.05 0.20
phe-r H 0.06 0.28 - -
SucrH 0.70 0.34 0.67 0.40

Leider konnte mit Hilfe vonROESYNMR-Spektren keine weitere Aussage uber die Konformation
des SuccinimidRinges getroffen werden, da weder das SugH noch die beiden SucbH

ROEKontakte zu benachbarten Protonen aufwiesen. Allerdirgy zeigte die zur Ligation
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notwendige Thioaminosaurefur die jeweiligen Diastereomere einen einheitlichen Tred in den

Seitenkettenrotameren (s. Abbildung21).
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Abbildung 21 : Auschnitte aus den ROESMMR-Spektren (500 MHz, 300K, DMSQJIG, 300ms) der Hexapeptlde94
und 95. Gezeigt sind dieROEKontakte zwischen dem Amidproton der Thioaminosdure und die Substituenten am
b-Kohlenstoffatom. Die aus den ROEKontakten resultierende Newman-Projektion der Seitenkette der
Thioaminoséure ist fur die jeweils ersten Diastereomere (DS1, links) bzwiir die zweiten Diasteromere (DS2, rechts)

identisch. Dieser Trend gilt fuir alle hier beschriebenen zyklischen Hexapeptid®1-95) [166]

Zwar kann mit Hilfe der ROESYSpektren eine eindeutige Vorzugskonformation fir die
Seitenkettenrotamere der Thioaminosauren (Cys, cys, Thtpeschrieben werden jedoch steht
diese im Kontrast zu den aus demH-NMR extrahierten Kopplungskonstanten, die bei beiden
Rotameren nahezu identiscke Werte aufweisen und sich nicht in dem Malf3e unterscheiden, wie
es fur diese unterschiedlichen Rotamere zu erwarten wardJm dennoch einen Einblick zu
bekommen, welche Konformdion von den Diasteeomeren letztendlich eingenommen wird,
wurden anhand der erhobenen NMRDaten fir das zyklische Hexapepti®3 computerbasierte
Modellrechnungen @&mulated annealing calculationg in Kooperation mit PHILIP HORX
durchgefiihrt.l166.200] Die in Abbildung 22 dargestellten Modelle der beiden Diastereomere
93-DS1 und 93-DS2 zeigen, dass der Hauptunterschied in der Ausrichtung des
Succinimid-Ringes liegt. Fur das Diast@omer mit einer (R)-Konfiguration am Siccinimid-Ring
befindet sich der b-Kohlenstoff des SuccinimidRinges oberhalb der Ebenen des

Peptidrickgrates undgegenibetiegend zumbizyklischen Hot=Tap.
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Abbildung 22: Auf NMRDaten basierte, berechnete Struktur der beiden Diastereomere des zyklischen
Hexapeptides93. Links: Struktur fur das Diastereomer mit einem (R)-konfiguriertem Stereozentrum am
Succinimid-Ring. Der 5-Kohlenstoff (blau hinterlegt) des SuccinimidRinges befindet sich oberhalb der Ebene des
Peptidrickgrates wodurch das Peptid eine wannenartige Konformation einnimmtRechts: Das Diastereomer mit
(9-konfiguriertem Stereozentrum am SuccinimidRing fuhrt zu einer sesselartigen Konformation des Peptides, bei

dem sich der&-Kohlenstoff des SuccinimidRinges unterhalb der Ebene des Peptidriickgrates befindégél

Hierdurch nimmt das Hexapeptid eine wannenartige Konformation ein. Im Falle des
Diastereomers mit einem (9-konfigurierten Stereozentrum am SuccinimidRing liegt der
b-Kohlenstoff unterhalb der Ebene des Peptidrickgrates, wodurch das Peptid eine sesselartige
Konformation einnimmt. Ein weiteres interessantes Detail liegt in den Diederwinkeln des
Succinimid-Rings. Diese liegen fur den Winkef zwischen 108° und 115° sowie I6° und 179°
fir den Diederwinkel w. Diese sind nahezu identisch mit den vo@AapPAssaetal. beschriebenen
Werten fiir die Diederwinkel des AminosuccinimidRings innerhalb eines b) Yutns
(vgl. Kap.1.3). Der signifikanteste Unterschied der Diastereomere itt jedoch erst bei einer
Langzeitbeobachtung mittels NMRSpektroskopie zu Tge. Hier offenbart sich die
Stereodynamik der SuccinimidThioether.[165.166]

3.1.5 Stereodynamik der zyklischen Hexapeptide

Bei der Beobachtung der einzelnen Diasteeomere Uber einen langeren Zeitraumtritt ein
bemerkenswertes Verhalten auf. Dieses wurde erstmal wahrend der Messung der
2D-NMR-Experimente flr das erste Diasteegomer des zyklischen Hexapejdes 93-DS1
registriert. Die Messdauer dieser Experimentdetrug insgesamt tber 12 Staden. Wahrend den

in der Messreihenfolgespater angesiedelten2D-Messungn des entantiomerenreinen Peptides
erschienein zweiter Signalsatz, der nach weiterfihrenden Analysen dem zweiten Diastereomer

93-DS2 zugeordnet werden konnte.Dieseszeitabhangige stereodynamische Verhalten wurde
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weitergehend mittels 'H-NMR-Spektroskopie Uber einen Zeitraum von 42 Tagen fir alle
zyklischen Hexapeptide untersucht. So konnt#ir das zyklische Hexapeptid®4 mit b-Cystein an
der Ligationsstelle als auch fiir das ThiHexapeptid95 dieses Verhalten beijeweils beiden
Diastereomeren nachgewiesen werden Abbildung 23 verdeutlicht diesen Befund am Beispiel

des zyklischen Hexapeptide94.

J enatiomerenreines Peptid MW

DMSO

W«»WWDiastereomerengemisch WJV\——JW

DMSO

SN N, . N T —
enatiomerenreines Peptid

[ ‘ . ; . . ; . . . ‘ ‘ . ‘ . . . . . .
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Abbildung 23: Die zeitabhangige Stereodynamikier enantiomerenreinen, zyklischenHexapeptide resultiert in einem
definierten Verhaltnis beider Diastereomere, die zuvormittels praparativer RP-HPLCvoneinder getrennt wurden.
Verdeutlicht hier anhand der Resonanzsignale der Amidprotonen irfH-NMR-Spektrum (500 MHz, 300K, DMS@&ds)
der beiden Diastereomeredes zyklischen Hexapetide94 (oben: DS2, unten: DS1).

Die Epimerisierungsrate wurde durch Integration der neuen Signalsatze imtH-NMR-Spektrum
anhand gut separierten Hot=Tap3H oder Hot=Tap-8aH Protonen als Referenzsignal fur die
Integration bestimmt.l166] |nteressanterweise zeigten alle Diastereomere der zyklischen
Hexapeptide91 und 92 mit einem Sucb-XaaBaustein innerhalb des Peptidriickgrates keinerlei
Veranderung wahrend dieser Zeitspanne. Auf diesen Sachverhalt wird spéater diesem Kapitel
noch genauer eingegangen.

Eine weitere ungewohnliche Eigenschaft der Hexapeptidalie ein stereodynamsches Verhalten
aufweisen, ist das Erreichen eines thermodynamischen Gleichgewichts zwischen den beiden
Diastereomeren bei einen Verhaltnis von DS1/DS2 mit 3:1 Dieses Verhaltnis ist konsistentur
alle hier untersuchten zyklischen Hexapeptide 943-95). Hierdurch wird deutlich, dass das
jeweils erste Diastereomer der Hexapeptide eine stabilere und dominantere
Vorzugskonformation aufgrund seiner Stereokonfiguration am SuccinimidRing besitzt.
Allerdings héngt die Epimerisierungsgeschwindigkeit zumErreichen dieses Gleichgewichds

extrem stark von der Konfiguration der restlichen Stereozentren des Peptidrickgrates ab.
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Abbildung 24 zeigt die unterschiedlichen Epimerisierungsgeschwindigkeiten debiastereomere

der hier untersuchen zyklischen Hexapeptide
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Abbildung 24: Dargestellt ist die Epimerisierungsrate aller Diastereomere der zyklischen Hexapeptid®82-95 in
Abhangigkeit der Zeit. Hieraus wird schnell ersichtlich, dass im Falle délexapeptide, die einem stereodynamischen
Verhalten unterliegen, die Stereozentren des Peptidriickgrates einen starken Einfluss auf die Geschwindigkeit bis zum
Einstellen des thermodynamischen Gleichgeiehtes bei einem Verhéltnis von 3:1zwischen den jeweiligen
Diastereomeren haben Die Diastereomere des zyklischen Hexapeptid®@2 mit dem Suco-Phe-Dipeptidbaustein sind

Uiber den gesamten beobachtien Zeitraum stabil. Gleiches trifft auch auf das Suc=Ala-Hexapeptid 91 zul166]

Werden diese Werte nun im Detaibetrachtet, zeigt sich dass die Flexibilitat des Rickgrates der
Hexapeptide weniger bedeutend ist als die Stereokonfiguration de€G und N-terminal zum
Succinimid-Ring benachbarten Stereozentren. Sbegt die Epimerisierungsrate bis zu einem
Umsatz von 50%flr das erste Diastereomer desL-Cystein Hexapepti@s93-DS1 mit dem
Suc=GlyDipeptid um den Faktor 4 hoher als fir da®-Cystein Peptid94-DS1 Interessant ist,
dass die Einfuhrung des L-allo-Thiothreonins in das Peptidriickgrat im Falle des ersten
Diasteromers 95-DS1 zwar die Epimelisierungsrate im Vergleich zumL-Cystein Hexapeptid
93-DS1 um den Faktor 2 verlangsamt aber immernoch um den Faktor 2 schneller ist als das
deutlich flexiblere D-CysteinZyklopeptid 94-DS1 Dieses Ergebnis zeigt, dass der

Tht-Baustein72 durch seinen eingeschrankten konformativen Raum die Rigiditatdes
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Hexapeptides 95 im Vergleich zu dem L-Cystein Hexapeptidd3 erhdoht und einen
stabilisierenden Effekt auf die Konérmation hat. Dennoch hat die Stereokonfiguration des
a-Stereozentrums der Thioaminosédure einen noch starkeren Einfluss auf die
Epimerisierungsgeschwindigkeit. In Tabelle 5 sind die Epimerisierungszeiten fir alle

Diagereomere aufgelistet, die zum Eeichen eines 50%igen Umsatzsbenétigt werden.

Tabelle 5: Vergleich der benétigten Epimerisierungszeiten der jeweiligen Diastereomere der zyklischen Hexapeptide

um einen Umsatz von 50% zu erreichen.

Peptid ty2 DS1 [h] ty2 DS2 [h]
zyklo[Suc=GlyGly-Hot=Tap-L-Cys] @3) 50 15
zyKo[Suc=GlyGly-Hot=Tap-Tht] (95) 100 30
zyklo[Suc=GlyGly-Hot=Tap-D-Cys] 04) 200 140
zyko[Suc=-XaaGly-Hot=Tap-L-Cys] @1, 92) >1000 >1000

Den starksten Einfluss auf die Epimerisierung hat jedoch das Stereozentrum @terminaler
Richtung zum  SuccinimidRing. Durch  die  Einfihrung der D-konfigurierten
Suc=-XaaDipeptideinheiten (91, 92) kann die Epimerisierung der Diastereomere trotz der
Verwendung von L-Cystein an der Ligationsstelle Uber einen Zeium von Uber 42 Tagen
vollstandig unterdrickt werden. Somit bestatig sich die zuvor getroffene Annahme, d& eine
D-Aminoséure in deri+2-Position desb-turns der zyklischen Hexapeptide einen stabilisierende
Effekt auf die Struktur hat.

Ferner konnte der fur die Epimerisierung zugrundeliegende Mechanismus mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie auf eine Enolisierung des SuccinimidRinges zuruckgefuhrt werden. Hierzu
wurde das zklische Hexapeptid94-DS1 in DO gelést und Uber einen Zeitraum von
168 Stundenvermessen(s. Abbildung 25). Durch die Vermessung des Peptides iD,O, wird das
acide Proton des SuccinimieRinges nach der Enolisierung gegen Deerium ausgetauscht. Der
Nachweis fir die Deuterierung an der Stelle des aciden Protons kann ith-NMR-Spektrum
durch die Ausldéschung des Integrals des SwaH sowie dem Verlust der3JKopplung zu den
benachbarten diastereotopen Su®dH nachvollzogen werden (s.Abbildung 25). Dieses
Experiment beweist, dass die Epimerisierung der Diasteromere unter Enolisierung und
anschlie3ender Stereoinversion des Sua-Stereozentrums verlauft. Flr diese Stereoinversn
kénnen zwei Félle betrachet werden, unter welchen Bedingungen die Reprotonierung der
Enolatzwischenstufe ablauft. Bei einer klassichen Epimerisierung Uber ein Enolat erfolgt die

Reprotonierung auf der Riickseite des zuvor abstrahierten aciddProtons.
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Abbildung 25: 'H-NMR (600 MHz, 300K, D»O) des zyklischen Hexapeptide94-DS1 Zeitlicher Verlauf des

Deuteriumaustausches des aciden SugH (links ) und dem damit einhergehende Verlust deBJ}Kopplungskonstarte
zu den diasterotopen Protonenpaagn des SuccinimidRinges (rechts). Dieses Experimen beweist, dass die

Epimerisierung der zyklischen Hexapeptide Uber eine Enolisierung des SuccinimiRinges verlauft.[166]

Unter Bericksichtigung der Konformation der zyklschen Hexapeptide(vgl. Abbildung 22) ist
dieser Reaktionsweg jedoch auf Grund der sterischen Hinderung sehr unwahrscheinlich.
Weiterhin liegt der grof3te Unterschied beider Diastereomere in der Ausrichtung des
Succinimid-Ringes ober oder unterhalb der Ebene des Peptidriickgtes. Dieser Befund legt
nahe, dass die Enolatzwischenstufe auf Grund des 2dpybridisierten Kohlenstoffs an der
a-Position des Succinimidseine geringere Rotationsbarriere um die GS und GN-Bindung im
Vergeleich zum sp-Kohlenstoff aufweist und somit der SuccinimidRing in der Enolform eine

180° Drehung vollziehen kann.

Hot=Tap
Suc=Gly Hot=Tap
z Gly
Gly Cys
Cys Suc=Gly
180° o o
(0] 0 H
O \(S \(S/,(S)
= -
N _é E= N _z _— N —% ~ N “‘s
R =
é'f\s‘ (R) ;‘f\s
o) OH o) 0

Schema 31: In Verbindung mit den in Abbildung22 dargestellten, berechneten Modelle fiir die Konformation der
zyklischen Hexapeptide, ergibt sich fur die Enolisierungund anschlieendeEpimerisierung der Hexapeptide der

Ruckschluss, dasdiese Uber eine 180° Rotation de€-S und GN-Bindung des SuccinimidRinges verlauft.
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Durch eine anschie3ende Reprotonierung von der ggichen Seite, von der auch das acide Proton
abstrahiert wurde, kann auf diesem Wege trotzdem eine Sterauoiersion stattfinden
(s. Schema3l).

Es konnte gezeigt werden dass die Konformation des matozyklischen Rings einen starken
Einfluss auf die Aciditat des Su@H und somit auf die Neigung des Succinimi®Ringes zur
Enolisierung hat. Daher stellte sich die Frage, ob auch die Diastereomere darklischen
Suc-b-Xaa Hexapeptide 91 und 92, die keiner Epimerisierung unterliegen eine Nachweisbare
Aciditat oder Tendenz zur Enolisierung aufweisen.Um dem Nachzugebn wurden die
Diastereomere des Hexapeptides92 in einem 1:12 @&misch aus DO und DMS@ls Uber einen
Zeitraum von 62 Tagen mit Hilé der tH-NMR-Spektroskopie beobachtet (sAbbildung 26).
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Abbildung 26 : tH-NMR (unten: 300 MHz, 300K, DMS@&ds; oberhalb des ersten 300 MHz, 300K, DO/DMSGds, 1:12),
Zeitlicher Verlauf des Deuteriumaustausches des aciden Saél der stabilen Diastereomere des zyklischen
Hexapeptides 92. Nach der Zugabe vonD:0 zu der in DMSG@ds gelosten NMRProbe wird bei dem zweiten
Diastereomer 92-DS2 (rechts) eine Enolisierung des SuccinimieRinges beobachet, die anhandes Verlustes der
3JKopplungskonstante des SuebH nachgewiesen werden kann(blau hinterlegt). Das erste Diastereomer92-DS1
(links) unterliegt hingegen keiner Enolisierung des SuccinimieRingesli¢él Wie bereits zuvor beschrieben unterliegen

auch unter diesen Bedingungen die beiden Diastereomere keiner Epimerisierung (grin).

Das verbliffende Ergebnis diesr Untersuchungen war, dass das erste Diastereom82-DS1wie
zu erwarten keiner Enoliserierung unterlag, was auch im Einklang mit der zuvor beschriebenen
stabilen Konformation des Hexapeptides steht. Jedoch zeigt das zweite Diastener 92-DS2
trotz seiner stabilen Konformation und nicht vorhandenenTendenz zur Epimerisierung eine
Enolisierung des SuccinimidRinges. Dies bedeutet, dass die Stereokonfiguration des

Suc=-Phe-Dipeptides einen so dominanten Einfluss auf die gesamte Konformation des
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18-gliedrigen Hexapeptidringes von 92-DS2 hat, dass die Enolatzwischenstufe nicht die zur
Epimerisierung notwendige 180° Rotation um dieGS und GN-Bindung des Succinimides
vollziehen kann.

Zusammenfassend konnteri diesem Kapitel gezeigt werden, dass digynthese von zyklischen
Hexapeptiden mit einem SuccinimidThioether innherhalb des natirlichen
Peptidrickgradregisters Uber eine thioMICHAEL-Addition zwischen einem CysteirDerivat und
einem Maleimid verwirklich werden kann. Die aus dieser Reaktion resu#renden
Diastereomere konnten mittels praparativer RP-HPLC getrennt und NMRSpektroskopisch
untersucht werden. Das dabei erstmals beschriebenestereodynamische Verhalten dieser
Verbindungen konnte auf eine Enolisierung des SuccinimiRinges zurtickgefuhrt werden.
Weiterhin konnte durch die gezielte Einfihrung oder Inversion von Stereozentren entlang des
Peptidrickgrates und der damit einhergehenden Konformationsanderunglie GH-Aciditat des
Succinimid-Ringes an dera-Position gesteuert werden. Des Weitererkonnte durch Langzeit
NMR-Experimente gezeigt werden, dass diese Anderungen einen Einfluss auf die

Epimerisierungsgeschwindigkeit der Diastereomere hat.

Hh [o] [o] o
keine Enolisierung, Enolisierung, Enolisierung und
t
H N—7\_1~ N—7\ — NJ\ SUC'Hﬁh keine Epimerisierung  keine Epimerisierung Epimerisierung
SRE ( g -

OH [o} NMR DS1
3 A
" OH - e 1
B-turn K\!"N /\[r‘ﬂ start | ‘ | ‘ | | ’ ’ ‘ |
Xﬁ/‘:&o O o N
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5 pY NH ° B-tun {, '
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Abbildung 27 : Der zugrundeliegende Mechanismus der Epimerisierung deayklischen Hexapeptidekonnte eindeutig
auf eine Enolisierung des SuccinimidRinges zuruckgefihrt werden. Dabei kdnnen dreszenarien diskutiert werden,
die im Rahmen dieser Arbeit beobachtet wurden. Das schematische ignspektrum des ddSignals der
diastereotopen SuebH verdeutlicht dies (rechts). Den ersten Fall bilden die knformationsstabilen Hexapeptide, die
keiner Enolisierung und keiner Epimerisierung unterliegen. Hierbei bleiben die Signalsatze ib-NMR-Spektrum bei
der Zugabe von RO unverandert. Im zweiten Fi sind die Peptide ebenfalls kbnformationsstabil, zeigen jedoch eine
Enolisierung des SuccinimigRinges, die sich im Verlust det}Kopplung des SuebH manifestiert und das Signal auf
ein Dublett reduziert wird. Im dritten Fall sind die Hexapeptide nichtkonformationsstabil und zeigen sowohl eine

Enolisierung als auch Epimerisierungteel

So lassen sich fir die hieuntersuchten Diastereomere der zyklischen Hexapeptide drei Falle
beschreiben (s. Abbildung 27) Im ersten Fall handelt essich um eine lonfromationsstabile
Verbindung, die keiner Enolisierung und Epimerisierung unterliegtDies konnte fir das Peptid

92-DS1 mit dem SucH-Phe Strukturmotiv gezeigt werden.Im zweiten Fall treten sowohl eine
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Enolisierung und damit anschlieRend grbunden auch eine Epimeisierung auf.Dies trifft flr die
Hexapeptide 93-95 zu. In diesen Fallen liegt das thermodynamische Gleichgewichder
Epimerisierung zwischen den Diastereomeren DS1:DS2 immer bei einem Verhéaltnis von 3:1.
Weiterhin ist die Epimerisierungsgeschwindigkeit dieser Peptide in allen Fallen bei den zweiten
Diastereomeren grof3er im Vergleich zu den jeweiligen ersten Diastereomerdnepi: DS1<DS2)
Hieraus lasst sich ebenfalls schliel3en, dass die Stereokonfiguration am SuccinifRithg einen
erheblichen Einfluss auf dessen -Ei-Aciditat besitzt. Demmach lasst sich auch hier die allgemein
gultige Aussage treffen, dass die-B-Aciditat bei den ersten Diastereomeren immer geringer ist
als bei den jeweiligen zweiten Diastereomeren. Der dritte undngewdhnlichste Fall der fir die
zyklischen Hexapeptide beschrieben werden kann, ist eine Uber lange Zeit stabile Konformation,
die keiner Epimerisierung unterliegt jedoch eine nachweiiche Enolisierung des
Succinmid-Ringes aufweist.Dieser auf3ergewdhnicle Fall konnte fir das Hexapeptid®2-DS2
beobachtet werden.

All diese Ergebnisse stellen eine solide Basis dar, um das Strukturmotiv des
Succinimid-Thioethers auch in komplexeren Umgebungernweiter zu untersuchen. In den

folgenden Kapiteh wird dies anhandvon b-hairpin Peptiden ndher beleuchtet.
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3.2 Methodenentwicklung zur allgemein giltigen Bestimmung
der Faltungspopulation von [ -hairpin -Peptiden

Nach der erfolgreichen Synthese der zyklischen Hexapeptide mit einem Succinimithiother
innerhalb des natdrlichen Peptidrickgradregisters sollte der konformative Einfluss dieses
Strukturmotiv es auch in b-hairpin Peptiden untersucht werden. Um eine quantitative Ausage
Uber den Faltungsgrad der Sekundarstruktur machen zu kénnen und somit den stabilisenden
oder destabilisierenden Qarakter im Vergleich zu anderen b-hairpin Peptiden bewerten zu
kénnen sollte eine NMRbasierte, allgemein glltige Methode zur Bestimmung der
Faltungspopulation entwickelt werden. Als Modellpeptid sollte daftr der isolierte 6-hairpin des
Foldons herangezogen werdenDie Herkunft und die Qarakteristika des Foldons sowie dem

Foldon b-hairpin werden im Folgenden naher erlautert.

3.2.1 Foldon 1 -hairpins
3.21.1 Bakteriophagen und das Foldon

Bakteriophagen sind die zahlreichstenOrganismen in der Biospharé20ll Hinsichtlich ihrer
biologisch hohen Relevanz und ihren vielversprechenden Anwendungen, stellen sie ein haufig
untersuchtes Modelsystem aktueller Forschung dar. An ihnen konnten bereits fundamentale
Erkenntnisse Uber die virale Infektion, Replikdion, Gen Transfer, Proteinfaltung und die
Morphogenese von Viren erlangt werden. Zudem werden sie u.a. bereits in der Phagentherapie
und zur Typisierung von Bakterien eingesetz{20l] Daher ist es umso wichtiger, weitetlihrende
Forschung an ihnen zu betreiben, um die Komplexitat dieser Viren vollstéandig zu entschlisseln.
Das beinhaltet nicht nur den Mechanismus von Infektionskrankheiten und deren Ausbreitung zu
verstehen, sondern auch die Struktur und den Aufbau korrekt erklaren zu konnen.
Bakteriophagen, kurz Phagen wurden 1917 das erste Mal von dem KanadieFELIX HUBERT
DO ERELLEbeschrieben202l Hierbei handelt es sich um kleine, stabchenférmige Viren, welche
Bakterien oder Archaeen als Wirtszelle zur Reproduktion nutzen. Namensgebend fir die
Escherichia Coli (E. colipfizierenden Phagen, war die Reihenfolge der Entdeckung der Phagen,
wobei die erst entdeckte als Typ 1 (T1), die zweite als Typ 2 (T2) usw. bezeichnet wurden.

Bei der T4Bakteriophage handelt es sich um eine Phage der Familie ddyoviridae Sie gilt mit
irAO -1 OPET 1T CEA Al O nooOi 61 6UPO AAO " AEOAOEI PEAC
eine wichtige Bedeutung fur das Verstandnisder Vermehrungsstategie von Phagen und

Viren 2012032041 Der Aufbau der FPhagen ist, gegenuber anderen Phagen, relativ komplex.
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' 001 A1 ACAT A OET A AEAOA AOCOEAREOCRAI T GAEERMA@AGDI A E

Kopf (Kapsid) aufgebaut und weisen einéangevon ca. 200 nm aufDas Kapsid besteht aus 152
regelméafligen angeordneten Proteinen (Kapsormeren), ist 111 nm lang, hat einen Durchmesser
von 78 nm und weist eine leichtverzerrte ikosaedrische Struktur auf. Des Weiteren beinhaltet es
die DNA, welche der Zielzelle fur die Reproduktion injiziert wird. Anigedernd an den Kopf
besitzt die Phage ein Halsstiick (collarphage neck welche diesen mit der Schwanzfaser
verknlpft. Am unteren Ende dieser Schwarfaser sitzt die sogenannte Bodeplatte (baseplatg,
welche als Ankerpunkt fur sechs kurzeSpikes (short tail fibers STF) und sechs lange
Schwanzfibern (ong tail fibers LTF) dient. Das komplette Schwanzstick weist hierbei res

Grofe von etwa 113x16 nm aufs. Abbildung 28).
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Abbildung 28 : Schematischer Atbau eines T4-Bakteriophagenl2051 Mittig ist das Fibritin vergréRRert dargestellt
welches aus drei ineinander verdrehten Polypeptistrangen besteht und eine sogenante coiledcoil Struktur
ausbildet. DasGTerminale Foldon ist dabei verantwortlich fur die Trimerisierung und die korrekte Faltung sowie
Verdrillung der Strénge ineinander. Zur Verdeutlichung ist rechts eine Monomereinheit des Fibritig basierend auf

der Kristallstruktur (PDB-code: 1AAQ) dargestellt.

Die Aufgabe der sechs STF ist die dauerhafte Fixierung der Phage an der Oberflache der Zielzelle,
xI EET CACAT AEA ,4&80 £ O AEA %OEATTOI ¢ AAO
verantwortlich sind. Der T4-Phage weist einen recht komplierten Aufbau auf. Das Genom der
T4-Phagen besteht aus einem einzigen, doppelstrangigen DMolekil, das mit éner Lange von

168.903 Basenpaare pbp) vollstandig sequenziert istl203] Es umfasst etwa 300 Gene und macht
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ca. 48% des Gewichtes @ Mehr als 75 dieser Gene sind fir den Aufbau der Phage
verantwortlich, wobei sich drei Genwirkketten bei der Morphogenese vereinigen. In jeder dieser
Genwirkketten sind viele Gene hintereinander geschalten. Eine ist zustandig daftur, dass der Kopf
zusammengebaut und angeliefert wird eine, Uber die dasSchwanzstiick mit Endplatte, aber
ITETA ,4&80 AT OOOAEO OIAKEAAE4RS O A DO BROY PABO AKCE
Zusammenschluss der einzelnen Teile zum jeweilsibergeordneten Ganzen passiert dann

letztendlich spontan durchself assembly AAO U848 AOONBOOORAOAAAURDDSn &I
ersten Schritt des Zusammenbaus wird der Kopf des Virus mit dem Schwanzstiick mit Endplatte
assembliert. Im nachsten Schritt werden didong tail fibers an der Endplatte verankert. Dies

passiert in mehreren Schritten. Zunachst wird da wac Gen abgéesen, was als Produkt drei

480 A lange, | -helicale Proteinstrange bildet, welche sich erneut ineinander verdrehencoiled

coil). Die Voraussetzung fur diesesoiled-coil Strukturmotiv setzt eine periodisch vorkommende,
hydrophobe Aminosadurein Position eins und vier in einersiebener Abfolge von Aminosauren

voraus. Dies fulhrt dazu, dass diese Aminosauren ein hydrophobisches Muster auf einer Seite der
1-Helix aufweisen, welche sich in dercoiled-coil Struktur zu einem hydrophoben Kern
zusammerlagern, die das Proteingerlst stabilisieren. Diesesoiled-coil Proteingertist wird

Fibritin genannt. Sechs von diesen Fibritinen binden mit der 46 Aminosauren langen
N-terminalen$ 1 | BT A ApHageAredd ndT A AE1 Adbllar alsi ¥hl.AGbildéng ZB).

Der groRte Teil der Fibritine stellt der zentrale Mittelteil mit 409 Aminosduren dar. Der
endstandige ca. 30 Aminoséaure lang€Terminus ist essentiell fur die Trimerisierung und fur

die korrekte Faltungsowie Verdrehung der einzelnenPolypeptidstrangeineinander.l207]

Im nachsten Morphogeneseschritt bindet das untere Endder trimerisierten Peptidstrange an

AEA |, 4 & 0OhGTemiinkdAdie Bhdudystelle beeinflusst. So konnten Untersuchungen
zeigen, dass Peptidstrange von Phagen mit unterschiedliche@Termini (Aminosaureidentitat

>80%) an and®A 2ACET 1T Al Ade® $ EA& SN &DOTeAMDIO Aus AikrE A
Genprodukten (gp34, gp35, gp36 und gp37), sind etwa 1608 lang und weisen einen Knick

(knee region in der Mitte auf, welche diese in einen nahemf(oximity) und ein weiter entfernten

(distal) Teil unterteilt. Das dinne Ende derdistal Halfte kann reversibel entweder mit
lipopolysaccharid Rezeptoren oder mit anderen porenformenden Transmembranproteinen
(Porine) der Zielzelle interagieren. Zudem verarbeitet es Informationen Uber die Entfernung zur
Oberflache der Zielzelle und gibt diese formationen an die Grundplatte weiter, damit im
nachsten Schritt die irreversible Bindung durch die short tail fiberserfolgen kannl201l Durch die
rdumliche N&he der dickerenproximity Halfte zur Grundplatte, kdnnen diese miteinander
interagieren, wobei letztendlich das Ende demproximity Halfte an die Grundplatte verankert
xEOA8 &i O EAAA 6AOAT EAOOT ¢ A Aigenes Bitgith Gendtigt. AEA ' O

(@}
—_
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Der GTerminus des T4Fibritin ist, wie bereits beschrieben, essentiell fir die Faltung und
Verdrehung der einzelnen zentralerPolypeptidstrange ineinander und die daraus resultierende
trimere Struktur des Fibritin (vgl. Abbildung 28). Durch die strukturgebenden Eigenschaften der
GAAOI ET OO $i11R1T A xivadkd AEIRDBGInG\BAteASDukiyr besteht aus
drei einzelneny -hairpin-Untereinheiten, welche sich durch intramolekulareWechselwirkungen
zu einer G-symmetrischen,OOE | A@Hedéto @ DAT 1 AOO wET EAEO UOOAI T ATl
eine MonomerEinheit aus 27 Aminosauren (GYIPEAPRDGQAYVRKDGEWVLLSTELWisG?7.
Die letzten vier Gterminalen Aminosauren (S24-L27) bilden hierbei eine | -Helix (310-Helix) aus,
gefolgt von einem kurzen, stark verdrehtenr-hairpin. Die Aminoséduren A2-R15 und W20-L23
bilden dabei die beiden b-Strange aus, die Uber einend)-Orn bestehen aus den vier
Aminosauren KDGEverbknlipft sind. Der gestreckte N-Terminus (G-Q!!) des Foldon weist

zwischen P und F7 eine linksgéngige PPHHelix auf.

310-Helix

Abbildung 29: Im oberen Teil ist die Trimerstruktur des nativen Foldons anhand der Kristallstruktur
(PDB-code: 1RFO, mitte) dargestellt.Diese kann vereinfach als Tetraeder mit einer G-Symmetrieachse dargestellt
werden. Die charakteristschen Wasserstoffbriickenbindungen, die bei der Ausbildung der Quartarstruktur zwischen
den einzelneng-hairpins der Monomereinheiten auftreten, sindlinks schematisch dargestellf207] Im unteren Teil ist
vergréRert dargestelt die Monomereinheit des Foldonamit den einzelnen SekundarstrukturelementenLinks sind im
bereich des f-sheetsdie Aminosduren Y3, W20 und RIS hervorgehoben. Diese bildenzusammen mit 122 den

hydrophoben clusterdes Foldonhairpins, der mafRgeblich zu Stabilisierung der Sekundéarstuktur beitragt.
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Die Wasserstoffbriickenbindungen des & mit L23, W4 mit V21 sowie L6 mit E® und der
diagonalen Interaktion von Y3 mit W20 sowie weitere hydrophobe Interaktionen wirken hierbei
stabilisierend und strukturgebend fur den Aufbau.Durch intermolekulare Interaktionen von u.a.
des Y3 eines Monomers mit dem R eines anderen Monomers, sowie einer Salzbriicke zwischen
R15 und B kommt es zur Ausbildung des oben erwédhnten, hoch stabilen trimerep-sheet
Propeller, welcher starke hydrophobe Eigenschaften im Inneren aufweist. Aufgrund dieser
'TT OAT OT ¢ AAO -TT1TT1iAOA UO AET Al 40EI( Aelidlen i 6 AO
Polypeptidstrange ineinander €oiledcoil) (s. Abbildung 29).Kinetische Studien deuten darauf
hin, dass die Trimerisierung der Monomere in einem mehrstufigen Prozess ablauft. Dabei ist die
Assoziationsrate eine der schnellsten, welche bei Proteinen Losungen gemessen wurdéo?]
Dies lasst auf die biologisch wichtigeRolle der Foldore als TrimerisierungsInitiator bei der
Morphogenese der Phagen schliel3en. Enthalpiand Entropiemessungen wahrend der Faltung
zeigen, dass in wassriger Losung das Foldon bei Raumtemperatur in hohen Konzentrationen
vorliegt. Zudem kdnnen dese bei einer Temperatur von bis zu 75 °C, sowie bis zu einerd gon

ca. zwei beobachtet werden. Bei einemHpWert zwischen 4.3z 1.6 kommt es zur Protonierung
der Seitenkette von B, was zu einem Verlust der stabilisierenden Salzbriicke zu'sRund zu
einem aciden Monomer (AState) fuhrt. Es wird davon ausgegangen, dass dieser3tate ein frih
auftretendes Intermediat bei der Trimerisierung zum Foldon darstellt. Erganzend hierzu wird
postuliert, dass wahrend der Faltung keine weiteren Intermedite, wie Dimere, in signifkanter
Stuckzahl vorliegen207 Die vorliegende Struktur des AState Monomer offenbart, dass auch
ohne weitere Wechselwirkungen zu einem Monomer dig -hairpin Konformation vollstandig
ausgebildet vorliegt und sich dieseschlussfolgernd sowohl in dem AState Monomer als auch in
dem Foldon Monomer von Heine ausbildet. Dabei ist die Faltungsgeschwindigkeit zwischen
dem ungefalteten und gefalteten Protai im Millisekundenbereich. Weitere Untersuchungen
konnten zeigen, dass diese beiden Monomere sehr ahnliche bis gleiche Eigenschaften aufweisen.

Dennoch lesitzt das AState Monomer keine definierterN- und Gterminalen Domanen(207]

3.21.2 Synthese der isolierten Foldon r -hairpins

Vorangegangene Arbeiterzum isolierten Foldon 6-hairpin als minimale Sekundéarstrukturin der
Arbeitsgruppe GEYERals auch die Studien zum Foldotonomer von KIEFHABER et al. konnten
zeigen, dass der zentrale Foldof-hairpin sowohl innerhalb des Foldons als auclsoliert vom
Rest der Proteinumgebung eine auBerordentlich stabile Sekundarstruktur in Ldsung
ausbildet207z210] Durch das Einfiilhren von Dipeptidmimetika innerhalb desturns konnte diese
Struktur noch weiter stabilisiert werden.[209 Daher eignet sich der isolierte Foldorb-hairpin mit

seinen 14Aminosauren (QAYVRKDGEWVL).8esonders gut als Modellpeptid zur Untersuchung
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von Konformationellen Einflissen einzelneMutationen auf die Sekundarstruktur.Daher sollte

durch Punktmutationen innerhalb des turn-Bereichs des nativen Foldon b-hairpins ein

Datensatz von Peptiden generierte werden, der es erméglicht nhand der

NMR-Spektroskopischen Daten eine Mathematische€&iehung Herzuleiten um eine quantitative
Aussage Uberdie Faltungsppulation treffen zu kénnen.Die Darstellung derFoldon 6-hairpin

Peptide erfolgte tber die automatisierte und mikrowellenbeschleunigte
Peptidfestphasensynthese an einem Peptidsynthesizer vom TypBERTYBLUE der Firma CEMin

einem 0.10mm Ansatz Fur die Synthese wurde ein mit der ersten Fmegeschutzen Aminosaure
vorbeladenes 2Chlortritylchlorid -Harz als feste Phaseverwendet. Fir weitere Details sei an
dieser Stelle auf den Experimentellen Teiverwiesen. Un die Loslichkeit des ansonst sehr
hydrophoben Foldon b-hairpins zu erhéhen und somit eine hohe Konzentration fir die

NMR-Proben zu erreichen wurde eine N-terminales Lysin eingefihrt. Zusatzlich wurde ein

Cterminales Glycin an der Sequenz angehangen, wme gleichmafige Anzahl an Aminosduren
innherhalb der b-Strange des hairpins zu erhalten. Somit ergibt sich fir den nativen
Foldon b-hairpin die Sequenz KGAYVRKDGEWVLIE2ES. Im Folgenden werden die drgestellten

Sequenzen bezuglich ihrer Struktur unddem Einfluss der énzelnen Mutationen auf diese
Diskutiert.

3.21.2.1 Variation der turn -Aminosauren und Ladungsmuster

Um eine maoglichst grof3e Varianz in der Stabilitdt deBoldon b-hairpins zu erreichen und somit

auch den Faltungsgrad zu beeinflussen, standen bestars Mutationen desp-turns im Fokus.

Tabelle 6: Uberblick tiber die Sequenzen und Ladungsmuster desynthesierten Foldonb-hairpins.

Peptid N-Term b-turn GTerm Bemerkung

96 KQAYVR KDGE WVLLSG native Sequenz
CHCRNC

97 KQAYVR KNGE WVLLSG
® ® -0

98 KQAYVR K E WVLLSG Y =Hot=Tap
® 70O

99 KQAYVR KXE WVLLSG X=BTD
® 70O

100 KQAYVR KDGQ WVLLSG
® 0 ~®

101 KQAYVR KNGQ WVLLSG
CHORNC

102 KQAYVR KXGE WVLLSG X = Cit
® ~~0O

103 KQAYVR KxGE WVLLSG X = Cit
® ~~0©
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Dabei sollte weitergehend auch der Einfluss des Ladungsmusters der Aminosauren detirns
auf die Sekundarstruktur hin untersucht werden. In Tabelle 6 sind die synthesierten Sequenzen
mit den jeweiligen Ladungsmustern zusammengefasstin besonderes inteesse galt dem
Foldon 6-hairpin 102 mit L-Citrullin an der i+1-Position des f-turns. In der vorangegangenen
Arbeit von MATTHIAS KORLING in der Arbeitsgruppe CGEYER konnte durch den Einbau von
L-Citrullin in das FoldonMiniprotein an dieser Position gezeigtwerden, dass dies einen
destabilisiereden Effekt auf die Tertitarstruktur und somit auch auf die Trimeisierung des
Foldons hat. Daher sollte untesucht werden, ob dieser destabilisierende Effekt auch in dem
isolierten Foldon b-hairpin auftritt und das Pepitdl02 somit eine geringere Populierung der
Sekundarstruktur aufweist. In diesem Fall kbnnte Peptid 102 einen naheren Aufschluss Uber die
charakteristischen Faltungsparameter der Sekundarstruktur liefern und alsegativ Referenz zur
Bestimmung einer Faltungspopulation dienen. Weiterhin sollte auch der konformative Einfluss
des a-Stereozentrums von Citrullin an deri+1-Position untersucht werden. Hierzu wurde das
zum hairpin 102 diastereomere Peptid103 mit D-Citrullin an dieser Position synthetsiert. Da
bereits durch die Arbeiten vonKORLINGgezeigt werden konnte, das durch die Einfiihrung des
bizyklischen turn-Mimetkums Hot=Tap die Sekundarstruktur des isolierten Foldorb-hairpinsim
vergleich zur nativen Segenz stabilisiert werden kann, wurde dies ebenfalls in die hier zu
untersuchende Foldon b-hairpin  Sequenz inkoporiert (98). Zusétzlich wurde der
Foldon b-hairpin 99 mit dem ebenfalls lzyklsichen turn-Mimetikum BTD synthetisert. Hier
sollten die Einfliisse der beiderturn-Mimetika auf die Fahigkeit hin die Sekundarstruktur des
stark rechtsgangigverdrillten Foldon b-hairpins zu stabilisieren, verglichen werden.

Nach der Synthese und praparativen Aufreinigung der Peptide mitie RRHPLC wurden diese
mit Hilfe von 1D- und 2D-NMR-Experimenten vollstandig charakterisiert.Durch die Auswertung
der NOESWMR-Spektren konnte weiterhin die Ausbidlung des 6-hairpins anhand der
longrange NOEKontakte zwischen den Aminoséduren des hydrophoberclusters fur alle
dargestellten Peptide eindeutig nachgewiesen werdertinen ersten Einblick in die strukturellen
unterschiede der synthesierten Foldn p-hairpins 96-103 liefert bereits der Vergleich der
IH-NMR-Spektren (s.Abbildung 30). Dort weisen fast alle Peptide eine sehr hohe
Signaldisperion im amidischen Bereich auBesonders charakteristisch furb-hairpin Peptide ist
die Hochfeldverschiebungder i+3-Position desb-turns.210211] |m Falle der Foldonb-hairpins ist
im tH-NMR-Spektrum eine weitere Besonderheit zu erkennen. Die starke Tieffeldverschiebung
der wasserstoffbriickengebundenen Amidprotonen von V& und VaP!, die sich auf der
konvexen Seite desb-sheets befinden, sind ein klarer Indikator fur die Ausbildung der

Sekundéarstruktur.[208,212,213]
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KQAYVR-turn-WVLLSG

RAL
103 _— QKG SG .
) Ve § -Lys-cit-Gly-Glu-
Q X WL .
102 Vflllz} A RGKL\%G . -Lys-Cit-Gly-Glu-
V14 Q LWKLA YS G E
99 k v2L . EBID J T -Lys-BTD-Glu-
Z?Ot:TfE Q LKRLA E
49_8_L v j»va W e K ‘ -Lys-Hot=Tap-Glu-
e e
100 1 -Lys-Asp-Gly-Gln-
-Lys-Asn-Gly-GIn-
101 Jt
97 k -Lys-Asn-Gly-Glu-
-Lys-Asp-Gly-Glu-
9 ys-Asp-Gly-Glu

10 9 8 7 [ppm]
Abbildung 30: Vergleich dertH-NMR-Spektren (600MHz, 300K, 50mm Kaliumphosphatpuffer/D20 (11:1),pH=3.0)
im amidischen Bereich der synthetisierten Foldorb-hairpins 96-103. Die charakteristische Hochfeldverschiebung der
Wasserstoffbriickengebundeneri+3 Position des &-turns (rot hinterlegt) ist ein erstes Indiz fiir die Ausbildung einer
Sekundéarstruktur. Alle Peptide mit ausnahme des-Citrullin hairpins 102, weisen eine hohe Dispersion, sowie die fur

die Foldon #-hairpins charakteristische Tieffeldverschiebung der Amidprotonen von Va# und Vak! auf.

Um weitere Informationen Uber den Einfluss der turn-Mutationen auf die Stabilitéat der
Sekundarstruktur der Foldon b-hairpins zu erhalten wurden die CSBNerte der H,-Protonen fiir
die Peptide 96-101 bestimmt (Die Citrullin beinhaltenten Foldonb-hairpins 102 und 103
werden im Anschluss gesondert betrachtet)Diese ermoglichen einen ersten Vergleich der
b-hairpins untereinander (s.Abbildung 31). Hier zeigt sich, das wie zu erwarten der
Foldon b-hairpin 98 mit dem turn-Mimetikum Hot=Tap die am starksten Ausgepragten
CSDWerte aufweist. Dasturn-Mimetikum BTD ist im direkten Vergleich zu Hot=Tap nur
geringflgig schwacher populiert, womit die beidenhairpins 98 und 99 die am stérksten
ausgepragten Sekundarstrukturen in dieser Reihe der Foldatrhairpins aufweisen Insgesamt
betrachtet bestatig sich jedoch, dass dikairpins 96-101 nur sehr geringe Unterschiede in ihrer
Stabilitat aufweisen. Damit stehendie CSDWerte im guten Einklang mit der Signaldispersion
des amidischen Bereichs defH-NMR-Spektren in Abbildung30.
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Abbildung 31: Vergleich der CSBWerte der Foldonf-hairpins 97-101 mit einer hohen Dispersion im amidischen
Bereich destH-NMR-Spetrums. In der Legende sind die unterschiedlicheturn-Mutationen angegeben (vgl. Tab. 6).

Da im Falle des.-Citrullin hairpins 102 die Tieffeldverschiebungder Amidprotonen von Val4
und VaP! nur sehr schwach ausgepragt ist und die chemischen Verschiebungen eher zu
random coil Werten passen, kann bereits anhand dé$l-NMR-Spektrums vermutet werden, dass
auch im isolierten Foldon b-hairpin ein destabilisiernder Effekt dieser Aminosaure auf die
Sekundarstruktur  ausgeiibt  wird.  Uberraschendemweise zeigt der diasteromere
b-hairpin 103 mit D-Citrullin an der i+1-Position einen sehr tohe Disperison im amidischen
Bereich und extrem ausgepragte Tieffeldberschiebung der ValiAmidprotonen. Der Vergleich
der CSDBWerte der diasteromeren hairpins 102 und 103 mit dem nativen Foldong-hairpin 96

verdeutlicht den Einfluss

0,70
_ B CSD L-Cit Hairpin
' B CSD D-Cit Hairpin
£ 0,30
S :
3 : : : H ]
T 0,10 _ EH H ; H
d ] EHD Bl Il El E [} :HB E - : i E e = R
o [E] EU LI
-0,10
-0,30
-0,50

K Q A Y VvV R K Cit Gy Gy Gu W V L L S G

Abbildung 32: Vergleich der CSBNerte zwischen den Diastereomeren des Citrullid-hairpins 102 und 103 mit der

nativen Sequenz des Foldo-hairpins 96.
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der Stereokonfiguration des Citrullins auf die Ausbildung der Sekundarstruktur
(s.Abbildung 32). Obwohl die Signaldisperison imtH-NMR-Spektrum des Peptidesl102 sehr
gering ist zeigen die CSBWerte, dasseine geringe Ppulierung des b-hairpins vorhanden ist und
somit eine reine random coil Struktur ausgeschlossen werden kanrAllerdings muss bei dieser
Aussagegenerell berlicksichtigt werden, dassdie gefaltete Struktur einesf-hairpins immer in
einem aufder NMR Zeitskalaschnellen Austausch mit der entfaltetenrandom coil Struktur steht.
Daher spiegelt der erhaltene Signalsatz der Resonangeile im NMRSpektrum nur den
populationsgewichteten Mittelwert einer Sekundarstruktur wieder.

Der Einfluss des Ladungsmusters der verschiedenenb-turns auf die Stabilitat der
Sekundarstruktur offenbarte sich erst beider Vermessung der Peptide bei vechiedenen
pH-Werten. Bei einem pHWert von drei weisen alle Peptide sehr ahnliche CS®erte aufund
zeigen keine signifikantenUnterschiede in itrer Stabilitdt. Bei der Vermessung der Peptide bei
einem pHWert von 7.4 konnte fiir die, die eine negative Ladng an deri+1-Position desf-turns
tragen (96 und 100), ein Rickgang im Betrag der CSW/erte beobachtet werden Dies deutet
auf einen Verlustder Stabiltat der Sekundarstruktur hin, der durch einen unterschiedlichen
Protonierungsgrad der b-turns hervorgerufen wird hin. In Abbildung 33 ist dieser Effekt auf die

CSDWerte fur den nativen Foldonb-hairpin 96 dargestellt.
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Abbildung 33: Vergleich der CSBNerte des nativen Foldont-hairpins 96 bei pH 3.0 und pH 7.4.

Alle anderen Foldonb-hairpins wiesen keine signifikante Ahéangigkeit der CSBWNerte vom
pH-Wert auf. Anhand er hier erhobenen Daten lasst sich bereits eine Aussage Uber die
Konformation und den Einfluss derturn-Mutationen auf die Stabilitat der Sekundarstruktur der
synthetisierten Foldon b-hairpins machen. Allerdingslassensie noch keine quantitative Aussage

Uber den Falturgsgrad der Sekundarstruktur zu.
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3.2.2 Bestimmung der Faltungspopulation der isolierten Foldon  r -hairpins
3.2.2.1 Bereits bekannte Methoden zum Vergleich von b-hairpin Peptiden

Eine in der Literatur weit verbreitete Methode zur thermodynamischen Charakterisierung des
Gleichgewichts zwischen gefaltet md ungefaltet, ist dieBestimmungvon temperaturabhangigen
Molekileigenschaften wie der Abstbtion und Fluoreszenz mittels CESpektroskopie oder der
Veranderung der chemischen Verschiebung in d&MMR-Spektroskopiel214.215] Dabei werden die
beobachteten MessgroRen gegen die Temperatur aufgetrageldber diese Abhangigkeit kann
eine n, Wtein-Schmelz+ OOOA O A OO OBel yrd®en xglobulkikn Prinen zeigt eine
solche Kurve einen ggmoidalen Verlauf, wohingegen kleine Peptide nhieiner ausgepragten
Sekundarstruktur aufgrund ihrer geringeren Anzahl vonfaltungsrelevanten Wechselwirkungen
oft eine Verbreiterung bzw. Abflachung der Kurve aufweisenund der Schmelzpunkt hin zu
geringeren Temperaturen verschoberist.2151 Als Resitat erreicht die Kurve fur kleine Peptide
T EA AAOMaximdrode©A 01 AC

Sigmoidfunktion), wodurch eine exakte Bestimmung der thermodynamischen Parameter

in den meisten Fallen selbst bei niedrigen Tempe@O O A 1

(DG,DH, DS, E) nur schwer mdglich id. In diesem Zusammenhanghat sich ds besonders
akkurate Methode zur thermodynamischen Analysadie H-NMR-Spektroskopie erwiesen,da die
gemessenen Spektren im  Vergleich zur CDSpektroskopie keine Abhangigkeit zur
Probenkonzentration aufweisen und sehr gt reproduzierbare Werte liefern.215.216] Als
Grundlage der Bestimmung der thermodynamischen Stabilitat von Peptiden mit einer
ausgepragten  Sekundarstruktn dient das zwei-Zustands-Modell  (two state modell;
gefaltetn ungefaltet), welches als Funktion dg Temperatur (s.Gleichung5) beschrieben

werden kann/215]

N
<

YooY (5)

Die struktureigenschaftsspezifiscten Faltungsparameter wie charakteristische chemische
Verschiebungen fiir den gefaltetendé&r und den ungefalteten Zustandyy in Gleichung 5 kénnen
in einem two-statemodel als konstant angesken werdenl215l Da die chemischen
Verschiebungen der Protonen eines Peptides imtH-NMR-Spektrum mit Ausnahme der
Amidprotonen (NH) sowohl im gefalteteten als auch im ungefalteten Zustand nahu keine
Temperaturabhéngigkeit aufweiseli?l?, erfillen sie die fur Gleichung 5 Notwendige Knstanz
der FaltungsparameterYr und Yu.l2181 Durch die Messung vortH-NMR-Spektren bei stegender
Temperatur zeigt sich beonders fiir H,-Protonen als auchfir aromatische und aliphatische

Seitenketten dass diese bei hohen Temperaturen einefsrenzwert erreichen. Diese Werte
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korrelieren mit typischen random coil Werten.[163.215.218] Durch die Auftragung der Ableitung
erster Ordnung der clemischen Verschiebungdd) gegen dieTemperatur kann die somit die

Schmelztempeagtur auch von kleinen Peptiden bestimmt werden (s. Abbildung4).
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Abbildung 34: Beispiel zur thermodynamischen @arakterisierung eines b-hairpin-Peptides (G-Peptid) mittels
1H-NMR-Spektroskopie von MuneTAkaetal. links: Vergleich der tH-NMR-Spektren im aliphatiscten Bereich des
GPeptides. Bei teigender Temperatur erreichen die Signale eien konstanten Wert, der mit den typischen
chemischen Verschiebungen vorandom coil Werten korreliert. mittig : Auftragung der chemischen Verschiebunder
H,-Protonen gegen die Temperaturrechts: Aufragung der ersten Ableitung der chemischen Verschiebunggen die

Temperatur, ermdglicht die Bestimmung der Schmelztemperatur de&-hairpins in Losung(209.215]

Diese Messungen sind auf Grund der langen Eqbilierungszeit fur jede einzelneTemperatur

jedoch extrem zeitaufwendig. Zwar kann auf diesem Weg eine absolute Aussag Uber

thermodynamische Parangter wie der Schmelztemperatur oder der Anderung der Enthalpie
gemacht werden und lassauf diese weiseeinen Vergleich derPeptide untereinanderzu, jedoch
wurde bisher keine Methode entwickelt um einequantitative Aussage Uber die prozetuale

Faltungspopulation treffen zu kénnen

Bevor eine weitere Diskussion Uber eine quantitave Aussage des Falgsgrades eine

Sekundarstruktur gemacht werden kann, muss zunachst die Fga nach einer Referenz fiir den
Fall eines vollstdndig gefalteten und vollstadig entfalteten Peptides geklart werden. Diese

Referenzen sind unabdingbar fur einen Vergleichund eine Einordnung mit dem zu

untersuchenden Peptid.Fur Letzteres kbnnengenau wie bei der Bestimmung von CSW/erten

(vgl. Kapitel 1.4) die

herangezogen werderit63.217.219] Diese Werte dienen fur jede beliebige

literaturbekannten randomcoil Werte von WISHARTetal. oder

WUTHRICHet al.
Peptidsequenz als 0%-Faltungsreferenz. Alternativ. kdnnen durch die Synthese von

Teilfragmenten  des  zu unérsuchenden Peptides  eigene,  sequenzspezifische

random coil Refaenzen dargestellt werden. Die Fage nach einer 100%fFaltungsreferenz ist
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dahingegen weitaus komplexer und kann nicht ohne Einschrankungen beantwortet werden.
Fakt ist, die gezielte Synthese ET A0 ncOO AAI OAT AAT O 0ADPOEAAO
Unvorhersagabarkeit einzelner Mutationen und der eingeschrénkten Vergleichbarkeit der
variierten Sequenzen untereinander, ist eine absolute 100%inordnung jedochnicht mdglich.
Ziel ist esjedoch eine Rigidifizierung der Sekundarstrukur zu erreichendierelativ zum nativen
Peptid eine héhere Population aufweist und als 100%Referenz gilt Im Falle vonb-hairpins kann
dies durch die Einfuhrung vonturn-Mimetika wie dem bizyklischen Hot=Tap,BTD oder der
Dipeptideinheit  D-Pro-L-Pro  erreicht  werden.[173.179.2202222]  \\eijterhin  bietet  die
Makrozyklisierung eine interessante Mglichkeit um die Seitenkettenwechselwirkungen
zwischen den b-Stréangen, die mafgeblich zur Stabilisierung der Sekundarstruktur eines
b-hairpins beitragen, zu erzwingen und somit die Struktuw noch weiter zu stabilisieren. Eine
erste Methode zur Bestimmung einer prozentualen Faltungspopulation fir die Foldofrhairpins
auf Grundlage der NMRSpektroskopie konnte von MATTHIASKORLING in der Arbeitsgruppe
CeYERbasierend auf den Ergebnissen voANDERSENUNd WISHARTet al. etabliert werden. Diese
wird im Folgenden als MKMethode abgekirzt. Diese basiert auf der Bestimmung von
CSDWerten, die in das Verhdltnis zu eineselbst festgelegten 100%Faltungsreferenz gesetzt

weden. Hieraus ergibt sich Glehung6.1212]
R '
uenoaoonsy—e—p (6)

Als 100%-Referenzdiente dabei das Foldorb-hairpin Makrolactam b[KAYVRKY EWVLL] (104),
welches Uber die Seitenkette dedN-terminalen Lysins mit dem GTerminus verknupft ist.[212]
Durch die Erstellung von Schmelzkurven (vglAbbildung 34) mittels temperaturabhangiger
1H-NMR-Spektroskopie von vier verschiedenen Foldow-hairpins konnte anhand der Signale
mit nicht-linearer Temperaturabhdngigkeit, die am Faltungsprozess beteiligtedminosauren
identifiziert werden. Diese eigneten sich fur einerelative Bestimmung der prozentualen
Faltungspopulation. Die Auswahl der Faltungsparameter wurde dabei auf struktursensitive
Protonen sowie die diastereotopen Protonen mit der gro3ten diastereotopen Aufspaltung
begrenzt. Daraus ergibt sich folgender Paraatersatz zur Bestimmung der Faltungspopulation:
Y13-3,5H, VA4-NH, \A4-H,, RS-H, W20-H, We0-H, \21-NH, [22-H,, L22-H,, 123-H,l 2'Eir jedes
Proton wird dann im nachsten Schritt mit Hilfe von Gleichung6 die jeweilige Popuation
bestimmt und aus allen Wrten der Durchschnitt gebildet. Dieser Durchschnittswert
reprasentiert dann die Faltungspopulation dest-hairpins. Auf Grund diesersehr gezifischen
Faltungsparameter lasst sich dieMethode ausschlief3lich auf Foldow-hairpins anwenden, die

sich nur in ihren turn-Sequenzen unterscheidenWeiterhin ist eine vollstidndige Zuordnung aller
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Protonen notwendig um die Berechnung Dwhflihren zu kénnen.Bei Peptiden mit einer gering
populierten Sekundarstruktur kann es sein, dassaufgrund von Signallberlappungen im
1H- sowie den 2DNMR-Spektren eine vollstandige Zuordnung nicht mdoglich ist
(s. Abbildung 35).
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Abbildung 35: Durch die hohe Signaldispersion des nativen Foldof-hairpins 96 (links) im amidischen Bereich des
TOCSWMR-Spekrums (600 MHz, 300K, 50 mm Kaliumphosphatpuffer/D20(11:1), pH=3.0) ist eine vollstandige
Zuordnung der faltungsrelevanten Paraneter fur die Bestimmung der Faltungspopulation nach der MiMethode
mdoglich. Im Falle desL-Citrullin 6-hairpins 102 (rechts) ist dies auf Grund der geringen Dispersion und

Signaluberlappungnur sehr schwermdglich.

Daher sollte im Rahmen dieser Arbeit eine Methode entwickelt werderdie es erméglicht eine
guantitative Aussag auchuber den Faltungsgrad von gering populierten Sekwdarstrukturen
machen zu kénnenund auf jede beliebige Sequenz angewand werden kanBinen Ansatzzur
Losung dieser Herausforderunglieferte hierfir eine zur Sekundarstrukturbestimmung von

Proteinen angewardte Methode.

3.2.2.2 Bestim mung der Faltungspopulation (ber ACSWerte

Bereits die frihen Arbeiten vonWUTHRICHet al. und spéter vonWISHARTet al. zur Bestimmung
der random coil Referenzen konnten zeigen, dass insbesondere die chemischen Verschiebungen
der H. -Protonen der Aminoséureneines Peptides oder Proteinsin sensitiver Parameter fir
Sekundarstrukturen sind[159.163217.219] Dabei weisen Protonen die sich innerhalb eine#-sheets
befinden relativ zu den random coilWerten Verschiebungen weiter im Tieffeld und fur
a-helikale Strukturen weiter im Hochfeld aufi1632191 Jedoch muss dabei beriicksichtig werden,
dass die Grenzen zwischen den Sekund&rsikture n flieRend sind und es dadurch zu
Uberlappungen der charakeristischen Verschiebungen kommen kannin Tabelle7 sind die von

WisHARTetal. auf Grundlange von 100 Proteinen und Peptiderstatistisch ausgewerteten

85



BestimmungAAO &A1 OO1T CODI DOI A OEHaifpinsAAO EOI | EAOOA

chemischen Verschiebungen flur alldminosauren innerhalb der typischen Sekundarstrukturen

aufgelistet/[163]

Tabelle 7: Chemische Referenzverschiebungen fir Peptidriickgrate in efix, &-sheet oder random coil
Sekundéarstruktur. Messbedingungen: pH: 5.0, 25°C[163]

d*H, [ppm] d *HN [ppm]
AS sheet coil helix sheet coil helix
Ala 4.77 4.26 4.03 8.44 8.15 8.08
Cys (0x) 5.15 4.65 4.15 8.80 8.25 8.20
Cys (red) 5.15 4.65 4.15 8.80 8.25 8.20
Asp 4.94 4.60 4.43 8.51 8.36 8.18
Glu 4.78 4.28 4.01 8.53 8.37 8.22
Phe 5.09 4.54 4.16 8.75 8.17 8.18
Gly 4.20 3.96 3.81 8.34 8.33 8.29
His 5.06 4.53 4.33 8.62 8.21 8.10
lle 4.68 4.15 3.67 8.68 7.98 8.02
Lys 4.69 4.26 3.99 8.48 8.23 7.99
Leu 4.82 4.36 4.00 8.60 8.08 8.05
Met 4.96 4.38 4.07 8.64 8.18 8.09
Asn 5.06 4.66 4.48 8.60 8.40 8.22
Pro 4.60 4.37 4.22 - - -
Gln 4.80 4.26 3.99 8.48 8.23 8.04
Arg 4.74 4.24 3.99 8.56 8.25 8.07
Ser 491 4.47 4.25 8.50 8.23 8.14
Thr 4.86 4.45 4.00 8.51 8.16 8.04
Val 4.60 4.12 3.58 8.62 8.04 8.02
Trp 5.19 4.55 4.38 8.59 7.92 8.12
Tyr 5.10 4.52 4.09 8.68 8.06 8.07

WisHARTfolgerte bereits 1991, dass auch diel&xibiliat einer Sekundarstruktur einen direkten
Einfluss auf die chemischen Verschiebungen dét,-Protonen hat. Er stellte die These auf, dass
die Protonen von flexiblen b-Strangen oder a-Helices eine durchschnittliche chemische
Verschiebung aufweist, diendher an denrandom coil Werten liegt als an den fir die jeweilige
Sekundartstruktur zu erwartenden Tieffeld bzw. Hochfeldverschiebungen(s. Tabelle7). In
gleicher Weise mussen die Werte fur rigide Sekundarstrukturen deutlich weiter entfernt von
den randomcoil Werten liegen(t59 Basierend auf dieserAussagekann die Hypothese aufgestellt
werden, dass dieHa-Verschiebungen einen direkt@ Rickschlss auf den Faltungsgrad einer

Sekundarstruktur ermdglicht, da in diesen Fallen Flexibilitdt mit einer prozentualen
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Faltungspopulation gleichgesetzt werden kann Ein weiters wichtiges Detail ist auch, das
WISHARTvoN einer durchschnittlichen chemischen Verschiebung sprichtinteressanter Weise
wird in der Bestimmung von Sekundarstrukturen von komplexen Proteinen mittels
NMR-Spektroskopie tatsachlich auf eineempirische Methode zurlickgegriffen, die sich die
durchschnittliche chemische Verschiebung dertHs.- oder tHN-Protonen dieser Strukturen zu
nutze macht(163.223.224 Dje von KRISHNANet al. entwickelte ACSMethode (averagechemical shif}
beruht auf der Korrelation zwischen den ACSVerte eines bestimmten Nukleus des
Proteinriickgrated mit dem prozentualen Inhalt der vorhandenen Sekundarstruktur der
Ubergeordneten Tertidrstruktur eines Proteins Die durchschnittliche chemische Verschiebung
(ACS)der betrachteten Sekundarstrukturabschnittei ist dabei Uber Gleichung/ definiert. N ist

definiert als die Anzahl der Kreuzsignale im NMFSpektrum 2241
606y pI. B ] (7)

Durch die Korrelation zwischen den AGSVerte fir die tHa- und den tHN-Protonen kann eine
Aussage Uber den prozentualenteil einer Sekundarstruktur an der gesamten Tertiarstruktur
eines Proteins gemacht werdefits3224 Allerdings dient diese Methode ausschliel3lich der
Identifizierung von Sekundarstrukturen und nicht der Bestimmung und Quantifizierung einer
Faltungspopulation dieser.Selbes trifft auch auf die alternativ zur AG®ethode existierende
Veriante zur Identifizierung von Sekundarstrukturen dber den CSI chemicalshiftindex)
zu 163,223,225226] Auf diese soll an dieser Stelle jedoch nicht weiter eingegangen werden.
Dennoch stellt sich die Frage, wenn einakkurate ldentifizierung anhander der ACSWerte der
struktursensitiven H,-Protonen moglich ist, obdieser Wert ebenfalls eine Herleitung eines
prozentualen Faltungsgradesermdglicht. Daher wurde n Anlehnung zu der Bestimmung von
Sekundarstrukturen von Protanen tber die ACSNerte auch fir die Foldon b-hairpins 96-104
der jeweilige ACSWert bestimmt. Dabei muss berlicksichtigg werden, dass einb-hairpin streng
genommen in zwei Sekundarsukturen unterteilt werden kann: das 6-sheetund den b-turn, der
die beiden einzelnen b-Strdnge des antiparallelen sheets miteinander verknipft. Da die
Aminosauren, die an der Ausbildung de#-turns beteilgt sind, sich im Falle deri+3-Position in
der geometrischen Umgebung einer 3-Helix befinden und diei+1- sowie i+2-Position weder
eine gestreckte nochhelikale Konformation einnehmen weisen die chemischen Verschiebungen
insgesamt  betrachtet keine charakteristischen Merkmale fiir ein einheitliches
Sekundarstrukturmotiv aufl1122271 Damit die ACSWerte nur Srukturinformationen Uber das

b-sheet enthalten, wurden die chemischen Verschiebungen der Aminosdure von der bis
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i+3-Position bei der Berechnung nicht beriicksichtig (s.Gl. 8).Als besonders interessant stellte
sich die Korrelation zwischen der durchschnittlichen Verschiebung deram 6-sheetbeteiligten
1H»-Protonen der isolierten Foldon b-hairpins und der Faltungspopulation heraus, die Uber die

zuvor beschriebeneMK-Methode bestimmten wurden (s. Abbildung 36).
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Abbildung 36: Auftragung der durchschnittlichen chemischenVerschiebung der amb-sheetbeteiligten 1H-Protonen

(ACSjaverage chemical shijtfur die Foldon 4-hairpins 96-104 sowie 121, 125 und 129 (s.Kap.3.3) in Abhangigkeit
der Faltungspopulation, die nach der MKMethode bestimmtwurde.

Durch denlinearen Zusammenhangzwischen den ACSNerten des b-sheetsder Foldon hairpins
und der davon unabhangig bestimmten Faltungspopulaticen kann eine einfache
mathematische EBziehung hergeleitet werden, die es erlaubt nur anhand deturchschnittlichen
chemischen Verschiebungen detH.-Protonen eines Peptides den prozentualen Faltungsgrad
einer Sekundarstruktur zu bestimmen.lm Folgenden wird geklart, wiedies auf derBasis der

ACSWerte von b-hairpin Peptiden erreicht werden kann.
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Bestimmung der relativen Faltungspopulation (FP) von [ -hairpins Uber ACSWerte

Die hier entwickelte Methode dient zum relativen Vergleich vonb-hairpins zueinander, die sich
nur in ihrem turn unterscheiden oder durch Einzelmutationen imsheet Sind mehrere Peptide
vorhanden, wird von allenmit Hilfe von Gleichung8 der ACSWert (average chemical shijtder
1H,-Protonen bestimmt Bei der Berechnung werden digurn-Aminoséuren (AS) von i bisi+3
nicht bertcksichtig, da diese sich in einer helikalen Umgebung befinden und somit nicht zur

Faltungspopulation desb-sheetsheitragen.

007y (8)

Beispiel anhanddes nativen Foldonb-hairpins 96:
[ i+l  i+2 i+3
K Q A Y V R K D G E W V L L S G
H, 404 444 450 512 460 443 440 439 376 458 501 452 420 440 449 392

ACS =4.04+4.44+4,50+5.12+4.60+4.43+5.01+4.52+4.20+4.40+4.49.92)/12 = 4.47

Das Peptid mit dem hdchsten AG®/ert dient als Referenz mit einem Faltungsgrad vori00%
und alle anderen Faltunspopulationen werden relativzu diesem bestimmt. Daher ist eine
gezielte Synthese eines rigidn Peptides, das als 100%altungsreferenz dientnicht notwendig.
Weiterhin ist fur die Berechnungder Faltungspopulationmindestens @ne random coil Referenz
notwendig, die das untere Limit mit 0% darstellt Hierzu kdénnen die random coil Werte von
WIsHARTet al. aus Tabelle7 herangezogen werderits3l Alternativ kdnnen zwei Peptide, die sich
durch den gedanklichen Schnitt zwischen dei+1- und i+2-Position des zu untersuchewulen
hairpins ergeben wiirde oder mehrere Fragment derb-Strange als random coil Referenz diene.
Auchvon diesen Peptidenwird der ACSWert bestimmt, der dann die 0%Referenzdarstellt. Die
ACS«-Referenz wird genau wie die anderen ACSVerte der zu bestimmenden Peptideliber
Gleichung 8berechnet. Durch den linearen Zusammenhang zwischeder Faltungspopulation
und dem ACSWert ergibt sich Gleichung 9, die zur Berechnung der prozentualen
Faltungspopulation (FP) dient:

00 28606 & 9)
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Durch einsetzen der zuvor Bestimmten ACG®/erte in Gleichung 9 mit denrandom coil Wert fur
die Sequenz des Foldofr-hairpins, der mit Hilfe von Tabelle7 berechnet wurde, ergeben sich die
in Tabelle 8 Zusammengefassten Faltungspopulationedm eine Aussage Uber die Gultigkeit der
hier entwickelten ACSMethode treffen zu kdnnen wurde die berechneten Fatlungspopulationen

mit denen der MK-Methode verglichen.

Tabelle 8: Zusanmenfassung derFaltungspopulationen beider Methoden und deberechneteten ACSNerte fir die
synthetisierten Foldon &-hairpins 96-103 (KQAYVRturn-EWVLLSG) und demmakrozyklischen hairpin 104
b[KAYVRKY EWVLL]?12l der in der MK-Methode als 100% Referenz dient

Nr. turn i© i+3 ACS FP [%]uber ACS FP [%]nach MK Abweichung[%]
104 b[--K-Hot=Tap-E--] 4.54 100 100 0
98 -K-Hot=Tap-E- 4.50 84 80 4
99 -K-BTD-E- 4.48 76 77 1
103 -K-x-G-E- 4.48 76 75 1
101 -K-N-GQ 4.48 76 71 5
100 -K-D-GQ (pH3)  4.48 76 71 5
100 -K-D-GQ (pH7)  4.44 60 57 3
97 -K-N-GE- 4.48 76 68 8
96  -K-D-GE-(pH3)  4.47 72 68 4
96 -K-D-GE- (pH7)  4.42 52 48 4
102 -K-X-GE- 4.37 35 n/a n/a
random coil163] 4.29 0 0 0

Da beide Methoden auf unterschiedliche Parameter zur Bewertung der Faltungspopulation
zurlckgreifen und somit ganzlich unabhéngig voneinander sind, ist es umso bemerkenswerer,
das die durchschnittliche Abweichungzwischen den berechneterfaltungspopulationen beinur
3.5% liegt. Damit ist der Beweis erbracht, dass die AG8ethode, die nur auf der chemischen
Verschiebung dertH,-Protonen beruht eine &hnlich prazise Aussage Uber den Faltungsgrad des
Foldon b-hairpins zuladsst wie die MkMethode. Dies ist beeindruckend, da im Falle der
MK-Methode fur den Foldonb-hairpin extrem spezifische und faltungssensitve Parameter wie
die chemische Verschiebung derb-Protonen von RS und W20 sowie die diastereotope
Aufspaltung der 122 und L23 d-Protonen berticksichtig wurden.

Somit konnte gezeigt werden, dassdie chemische Verschiebung derH,-Protonen von
Aminoséauren innerhalb eines Peptides nicht nur eine extrem emsitiven Parameter fir die
Sekundarstruktur selbst, sondern dartber hinaus auch fir den Faltungsgrad diesetarstellen.

Durch die Bestimmung des AG®/ertes werden auRerdem AusreiRer bei den chemischen
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Verschiebungennach oben oder unten, die durch einen lokalen konformativen Einfluseder
durch Solvenseffekte aufteten kénnen, kompensiert. Die hier entwickelte Methode ist somit
allgemein gultig und kann zum relativen Vergleich auf jeden beliebigeb-hairpin angewandt
werden. Auch der zuvor beobachetet Einfluss des pMertes auf die CSBVerte
(vgl. Abbildung 33) kann mit Hilfe der ACSMethode quantifiziert werden. So zeigt sich, dass
besonders derb-turn des nativen Foldonb-hairpins 96 bei einer Ehéhung des pHWertes von
drei auf sieben,sensitiv auf die Veranderung der auf3eren Umgebung reagiert, was &inen
Verlust der Faltunggpopulation von 20% widergespiegelt wird.

Ein weiterer groRer Vorteil der ACSMethode gegenuber anderen Methoden zur @antifizierung
des Faltungsgrades oder dem Vergleich von Sekundarstrukturen liegt in der einfachen
Durchfiihrbarkeit und Reproduzierbarkeit. So ist keine vollstandige Zuordnung aller Protonen
eines Peptides notwendig und bereits aus der Kombination e#s TOCSY und
NOESWMR-Spektrums kann die Faltungspopulation nach der Sgeuenzierung mittels
reequentialwalkOliber die H.-Protonen fiir jeden beliebigen 4-hairpin bestimmt werden. Dies
verringert vor allem die Messzeit undauch den Zeitaufwandgenerell enorm. Au3erdem ist die
Methode leicht nachzuvollziehen undlie notwendigen Messungen kdénneman jedem NMRGerét
durchgefiihrt werden. Besonders interessant ist diese Methode fiinairpins mit einer schwach
ausgepragten Vorzugskonformationdie ein garke Signaluberlappungoder Signalverbreiterung
im NMR-Spektrum aufweisen,wie im Falle desL-Citrullin Foldon 6-hairpins 102. Da nur die
chemischen Verschiebunge der H,-Protonen des b-sheetbenétigt werden, lasst sich auch fir
gering populierte b-hairpins eine Faltungspopulation bestimmen.

Da anhand der ACS8Verte nicht nur b-sheetssondem auch helikale Strukturen identifiziert
werden konnen, kann die hierentwickelte ACSMethode auch auf dieses Sekundéarsturkurmotiv
erweitert werden. Das Verfahren bleibtidentisch, jedochmuss berucksichtig werden, dass der
radnom coil Wert bei helikale Strukturen ader hochste Wert ist da die chemischen
Verschiebungender Helices im Vergleich zm random coil Wert weiter im Hochfeld liegen. Die
Bestimmung von Faltungspopuitionen fur a-Helices wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht
durchgefuhrt. Das Flussdiagramm im Anhang dieser Arbeit bietet jedoch eine Anleitung zur
Bestimmung der Faltunspopulation jeglicher Sekundarstruktur. Allerdings wurde die
Anwendbarkeit der ACSMethode auf komplexere b-Faltblattstrukturen untersucht. Diese

Ergebnisse werden im Folgenden Kapitel anhand der Pin1 WABlomé&ne diskutiert.
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3.2.3 Anwendung auf komplexere Systeme

Um die Anwendbarkeit der entwickelten Methode zurallgemein gultigen Bestimmung der
Faltungspopulation auch in komplexeren Miniproteinen untersuchen zu kénnen, wurden zwei
Derivate de Pinl WW-Doméne synthetisiert sowie NMRDaten von bereits in der Literatur

beschriebenen WWDomanen des hmanen Pinl Proteins (hPinl) ausgewertet undverglichen.

3.2.31 Pin1 WW-Doméne

Die Zellzyklus regulierende hPinl Prolircis/trans-isomerase ist ein Protein, bestehend aus zwei
Domanen. Bei der Ubernahme seer physiologischen Rolle, bindet die N-terminale
WW-Domane an polinreiche Liganden, die als Erkennungsmarker vorangestellt zum Proli(P)
einen Phosphoserd oder PhosphotreoninylRest (S/T P) tragen. Die Gterminale Doméane die
PPlasekatalysiert dann die cis-trans-lsomerisierung zwischender $-P- bzw. TP-P-Amidbindung
(s. Abbildung 37).[228]

Abbildung 37: Darstellung der Kristallstruktur von hPinl (PDB-Code: 1F8A). Die WW-Doméne (turkis) befindet sich
im Komplex mit der Peptidyl-Prolyl-cig trans-Isomerase (PPlase grau) sowie einem Hexapeptid mit der

Erkennungsmarker tragenden Sequenz YBTSPS(gelb) alsLiganden.

Die generelle Struktur aller WW-Domanen zeichnet sich durch ein dreistrangiges
b-Faltblattmotiv aus und wurden bereits ausgebig im Rahmen von Studien zur Proteinfaltung
untersucht, da sie thermisch reversibel entfalten werden kénneind eine hohe Kooparativitat
wahrend der Faltung nach dem two-state Modell aufweisenl229z231] Der Wild-Typ der
Pin1 WW-Domane gehort zu den kleinsten bekannten, isoliert vorkommendenb-Faltblattern

und besitzt einen b-bulge-turn mit sechsAminosauren(SRSSGRhnerhalb diesesturns, der auch
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als loop1 bezeichnet wird und durch den ArgininRest an der i+5-Position wesentlich zur
LigandenBindungsenergie durch die Erkennung von phosphorylierten Serylresten beitragim
Vergleich dazu besitzt ein klassischeb-turn nur vier Aminosauren. Die Kristallstrukturanalyse
des hPinkProteins offenbart zuséatzich, dassloopl eine ungewdhnliche Konformation,
bestehend aus einemsb) Yuf mit vier Aminoséauren einnimmt, der in den insgesamt sechs
Amionsauren beihnhaltedenloop eingebettet isti228] KELLYetal. konnten zeigen, dass durch
Mutationen im Bereich desintrinsisch flexiblen loop 1 der Pinl WW-Doméne die Struktur nicht
wesentlich beeinflusst wird und auch der Austausch einelsulge-turns (5 AS typisch fur andere
WW-Domaner) oder des t-bulge-turns (6 AS) gegen einenf |Goder b) Yufh (4 AS) mdoglich ist.
Die Aminosauren, die den mittleren Strang de#-Faltblatts mit dem dritten Strang verbinden,
bilden einen p-loop, bestehend aus vier AminosaurefHITN), der auch alsloop2 bezeichnet
wird . Weiterhin kann der N-Terminus der WW-Domaneum neun Aminosauren ohne den Verlust
der Sekundarstruktur verkirzt werden.[221.228.232.233] Djese verkirzten WWDomaren stellen ein
gutes Modell fir ein in Lésung stabiles, nicht Gber Disulfidbriicken stabilisiertes antiparalleles
b-Faltblatt dar. Basierend auf diesen &jebnisse wurden zwei Derivate(105 und 106) der auf
31 Aminosauren reduzierten PinlWW-Domane zur Untersuchung des Faltungsgrades
synthesiert (s.Tabelle9). Neben der Analyse der Faltungspopulationensollte aufRerdem
untersuch werden, ob das in der ArbeitsgruppeEYERentwickelte 6-turn Mimetikum Hot=Tap
erfolgreich einen 4) Yuf innhalb des loop1 der PinlWW-Doméne stabilisieren kann. Die
zweite Mutante der Pinl WWDomaéane sollte ebenfalls einenb-turn mit der zentralen
Asp-Gly-Dipeptideinheit an der i+1 und i+2-Position des Foldon hairpins tragen und mit

existierendenturn-Mutationen der Literatur bezuglich seiner Stabilitéatverglichen werden.

Tabelle 9: Vergeleich der synthetisierten Sequenzen mit der nativen sowie den Literatursequenzen. Die
Nummerierung der Aminoséaurerest bezieht sich im Folgenden auf die beiden synthetisierten Mutant&@5 und 106

beginnend bei LysinDas6-Faltblatt wird dabei von den Amionséauren WO 29, \A50 &8 und A240 98 gebildet.

Peptid N-Term turn GTerm

107 GHGMADEKLPPGWEKRN  SRSSGR VYYFNHITNASQWRPS nativ

108 KLPPGWEKRN SRSSGR VYYFNHITNASQ/ERPS KELLYet al[230]
109 KLPPGWEKRN FRSNGT VYYFNHITNASQFERP KELLYet al[234]
110 KLPPGWEKRN  FANGT VYYFNHITNASEERPS KELLYet al[234]
105 KLPPGWEKRN SHot=Talr VYYFNHITNASCQERPS
106 KLPPGWEKRN SDGR VYYFENHITNASCERPS

Die Synthese der PinIWW-Domé&nen105 und 106 erfolgte in einem 0.1mM Ansatz mit Hilfe des

mikrowellenunterstiizten Peptidsynthesizers LIBERTY BLUE (CEM) unter Standartbedingungen
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auf ein mit Serin vorbeladenes 2-CTGHarz. Nach Aspalten vom Tragerharz wurden de
Rohpeptide mittels praprativer RP-HPLC aufgereinigt und NMRSpekroskopisch untersucht.
Beide Peptide konnten in hoher Reinheit und mit guten Ausbeuten erhalten werderer
Vergleich derH-NMR-Spektren der beiden synthetisierten Peptide offenbart im Hochfeld eine
Besonderheitder Tertiarstruktur der amphiphielen WW-Domanen(s. Abbildung 38). Der fur die
Bindung der prolinreichen Liganden verantwortliche hydophobecluster auf der konvexen Seite
der WW-Domane,der durch eine Aneiranderreihung von hydrophoben Wechselwirkungenauf
der N-terminalen Seite des p-Faltblattes durch die Aminosauren 12,W8, Y7, N und Pe0
(hydrophic core } gebildet wird und durch den sogenannten rproline bucklein seiner
Konformation fixiert wird, manifestiert sich bei einem Teil der beteiligten Aminosaurenin
ungewdhnllichen chemischen Vershiebungen. Weiterhin spielt de Interaktion der
Aminosauren Pro3 und Pro2c AE A prdlinebugkled UOOAT | A® durthEn§droghab®
Wechselwirkungenbilden, eine wichtige Rolle umN- und G Terminus der Domé&ne zusammen zu

halten und die Tertitarstruktur zu stablisieren(23s](235]

KLPPGWEKRM-S-D-G-R-VYYFNHITNASQFERPS

ﬁl ‘ * “proline buckle”
U’M l‘%ﬂ I J \‘ i / !

NI UL ALV hay
KLPPGWEKRM-S-Hot=Tap-R-VYYFNHITNASQFERPS

ot MR

Abbildung 38: Vergleich der 1H-NMR-Spektren (600MHz, 50mm Kaliumphosphatpuffer/D20 (11:1), pH=3.0) der

R9HB P30hy N19HB

2 0 [Ppm]

WW-Domane mit dem Dipeptidmimetikum Hot=Tap innerhalb desb) Yufhs (unten) sowie der WW-Doméane mit der
Dipeptideinheit Asp-Gly an deri+1 und i+2-Position des &-turns (oben). In beiden Spektren ist deutlich die fir die
WW-Doménen typische tochfeldverschiebung derb-Protonen der Aminosduren R; N sowie der gProtonen von
Pro30 zu erkennen (blau hinterlegt), die einstarker Indikator fiir die Ausbildung des6-Faltblattes sind. Auch die grofRe
Signaldispersion im amidischen Bereictzwischen 2.47ppm (106; DGturn) und 2.60ppm (105; Hot=Tap-turn) lasst

auf eine Ausbildung der Tertiatstruktur schliel3en.
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Durch die starken hydrophoben WechselwirkungenE T T A O E AydPophdbfc Goren, Ond dem
rproline buckleO kommte es bei P° durch die Wechselwirkungen mit W zu einer starken
Abschirmung der g¢Protonen die eine Hochfeldverschiebungler Resonanzsignaleim Werte von
0.00ppm zur Folge hat. Weiterhin sind dieb-Protonen von R durch die Nachbarschaft zu W
stark abgeschirmt und weisen dadurch chemische Verschiebugen von >0.40ppm auf.
Besonders markant ist dieser Effekt jedoch bei defrProtonen von N9 die mit einer chemischen
Verschiebung von >0.50 ppm ein starker Indikator fur die Ausbildung der Tertiarstruktur der
WW-Domane isti230 Wie in Abbildung 38 zu erkennen ist, weisen beide synthetisierten
Peptide 105 und 106 neben diesen typischen Merkmale der Proteinfaltung der WWDomanen
im Hochfeld destH-NMR-Spektrums auch eine starke Signaldispersion im amidischen Bereich
auf. Durch diese hohe Dispersion ist es méglich mit Hilfe von TOGSMd NOESYWNMR-Spektren

eine vollstdndige Sequenzierung des Proteins durchzufiihren undlle Protonen zuzuordnen
(vgl. Abbildung 39).
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Abbildung 39: Darstellung des  Amidischen Bereichs des  TOG8MIRSpektrums (600MHz,
50 mm Kaliumphosphatpuffer/D20 (11:1), pH=3.0) der WW-Doméanel105 mit dem Dipeptidmimetikum Hot=Tap
innerhalb des 4) Yuths an der i+1 und i+2-Position. Auf Grund der hohen Signaldispersiorvon 2.60ppm im

Amidischen Bereich des Spektrums ist eine Vollstdndige Zuordnung aller Protonen des Proteins maglich.
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Durch die erfolgreiche Sequenzierung undZuordung aller a-Protonen der synthdisierten
WW-Domanenist es moglicheinen ersten srukturellen Vergleich mit den literaturbekannten
Doméanen machen zu kdénnen und die Zuordnung ailfre Richtigkeit hin zu tGberprifen. Hierzu
wurde zundchst die CSBWerte der synthesierten WW-Domdanen105 und 106 mit den

bulge-turn Dom&anen108 und 109 von KELLYet al. miteinander verglichen (s.Abb.40 und 41).

CSDWerte der Pin1-WW Domane mitf -turn (i€ i+3)
1,5

O SHot=TapR-turn
SDGR-turn

Q: mm . @Emmm N mam m N TR b
e e 111
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Abbildung 40: Vergleich der CSBNerte der synthetisierten Pin1-WW-Doméanen105 und 106 mit einem b-turn.
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Abbildung 41: Vergleich der CSPNerte der Literaturbekannten Pinl-WW-Domé&nen 108 und 109 mit einem

bulge-turn [230.234]
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Der erste Vergleichder Doménenbelegt, dass die synthesierten Ratide 105 und 106 nahezu
identische Werte zu derLiteraturbekannten WW-Domé&nen108 und 109 fur die CSDWerte der
a-Protonen aufweisen Weiterhin weisen siedie charakteristischen positiven Werteim Bereich
der b-Strangeauf, die einlndikator flr eine wohl definierte 4-Faltblattstruktur und somit einer
nativen Faltung der WW-Domanen Tertidrstruktur sind. Aul3erdem ist zu erkennen, dass das
b-sheet b2 bestehend aus Stran@ (V15-F18) und Strang3 (A24-E28), die Uber den ploop
miteinander verknlUpft sind, eine deutlich starker ausgepragteStruktur im vergleich zum
b-sheetbl bestehend aus Strang 1 (WR®) und Strang2 aufweist. Letztendlich weisen beide
syntheisierten WW-Domanen ein sehr konsistentes Muster im Bereich ddda-CSBWerte im
vergleich zu denliteraturbekannten WW-Doméanenauf. Die CSEDaten stehenauch im Einklang
mit den im 'H-NMR-Spektrum beobachteten Faltungsindikatorendes n, ® O | A CGEA BihdAdér
hohen Dispersion im amidischen BereichDamit zeigt diese erste Analse, dass sowohl das
b-turn Mimetikum Hot=Tap als auch die zentrale Asisly Dipeptideinheit des Folons erfolgreich
innerhalb eines b-turns an der Stelle desloopl der Pinl WW-Domanen eingebaut werden
kénnen und die native Faltung nicht negativ beeintracligen. Der einzige signifikante
Unterschied zwischen denbulge-turn WW-Domanen und denb-turn Doménen ist bei R zu
finden (vgl. Abbildung40 und 41). Dieser Rest befindet sich bei den WMWomanen108 und 109
in einer stark helikal gepragten Konformation, wohin gegen die synthesierten Domaneri05
und 106 an dieser Position einen gegenteiligen Trend aufweisen.

Da die CSBPWerte keine konkrete Aussage Uber die Stabilitibzw. den Faltungsgradder
einzelnen Sekundarstrukturen oder der gesamten Tertidrstruktur zulassen, werden im
Folgenden zwei Madoglichkeiten dkutiert, wie Faltungspopulationen des b-Faltblattes der
WW-Domanen mit Hilfe der hier erarbeiteten, allgemeingiiltgen Methode bestimmt und
bewertet werden kdnnen.Die erste Moglichkeit zueiner Bewertung der Faltungspopulation des
dreistrangigen b-Faltblattes liegt in einer Bestimmung der Gesamtpopulation der
Tertiarstruktur. Hierzu wird mit Hilfe von Gleichung 8 der ACSWert jedes einzelnenb-Strangs,
der an der Ausbildung des b-Faltblattes beteiligt ist, ermittelt. Durch die Bildung des
arithmetischen Mittels (s.GI.10) wird der gesamt ACSNert (ACSes) bestimmit.

(Ac%trangl + ACstrang2+AC$trang3)/3 = Acges. (10)
Durch einsetzten desACSGesamtwertes in Gleichung9 kann somit eine Faltungspopulation des

gesamten b-Faltblattes ermittelt werden. Als randomcoil Werte zur Bestimmung der

0%-Faltunsreferenz dienen auch hier dieWerte von WISHART(S. Tabelle 6).11631 Die emittelten
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Werte fir die ACSWerte als auch der Faltunspopulation fir die synthetisierten und

literaturbekannten WW-Domaénen sind in TabellelO zusammengefasst.

Tabelle 10: Zusammenfassung deACSWerte zur Bestimmung der Gesamtfaltungspopulation deg-Faltblattes der

Pin1 WW-Doméanensowie der chemischen Verschieungen der Faltungsindikatoren.

Pin1-WW-Doméane(KLPPGWEKRMurn-VYYFNHITNASQF/\ERPS)

--M-turn-V-- ACS 71 H Arg®  HyPro 1 H; Asnto FP
--M-SRSSGR-- 1081230] 5.040 0.100 0.030 -0.640 100
--M-FRSNGV-- 1091234 4.994 -0.083 -0.093 -0.733 91
--M-FANGTV-- 1101234 4.981 -0.139 -0.071 -0.720 89
--M-SHot=TapRV-- 105 4.968 0.301 0.077 -0.667 87

--M-SDGRV-- 106 4.958 0.364 0.096 -0.625 85
random coil[163] 4.506 - - - 0

Die Werte in Tabellel0 verdeutlichen, dass alle Peptide einen hohen Faltungsgrad der
Tertiarstruktur aufweisen. Die in relation starkste Faltung weist dabei die native Sequenz der
Pin1l WW-Doméne mit dembulgeturn (SRSSGR) auf, wohingegeben die beiden synthetisierten
WW-Domanenmit einem b-turn nur eine Faltungspopulation von 87% {05) und 85% (106)
besitzten. Daraus kann @folgert werden, dass die hohe [Exibilitdit des loopl durch eine
Rigidifizierung wie sie durch die hier angewandten Mutationen in den Peptided05 und 106
erfolgt ist, eine, wenn auch nur in geringem Maliedestabilisierende Wirkung auf die
Tertiarstruktur zur folge hat. Diese Beobachtung steht im Einklang mit den Ergebnissen von
MATTHIASKORLING zur Stabilisierung des zentralen p-hairpins im Foldon-Miniprote in [212]
Weiterhin ist aus TabellelO ersichtlich, dass im Falle der W\ADoménen die Sarke der
Signaldispersion der Faltungsindikatoren H;-Arg?, Hg-Pro3°, H;-Asnt9) nicht in einem direkten
Zusammenhang mit der Faltungspopulation stehen und daraus, genau wie bei den &88rten
kein prozentualer Wert fir den Faltunsgrad abgeleitet werden kann. Dennoch besitzt die
Methode zur Bestimmung der Gesamtfaltungspopulation derNachteil, dass keine genauen
Aussagen Uber die einzelnen Sekundarstrukturer{61 und b2) der WW-Domanen gemacht
werden kdnnen, obwohl aus den CSWV/erten bereits ersichtlich ist, dass diese sich in ihrer
Stabilitat und konformativen Definition deutlich voneinander unterscheiden. Daherstellt eine
Bestimmung der Faltunspopulation der einzelnen Sekundarstrukturen zur korrekten
Bewertung der gesamten Tertiarstruktur, eine sinnvollere Alternative dar und ermdéglicht
zusatzlich einen genaueren Einblick in die konformative Stabilitdider einzelnen Teilstrukturen
von Proteinen. Zur Bestimmung der Faltungspopulation der einzelnen 6-sheets der

Pinl WW-Doméanen werden, wie zuvor zur Bestimmung der Gesamtfaltungspopulation
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beschrieben, zunéchst die ACSNerte der einzelenen b-Strange mit Hilfe von Gleichung8
bestimmt und dann das arithmetische Mittel des ACG®/ertes der am jeweiligen b-sheet

beteiligten b-Strénge gebildet (s. GIL1).

(ACSyrangt + ACStrang)/2 = ACH1 (11)
(AC%tfangZ + ACStrangs)/ 2= AC$2

Mit Hilfe von Gleichung® kann nun die Faltungspopulation der einzelnenb-sheets der

WW-Domanen bestimmt werden. Die Ergebnisse sind in Tabelld zusammengefasst.

Tabelle 11: Zusammenfassung der ACSWerte der einzelnen b-sheets und der daraus resultierenden

Faltungspopulationen der Pin1IWW-Doménen.

Pin1-WW-Doméane(KLPPGWEKRMurn-VYYFNHITNASQF/WERPS)

--M-turn-V-- ACSH1 ACSH2 FPb1 FP b2
--M-SRSSGR-- 1081230] 4.904 5.158 100 100
--M-FRSNGWV-- 1091234] 4.850 5.108 87 92
--M-FANGTV-- 110(234] 4.833 5.102 82 91
--M-SHot=TapRV-- 105 4.816 5.122 78 94

--M-SDGRV-- 106 4.804 5.107 75 92
random coil[163] 4.504 4.533 0 0

Aus den Daten von Tabell&1 ist zu erkennen, dass i Faltungspopulationen desb2-sheethdher
sind als die desbl-sheet was im Einklang mit den CSWerten steht und diese besser
wiederspielgt als die Bestimmung der Gesamtfaltungspopulatiofvgl. Tab.10). Weiterhin kann
im Falle der synthetisieren Peptidel05 und 106 auch die These bdsitigt werden, dass die
Einfuhrung eines rigideren b-turns an Stelle desbulge-turns einen destabilisierenden Effekt auf
das bl-sheethat, dadie Faltungspopulationendieser beiden Peptidevon allen hier verglichenen
WW-Domanen am niedrigsten sind. Somit liefert die Einzelbestimmung der
Faltungspopulationen der jeweiligen Sekundarstruktureinheiten der Proteinezusammen mit
den CSBWerten ein konsistentes Bild Uber die Struktur der Tertidrstruktur von Proteinen.
Damit konnte gezeigt werden dass auchin der Umgebung von komplexenSystemendie hier
erarbeitete Methode zur Bestimmung der Faltungspopulation angewendet werden kann und
einen tieferen Einblick in dieStabilitat sowie eine Bewertung des Einflussesson Mutationen auf
Tertiarstruktur en zulésst. Durch die simple Anwendbarkeit und leicht zu reproduzierenden
Prameter der Analytik ist diese Methode allen anderen Literaturbekannten Systemen zur

Bewertung eines Faltunsgrades von Sekundannd Tertidrstrukturen vorzuziehen.
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3.3 Succinimid -Thioether -Ligation

Im Rahmen dieser Arbeitsollte, die bereits zuvor bei den zyklischen Hexapeptiden (sKap. 3.1)
angewandte, regioselektive Reaktion vorN-terminalen Maleimiden mit einer -Thioaminosaure,
auch im Hinblick auf die Synthese voi-hairpin Peptiden untersucht werden. Da diese Reaktion
unter der Ausbildung des zum Aspartimid isosteren Succinimid hioethers verlauft, wurde fir
die Synthese von Ggo- und Polypeptiden der Begriff der SuccinimidThioether-Ligation (STL),
in Anlehnung zur nativen chemischen Ligation(NCL), eingefuihrt. Diese Nomenklatur soll
verdeutlichen, das es sich nicht nur um eine Biokonjugation durch eine thiMICHAEI-Addition
handelt, sondern um den selektiva Aufbau von Peptiden unter Enhalt des nativen
Peptidrickgratregisters (vgl. Abbildung 16). Des Weiteren war die “rgabe, die STL bei
Raumtemperatur durchzufuhren, um etwaige Selbstassemblierung der Peptide und deren
Einfluss auf das Diastereomerenverhaltnis der Succinimi@ihioether hin untersuchen zu
kdnnen.

3.3.1 Ligation des isolierten Foldon [ -hairpins

Zur Evaluierung der Methode wurde, wie bereits in Kapittel3.2, der in Lésung stabile,isolierte
Foldon 6-hairpin (KQAYVRKDGEWVLLS@Js Modellverbindung herangezogenBasierend auf
der These von CapAsseetal., dass Aminosuccinimide
einen turn-induzierenden Charakter besiten, sollte
daher der isostere SuccinimidThioether innerhalb des

b-turns des Foldonhairpins untersucht werden111 Wird

die Synthese solcher Succinimid hioether

Abb. 42: Ligation durch Synthese von zwei beinhaltenden A-hairpins retrospektiv  betrachtet,
Teilstrdngen des Foldon b-hairpins, die
durch den gedanklichen schnitt im 6-turn
entstehen gedanklichen $hnitt zwischen deri+1- und i+2-Position

werden zwei Teilstrange bendtgt, die durch den

des b-turns entstehen (s.Abbildung 42). Die Synthese der Einzekrdnge wurde mittels SPPS
nach dem Fmoc/Bu Protokoll unter Verwendung der in Kap. 3.1 beschriebenen
Maleimid-Dipeptidbausteine durchgefihrt. Die Ligation der einzelnen Peptidstrange erfolgte
dann in einer thio-MICHAEL-Addition. Hierzu wurden die Peptide in einem 1:1 Verhdltnis in
DMSO gel6st (€0.2M) und bis zum vollstandigen Umsatzbei RT stehen gelassen. Durch
Aufbringen der Reaktionslosung auf eine praparéate RRHPLCGS&aule konnte das
Ligationsprodukt isoliert werden. Die Strukturaufklarung erfolgte anschlieRend mit Hilfe von

2D-NMR-Experimenten.Um eine Falting der Peptidsekundarstruktur zu gewahrleisten, wurden
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alle Peptide in einem 50 nv Kaliumphosphatpuffer mit DO (11:1) bei einem pHWert von drei

vermessen.

3.3.1.1 Synthese der Einzelstréange des Foldon [ -hairpins

Die Synthese der linearen Vorlauferpeptiddir die STL wurde, wenn nicht andersvermerkt,
analog zu den inKapittel 3.2.1.2 beschriebenen Bedingungemmit Hilfe der automatisierten,
mikrowellenunterstitzten Festphasensynthese unter Verwendunge eines

2-CTGPolystyrolharzes als Tragermaterial durchgeihrt.

33111 Optimierung der Maleimid -Peptidsynthese durch mikrowellen -
unterstitzte SPPS

In der vorangegangenenMasterarbeit konnte gezeigt werden, dass bei der Synthese von
Gterminalen Maleimid-Peptiden die Kupplungszeit der MaleimieéDipeptide einen erheblichen
Einfluss auf die Reinheit der Peptide hat. Grund hierfir ist die hohe Reaktivitat der
Maleimid-Doppelbindung, die wéahrend der Kupplungsreaktion von dem freien Amin des
N-Terminus nukleophil angegriffen werden kann. Hierdurch kommt es zur Ausbilung eines
N-terminalen Aminosuccinimides, wodurch das Peptid nach der Adpaltung vom Tragerharz
zwei GTermini besitzt. Diese Verbindungen sind fir denweiteren Einsatz in der STL
unbrauchbar. Bei einer Kupplungszeit von einer Stunde, die typisch fir dimanuelle SPPS ist,

liegt der Anteil dieser unerwiinschten Nebenreaktion bei 25%s. Schema32).[165]

Peptid

0 o
}OH HBTU, DIPEA }NH }OH
+  HoN- PeptldO N
Peptid <

DMF, 1h RT

O
61 11 112 13

Schema32: Nebenreakion von ungeschitzten Maleimid-Dipeptidbausteinen wahren der SPPS mit einer Stunde
Kupplungszeit. Der Anteil des unerwiinschten AminosuccinyNebenproduktes113 liegt unter den gegeben
Reaktionsbedingungerbei 25%.

Um das Problem eines nukleophilen Angriffes an die Maleimidoppelbindung zu umgehen
wurde die in Kapitel 3.1 beschriebene Schitzung der Doppelbindung mit Furan in einer

DIELSALDERReaktion etabliert. Diese Methode ervés sich fir die Synthese der zyklischen
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Hexapeptide als aul3erst praktikabel, da die Entschitzung in ein@nepot Reaktion zusammen
mit der Zyklisierung stattfindet. Im Falle der Synthese zur Darstellung der linearen
Vorlauferpeptide fir die STLbedeutet dies jedoch einen zusétzlichen Entschitzungsschritt des
Maleimid-Peptidstranges unter der Bericksichtigung, dass die STL der Einzelstrange bei
Raumtemperatur erfolgen soll Daher sollte Gberprift werden, inwiefern eine Synthese von
Maleimid-Peptiden mit den ungeschitzten MaleimidDipeptidbausteinen moglich ist um die
gesame Reaktionszeit zu minimieren und die STL dadwh zeiteffizient zu gestalten.

Durch die Anschaffung degnikrowellenunterstiitzten PeptidsynthesizersLiberty Blueder Firma
CEMim Arbeitskreis GEYERkonnte die Synthese vornCterminalen Maleimid-Peptide optimiert
werden. Die Kupplungszeit ded.iberty Blue betragt bei der Verwendungeines2-CTGHarzesund
einer Reaktionstemperatur von 50°C nur 600s. Das bedeutet eine um den Faktor sechs
verkirzte Reaktionszeit im Vergleich zur manuellen Peptidsynthese. Hierdurch wird ein
theoretisches Maximum von 4% des AminosuccinimidNebenproduktes113 erwartet. Um dies
zu Uberprufen wurde e@n Tetrapeptid mit dem Maleimid-Dipeptidbaustein Mal=Gly unterden
Standardbedingungen des mikrowellenunterstitzten Peptidsynthesizers synthetisiert. Das
IH-NMR-Spektrum des Rohpeptided14 (Mal=Gly-Val-Gly) zeigte keine Verunreinigungen
durch dasAminosuccinyFNebenprodukt 113 (s. Abbildung 43).
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Abbildung 43: 1H-NMR-Spektrum (300MHz, 300K, DMS@ds) des Rohpeptidesl14. Durch die verkirzte

Kupplungszeit am mikorwellenunterstiitzten Peptidsynthesizer LiBERTYBLUE wird keine Bildung des

X}

Aminosuccinyl-Nebenproduktes wahrend der Kupplung beobachtet. Dies ermdglicht @i Synthese von

Maleimid-Peptiden ohne eine vorherige Schiitzung der MaleimiBipeptidbausteine mit Furan.
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Da das Tetrapeptid 114 ausschlieZlich Aminosauren ohne dnktionelle Gruppen in der
Seitenkette tragt, wurde zundchst Uberprift, ob es eine Limitierung in der Synthese von
N-Terminalen Maleimid-Peptiden durch reaktive Aminosaureseitenketten gibt. Hierzu wurden

unterschiedliche Gterminiale Teilstrange des Foldons synthetisiert.

T Mal=GlyTrp-Val-Leu-Leu-SerThr-PhelLeu 115
T Mal=GlyGlu-Trp-Val-Leu-Leu-SerGly 116
T Mal=Gly-Trp-Val-Leu-Leu-SerGly 117

Es zeigte sich, dass die Peptidel5-117 ohne eine Nebenreaktion der Maleimid-Doppelbindung
in guten Ausbeuten und einer hohen Reinheit der Rohpeptide von85% dargestellt werden
kénnen. Um die Methodgedochwirklich ohne Limitierung einsetzen zu kénnenwurde auchdie
Synthese von MaleimidPeptiden mit einem Cysteininnherhalb der Sequenz untersucht. Dabei
stand besonders im Fokuas das hier in der SPPS standardmafiig verwendete FraBygs(Trt)-OH
zur Synthese der Peptide zu verwendemnd nicht die Schutzgruppenstrategie zu wechseln
Daher wurde der Ansatz eineselektiven SeitenkettenschutzgrupperEntschitzung verfolgt. Zur
Entwicklung dieser Methode diente die Aminosauresjuenz
Mal=Gly-Trp-ValLeu-Leu-CysGly118 als Modellpeptid. TSIKARIS et al. konnte durch die
Verwedung von 1,3Dimethoxybenzol (DMB) alsscavangemwéahrend der Abspaltung der Peptide
mit TFA vom Tragermaterial zeigen, dasslie Tritylschutzgruppe (Trt) der CysteinSeitenkette
nicht entfernt wird 1971 DMB fangt die wéahrend der Abspaltung entstehenden Kationen der
Schutzgruppen durch eine elektrophile aromatische Substitution ab. Da die nukleophile
Substitution des Schwefels an das Tritylkation jedoch schneller ist als diaromatische
Substitution des Kations an den Benzolring, bleibt das Cystein geschitzt. Interessant ist dabei,
dass in Gegenwart von Bo&chutzgruppen auch keinetert-Butylierung des Schwefels
beobachtet wird und tritylgeschitzte Histidin-Seitenketten vollstandig entschitzt werderie7l
Durch die Verwendung einer Abspaltlésung bestehend auBFA/DMB/H 20 (95:3:2) und einer
Reaktionszeit von 15h konnte das Modellpeptid118 mit einer trityl geschitzten
Cysteinsetenkette erhalten werden Mal=Gly-Trp-ValLeu-Leu-Cys(Trt)-Gly).

311 EO  HBrodof frifodedsd® ADAOAAED OT A AEA -PapliderOkarnk Ohke O1 1 -
Limitierungen in der Peptidsequenz und unter Verwendung der Standart Fmaaminosauren in
der automatisierten SPPS durchgefiihrt werden. Cysteinhaltige Maleimideptide konnen
hierdurch ohne eine aiftretenden Konkurrenzreaktion zwischen dem Thiol an der
Ligationsstelle des N-terminalen Peptidstranges und dem Thiol der CysteirSeitenkette des
Gterminalen Maleimid-Peptides in der STL eingesetzt werden Durch eine Bhandlung des

ligierten Peptides mit TFA kann die Cysteinseitenkette posttranslational entschiitzt werden.
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3.3.1.2 Einfluss der 1 -turn -Position des Succinimides und der Stereokonfiguration
des Cysteins auf die b-hairpin Struktur

Die eingangsin Kapitel 1.3 erwahnten Ergebnisse vonSATOW sowie CAPASSCet al. zeigten, dass
ein Aspartimid innerhalb eines 6-turns in Abhéangigkeit seiner globalen Umgebungn deri+1
und i+2-Postion stabilisierend wirken kann[105106111115] Dje detaillierte Analyse der in
Kapitel 3.1 diskutierten zyklischen Hexapeptide zeigte, dass die zum Aspartimid isesen
Succinimid-Thioether in diesen b-hairpin Modellen eine ungewdhnliche und hier erstmals
beschriebene Stereodynamik aufweiserlJm weitere Aussage tUber den konformativen Einfluss
des isosteren SuccinimidThioethers jenseits eines rigiden zyklischen Peptidriickgratesnachen
zu kénnen x O O A A Sukhimid-3garO E1 1T A O B-#irhsfan deliObis i+3-Position des
Foldon b-hairpins durchgefiihrt (s. Abbildung 44). Das Konzept des systematischenu&tausches
einer Aminosaure wurdeerstmals von MERRIFIELDet al. im Rahmen einer Studie zur Aufklarung
des Effektes der Tyrosia-Seitenkette, in dem Enzym Ribonuklease, auf die Bindungsaffinitat

beschriebeni23e]

random coil

8 7 [ppm]
I i+1 i+2 i+3

9
§ )8 Suc Gly Gly Glu
‘N ! Cys Suc Gly Glu
‘ Lys Cys Suc Gly
a Lys Asn Cys Suc

B-hairpin

1

10 9 8 7 [ppm]

Abbildung 44: Anhand eines rSuccinimidScan® innerhalb des bturns der isolierten Foldon #-hairpins
(KQAYVRKturn-WVLLSG) von der i- bis i+3-Position soll der konformationelle Einfluss des isosteren
Succinimid-Thioethers auf die Sekundérstrukturuntersucht werden. Dabei erfolgte parallel einScanzur Auswirkung

der in N-terminaler Richtung zum SuccinimieRing benachbarten Stereokonfiguration des Cysteins.
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Basierend auf diesen Ergebnissen etablierte sich besonders der sogenanAfaninscan Dieser
beruht jedoch im Gegensatz zur Punktmutation von nur einer Position auf dem systematischen,
sequenziellen Austausch jeder Aminosaure gegen Alari##’z240l Da Alanindie kleinste naturlich
vorkommende chirale Aminosdure ist und nur eine Methylgruppe an der 6-Position als
Seitenkette aufweist, kann drch diese Mutation besonders gut der Einfluss von
Aminoséaureseitenketten auf die Struktur sowie Bindungsaffinitat verifiziert werden. Ein
weiterer Vorteil ist, dass Alanin im Gegensatz zu dem sehr flexiblen Glycjrkeinen negativen
Einfluss auf die Ausbildung einer Sekundarstrukturaufweist. Solche Scanmethoden,bei denen
systemaisch jede Aminosdure der Peptidsequenz durch eine andere natiche oder
unnaturliche Aminoséure ersetzt wird, spielen daher eine wichtige Rolle im Verstandnis fur die
Zusammenhange zwischen der Struktur von Peptiden, Proteinen oder Enzymen und deren
biologischer Aktivitat.241 So finden neben denmAlaninscanauch D-Aminoséure-Scan42.243 oder
Scans mit rigiden Pyridon-Dipeptideinheitenies]  Anwendung zur AufkBrung von
Struktur-Wirk-Mechanismen.Fur den hier angewandtenSuccinimidScankann im speziellen
noch die vonKESSLERet al. gepragte BA C O E £/&1 E pdidl dcieéhindahdefihng @erden, da
durch das Einfuhren des Succinimides eid-turn induziert werden soll.[172.244.245] Ein weiteres
Beispiel fur spatial screeningst der doppel-D-Scanvon gegeriiberliegenden Aminosauren eines
b-hairpins.[246]

Weiterhin sollte parallel zum SuccinimidScanauch derEffekt des inN-terminaler Richung zum
Succinimid benachbarten Stereozentrums des Cysteins auf die Sekundarstruktildung
untersucht werden. In Tabelle12 sind alle PeptidAnaloga (119-126) des Succinimid sowie

CysteinScansaufgelistet.

Tabelle 12: Ubersicht der systematisch synthetisierten Succinimid-Thioether beeinhaltenden Foldons-hairpins des

Succinimid-Scans Diese werden in den folgenden Kapiteln beschrieben und hinsichtlich ihrer Struktur diskwtit.

Nr. N-Term [ i+1  i+2 i+3 GTerm

96 KQAYVR Lys Asp Gly Glu WVLLSG (nativ)
119 KQAY\C Suc Gly Gly Glu WVLLSG

120 KQAYVR Cys Suc Gly Glu WVLLSG

121 KQAYVR Lys Cys Suc Gly WVLLSG

122 KQAYVR Lys Asn Cys Suc GVLLSG

123 KQAY\¢ Suc Gly Gly Glu WVLLSG

124 KQAYVR cys Suc Gly Glu WVLLSG

125 KQAYVR Lys cys Suc Gly WVLLSG

126 KQAYVR Lys Asn cys Suc GVLLSG
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Bereits bei denin Kapitel 3.1 beschriebenereyklischen Hexapeptidenzeigte die Stereodynamik
der SuccinimidThioether eine signifikante Abhanigkeit von der Stereokonfiguration des
benachbarten Cysteins.Im Falle desHexapeptides93 konnte so durch die Anderung von
L-Cystein zuD-Cystein ein stabilisierenderEffekt auf die Stereodynamik nachgewiesen werden
Anhand dieses Befundestanden besonders die ligierten Foldorb-hairpins mit D-Cystein (123-

126) im Fokus. Ziel der beidenscans sollte somit die Identifizierung einer geeigneten
Ligationsstelle fur die STL sein, die dieSynthese eines stabilen, nativ faltendeRoldon 6-hairpins

ermdglicht. Das Uberraschende Ergebnis des Screenings war, dass von den dcinth die STL
synthetisierten hairpins (119-126) nur in zwei Féllen die beiden zu erwartenden Diasteromere

im analytischen RPHPLCGChromatogramm unterscheidbare Retentionszeiten aufwiesen.

KQAYVR-Lys-Xaa-Suc=Gly-WVLLSG
i i+1 +2 i+3

-Lys-cys-Suc=Gly-

DS2 J ]
JRC N W T .

0.66 ppm

_Lys-cy]s)-ssluc=Gly- ' W
J e A JwaML‘WJL_WJ LML
-Lys-Cys-Suc=Gly- {r ﬁ

DS2 JL | i?
Joo e M AL

1.16 ppm }
-Lys-Cys-Suc=Gly- 2‘]/14 |
_JL 25250 ﬁ )MUUWM U«LMJM/\J’LJM WJUJLJ | \L
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 [pPpm]

Abbildung 45: Vergleich dertH-NMR-Spektren (600MHz, 300K, 50mm Kaliumphosphatpuffer/D20 (11:1),pH=3.0)
im amidischen Bereich der vier diastereomer zueinander stehenden, ligierten Foldob-hairpins mit dem
Suc=GlyDipeptid an i+2- und i+3-Position des 6-turns. Lediglich das Diasteromer des-Cystein Peptides121-DS1
(unten) weist in L6sung eine Vorzugskoformation auf, die sich in den Foldong-hairpin charakteristischen

Tieffeldverschiebungen der ValinrAmidprotonen &uf3ert. Peptide von unten nach obert21-DS1/DS2,125-DS1/DS2.

Da auch bei den Succinimidhioether beinhaltenden Foldon b-hairpins mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie keine eindeutige Zuordnung der awluten Stereokonfiguration des

Stereozentrums am SuccinimieRing mdglich war, werden auch hier m Folgenden die
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Kap. 3.1.4).

Besonders interessant an diesem Befund ist die Tatsache, dass sich in beiden Peptitizh und

Diastereomere gemal ihrer Retentionszeit mit DS1 und DS2 bezeichnet (vgl.

125 der SuccinimidRing an deri+2-Position des b-turns befindet (vgl. Tab.12) und sich beide

nur in der unterscheiden. Die Analyse der

NMR-spektroskopischen Daten der viediastereomeren Peptide (21/125-DS1,121/125-DS2)

Stereokonfiguration des Cysteins
zeigte, dass wiederum nur eines dieser Diastereomer&21-DS1, die fur den Foldong-hairpin
charakteristischen Tieffeldverschiebungen der ValimPmidprotonen (V14 und V21) und eine
Faltungspopulation von 52% aufwies (sAbbildung 45). Alle anderen Peptide wiesen, sofern
bestimmbar, Faltungspopulationen von <2@ auf und kénnen somit alsrandom coil Struktur
angesehen werden.Um einen genaueren Einblick in die Strukurdes 6-hairpins und den
konformationellen Einfluss der SuccinimidThioether-Einheit im Bereich desb-turns von Peptid
121-DS1 zu erlangen, wurde eine Konformationsanalyse durchgefiihrt und mit dem nativen

Foldon b-hairpin verglichen.
Y-3,5-H

W-2H  y.26- W NH Wooy Y-26-H Y-35-H
M‘ MU vy W'm
E ) v T O1E
0 8 ' ‘ 5
0 0 b < ‘ ’ ) .
; ¢ K o
0 % | YBHpmS 1 Y HproS -
: ! Yy proS T—— Hme proS B rR
0 YBHproS BHPTOST BHPTO
Y S ~ 0 Y R Le
pHPTO d \& 0 YgyproR I BHpro =]
Wbl YguProR WoyproR ’ I
<] BH WBHme‘ [ inroR ’ Fe
YBHproR ’ ’ﬁ g | | '
YoyproR : l " <
W proR BHP d VoES
WBHprOS pHP WBHpmS ‘ | °
| ! ;
1® . . o :
85 8.0 75 70  [ppm] 85 8.0 75 7.0 [ppm]

-Lys-Asp-Gly-Glu-

nativ

HpPoR DS1
HOOC
Ha
HpPoR Indol
HOOC N—
HpPros
Abbildung 46: Konformationsanalyse und Vergleich der NOESWMR-Spektren (600MHz, 300K,

50 mm Kaliumphosphatpuffer/D2O  (11:1), pH=3.0, Mischzeit=
KQAYVRDGBVVLLSG (links)  mit
KQAYVRCSGWVLLS{rechts) im Teilbereich des hydrophobenclusters,bestehen aus Ty# und Trp20. Die Kontakte

dem ersten

Diastereomer des

-Lys-Cys-Suc=Gly-

150ms) des nativen

sind zur Verdeutlichung in einen Ausschnitt aus der Kristallstruktur des Foldons (PDBode: 1RFO) eingetragen.

Foldonr -hairpins 96
KCys+1-t+ '-Foldonr -hairpin 121-DS1
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Es zeigte sich, dass die Seitenkettenrotameder Aminosauren desb-sheetsvon 121-DS1keine
signifikanten Unterschiede im Vergleich zum nativen Foldow-hairpin 96 aufwiesen. Durch die
Auswertung des NOESYIMR-Spektrums im Bereich deshydrophoben clusters bestehend aus
Argts, Trp2o, Tyrt3 und Lew? konnte auf’erdem durch die NOEKontakte zwischen Tr° und
Tyr13 bewiesen werden, dass dep-hairpin 121-DS1 eine identische Strukturim Vergleich zum
nativen Foldon 6-hairpin 96 aufweist (vgl. Abbildung 46). Der einzige Untschied zwischen den
beiden Peptiden 121-DS1 und 96 liegt in ihren unterschiedlichen Faltungspopulatioren des
b-sheetsvon 52% und 72%. Auch das Fehlen des NOEKontaktes vom Trp4H zum Tyr-bH-proS
steht im Enklang mit der geringen Faltungspopulation von 121-DS1, da dies aufeine
gesteigerte intrinsische Rexibilitédt des b-hairpins hindeutet. Da mit diesen Ergebnissen bereits
der Nachweis erbrachtwerden konnte, dass die Ausbildung eines nativ faltenden Foldon
b-hairpins durch die STL mdoglich ist, stellt sich dennoch die Frag welchen Einfluss der
Succinimid-Thioether auf denb-turn hat und welche Konformation dieser einnimmt. Obwohl die
Konformationsanalyse zeigte, dass der hydrophobeluster in Takt ist und somit auch ein
definierter turn zur Verbindung der beidenb-Strangeausgebildetet worden sein muss, zeigt sich
bereits im H-NMR-Spektrum des Peptidesl21-DS1 ein signifikanter Unteschied zum nativen
Foldon b-hairpin. Bei den isolierten Foldon hairpins weist immer das Amidprotoin der
i+3-Position des#) Yufbs die starkste Hochfeldverschiebung auf. Dieser Tatsache liegen zwei
Ursachen zu GrundeZum einen weisen Amidprotonen die sich in einer helikalen Umgebng
befinden, wie es typisch fiir diei+3-Position einesrechtsgangigenb-turns oder in einer a-Helix
ist, immer eine relativ zumrandom coil Wert der Aminosaure gesehene Hochfeldverschiebung
auf. Zum anderen befindet sich dieses Amidproton in einer Wasserstoffbrickenbindung mit dem
Carbonyl der Aminosaure in deii-Position. HODGESowie WILLIAMSONet al. konnten anhand von
NMR-Experimenten zeigen, dass Amidprotonendie sich innerhalb von a-Helices in einer
Wasserstoffbriickerbindung befinden, eine Hochfeldverschiebung erfahren und dige in
Korrelation mit der Bindungslange der Wasserstoffbriickenbindung stehe47.2481 Je starker eine
Wasserstoffbriickenbindung, desto groRer ist die Hochfeldverschiebung hin zu kleiran
chemischen Verschiebungef48 Aus diesem Grund wesen die Temperaturgradienten des
Amidprotons an der i+3-Position eines b-turns einen positiven Temperaturgradienten im
Gegensatz zu den restlichen Amidprotonen eingshairpins auf (vgl. Tabelle 13).

Da bei dem ligierten Foldonb-hairpin 121-DS1durch den Einsatz des Suc=GMotivs an deri+2
und i+3-Position kein Amidproton an deri+3-Position vorhanden ist, Uberrascht es umso mehr,
dass dennoch ein Amidproton eine nahezu identische Hochfeldveschiebung zu der
Glutaminsaure des nativen Foldonb-hairpins aufweist (s. Abbildung 47). Durch Sequenzieung
des Peptides mit Hilfe der NOESYund TOCSWMR-Spektren konnte zweifelsfrei zugeordnet
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werden, dass es sich hierbei um das Amidproton des Cysteins an defl.-Position des b-turns

handelt.

KQAYVR-Lys-Xaa-Xaa-Xaa-WVLLSG

i i+l i+2 i+3
1.59 ppm
-Lys-Asp-Gly-Glu- . | ‘ ‘ [‘\
Nati
FP 27204 Vleyw“ I ’I HW I ” U JV . { | A‘
.,,,J‘L | "lL;L__J‘U'U' U MUI\LJ / ‘u ' U
1.16 ppm
.Lys-Cy[s)-Ssluc:Gly- 51 ’“W /\ “
ﬂ FP =52% Aﬁ%‘; m ‘0\ M Mln !M (ﬂ} \ dt” ﬂ“ M h)
I VWAL \Ju LA L
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 [ppm]

Abbildung 47: 1H-NMR-Spektren im amidischen BereicH600 MHz, 300K, 50mm Kaliumphosphatpuffer/D20 (11:1),
pH=3.0) des nativen Foldon &-hairpins 96 (oben) mit dem ligierten &-hairpin 121-DS1 (unten). Beide Spektren
weisen eine hohe Dispersion, sowie die charakteristische Tieffeldverschiebung der beiden VahAmidprotonen auf.
AuRergewohnlich ist die Hochfeldverschiebung des CystedNH, dass sich an deri+1-Position des b-turns von
121-DS1 befindet und einen naheu identischen Wert zu der typischerweise erwarteten Verschiebung zur

Glutaminséaure in deri+3-Position des nativenturns aufweist.

Da im Bereich der vier turn-Aminosauren (KGG) keine weiteren NOEKontakte Aufschluss Uber
die turn-Geometrie geben konnten, wurde durch die Bestimmung der Temperaturgradienten
versucht, die Hintergrinde fir diese ungewohnliche Tieffeldverschiebung des CysNH in
121-DS1zu beleuchten.Diese werden in Tabellel3 mit denen des nativen Foldonb-hairpins 96

verglichen.

Tabelle 13: Vergleich der Temperaturgradienten (D d+/ DT) des nativ faltenden, ligierten Foldong-hairpin 121-DS1
(unten) mit dem nativen Foldon hairpin 96. Sofern nicht anders angegeben besitzen alle Werte ein negatives

Vorzeichen. Die Einheit der Temperaturgradienten ist [ppb/K].

turn K Q A Y v# R Ki X+l Xi#2  Xi+3 W V21 |22 |23 S G

KDGE - 6.8 9.0 93 143 66 94 155 95 +13 105 176 100 90 77 7.8
+#@ - 105 7.0 80 90 75 70 2.5 - - 90 130 95 75 60 75

Die Auswertung der Temperaturgradienten vonl121-DS1 bestatigt, dass das Amidproton von

Cyst7 sehr stark vom LOsungsmittel abgeschirmt istAlle anderen Temperaturgradienten von
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121-DS1weisen keine signifikanten Untschiede zon nativen Foldon &-hairpin 96 auf. Wird nun
die Aussage von KessLEretal. zugunde gelegt dass sich Amidprotonen mit einem
Temperaturgradienten positiver als -4.5ppb/K in einer Wasserstoffbriickenbindung
befinden,246.148] kann flr das Cy&’-NH mit einem Wert von-2.5 ppb/K die Vermutung aufgestellt
werden, dass sich dieses in einer solchen befind€a der Temperaturgradient allein, besonders
in kleinen dynamischen Peptiden, jedoch keine sichere Aussagalasst, haben ANDERSENet al.
eine graphische Methode entwickelt die unter Berlicksichtigung der CSBNerte der
Amidprotons, durch Auftragen von D dDT gegend CSfy, eine Enordnung in
wasserstoffbriickergebundene und ungebundene Pronen zuldsstergleicht man die Daten von
ANDERSEN fur wasserstoffbriickengebunde® Amidprotonen in  b-sheetg!®0 mit der
ungewohnlich starken Hochfeldverschiebung des CysteiNH, die sich in einem CSWert
von -0.435 ppm manifestiert, in Kombination des sehr geringen Temperaturgradientenyird die
Annahme weiter bekréftigt, dass sich das Amidproton von C¥s in einer
Wasserstoffbriickenbindung befindet Wird nun die Geometrie desb-turns des nativen Foldon
b-hairpins 96 betrachtet, der als ) turd vorliegt, ergibt sich fur den Succiimid-Thioether
beinhalteten turn aufgrund der Hypothese, dass das Amidproton deir+1-Position sich in einer
Wasserstoffbriickenbindung befinden muss, eine interesante turn-Struktur, die basierend auf
den analytischen Daten und dieser Annahme in Abbildurdf dargestellt ist. Im Folgendenwird
versucht, auf Basis der pektroskopischen Daten eine Einordnung beziglich der b-turn

Geometrie des Peptide421-DS1zu treffen und diese zu erklaren.

i+1 ‘Q@ @ i+2 :%@@ Q@
20
@ o @ ® @ Qa
@ @ @1+3® @ @ ®1+3
KDGE (BIT) KCEG

Abbildung 48: Geometrie desfiir den nativen, isolierten Foldon &-hairpin typischen ) Xufds (links)[176] mit der
Sequenz KDGH96) von der i bis i+3-Position im Vergleich mit der aus denNMR-spektroskopischen Daten
postulierten Geometrie desb-turns von Peptid 121-DS1 mit einem Thioether zwischeni+1 und i+2 Position sowie
einem Succinimd an deri+2-Position (rechts). Der bemerkensverteste Unterschied beiderturn-Strukturen liegt im
Falle des Peptidesl21-DS1in der Ausbildung eines ungewdhnlichendturns zwischen dem Amidproton des Cystein

an deri+1-Position und einer der beiden Carbonyle des Succinimiings in deri+2-Position (rechts).

110



Ergebnisse und Diskussion

Da zwischen deri+1- und i+2-Position in Peptid 121-DS1 kein Amidbindung ausgelidet wird
und sich angelle dessen, i Seitenkette des Cysteinfnnerhalb des Peptidrickgrates befindet,
fuhrt dies unweigerlich zu einer Rotation um den Winkel w zwischen i und i+1. Durch diese
Torsion des Rickgrates wird es mdglich, dass sich das sonst sehr stark zum Lésungsmittel hin
orientierte Amidproton der i+1-Postion (D dDT >15 ppb/K im nativen Foldon hairpin) nach
innen drehen kann und somit vom Lésungsmittel abgeschirmt wirdDer gegeniberliegende
Succinimid-Ring an der i+2-Position des turns kann mit seinen zwei potentiellen
WasserstoffbriickenrAkzeptoren das Amid-Proton ander i+1-Position stabilisieren und in einer
Wasserstoffbriicke binden (vgl. Abbildung 48). Dies stelltim Vergleich zum nativen Foldon
b-hairpin den signifikantesten Unterschied darDieser Befund ist insofern auf3ergewdhnlich, da
dies bedeuten wirde dass die Einheit bestehend aus Cystein und dem Succiniritthg
zwischen der i+1- und i+2-Position einen dturn ausbildet. Dieses turn-Motiv ist nahezu
unerforscht und kommt im Vergeleich zum pb-turn aufgrund seiner erforderlichen
cisAmidbindung nur sehr selten in Peptidenoder Proteinenvor.[249 Da diesesurn-Motiv jedoch
nicht zweifelsfrei anhand der hier vorliegenden Daten bewiesen werden kann, muss auch eine
intramolekulare Wasserstdfbriicke des Cy&-Amidprotons zum freien GTerm von Cy$7 in
Betracht gezogen werden. Hierdurch kann ebenfalls ein kleiner Temperaturgradient
hervorgerufen werden. Allerdings sollte in diesem Fall jeder nativ faltende, ligierte Foldon
b-hairpin an dieser Position einen nahezu identischen Temperaturgradienten aufweisen. In
Kapitel 3.3.1.4.1 kann anhand des Peptiddb7-DS1 demonstriert werden, dass die
Stereochemie auf der gegenuberliegenden Seite degturns einen Einfluss auf den
Temperaturgradienten hat. Dieses \érhalten der Temperaturabhangigkeit kann besser mit einer
veranderten Bindungslange der Wasserstoffbriickenbindung aufgund der verénderten
Geometrie desturns erklart werden als mit dem vorhanden sein einer Wasserstoffbriicke
zwischen Amid undGTerm des Cy#. Einen weiteren Hinweis fur die Existenz einesiturns
liefert die Molekuldynamiksimulation, die in Kooperation mit PHILIP HORXdurchgefiihrt wurde.
Unter der Beriicksichtigung der Wasserstoffbriickenbindungwischeni- und i+3-Position wurde
die Dynamik des ligierten b-turns in einem Zeitraum von 10ns beobachtet. Hierbei zeigte sich
insbesondere bei dem bturn mit einem (S-konfigurierten SuccinimidRing, dass dieser
bevorzugt die Konformation einescdturns einnimmt (s. Abbildung 49).

Unabhéangig von der Moglichkeit zur Ausbildung einefturns handelt es sich insgesamt
betrachtet um einen b-turn, daauch anhand des Temperaturgradienten von Ly&zu sehen ist,

dassdie typische Wasserstoffbriickenbindung zwischen der und i+3-Position ausgebildet wird.
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Abbildung 49: Links: Molekildynamiksimulation (Molecular Operating Environment, 10ns) des ligierten Foldon
bturns (KCSG). Rechts: Selektierte Aufnahme ausder Simulation. Zur Durchfiihrbarkeit der Berechnungen wurde
G und N-Terminal der turn-Sequenzein Glycirrest angefiigt.Der (S-konfigurierte Succinimid-Ring zeigtwahrend des
Zeitintervalls der Simulaton eine hohe Tendez zur Ausbildungdes postulierten dturns zwischen der i+1- und
i+2-Position, wohingegen der(R)-konfigurierte Ring eine deutlich geringere Population desdturns wahrend des
beobachteten Zeitraums aufwiesDie Berechnungen bestatigen somit die zuvor getroffene Annahme, dass die nativ

falteneden, ligierten Foldonb-hairpins innerhalb des &-turns einen zusatzlichendturn ausbilden.

Verglichen mit den vonCapAssaund SaTtowet al. beschriebenen Aminosuccininiden (Kap.1.3),
die zu einer Sabilisierung von turn-Strukturen durch ihre Rigiditat beitragen, weist der
Succinimid-Thioether in dem ligierten Peptid121-DS1 eine geringere Faltungspopulation im
Vergleich zum nativen Foldonb-hairpin 96 auf. Da fur die Ligation die Mal=GhDipeptideinheit
in Kombination mit einem Cystein verwendet wurde, befinden sich nach der STL zwei sehr
flexible Methylengruppen innerhalb derturn-Struktur (vgl. Abb.48). Hierdurch weist der b6-turn
eine im Vergleich sark gesteigerte intrinsische Flexibilitat auf, womit die geringere Populierung
des b-sheetsvon 53% erklart werden kann. Bei der Utersuchung der zyklischen Hexapeptide
(Kap.3.1) konnte bereits gezeigt werden, dass die Stereodynamik und damit auch diegiditat
des Peptidrickgrates stark von der Stereokonfiguratiomnd Anzahlder zum SuccinimidRing in
N- und Gterminaler Richtung benachbarten Stereozentren abhangtUm die Flexibiltat desturns
weiter einzuschranken, sollte deshalb im Folgenden der Einflss van zuséatzlichen Stereozentren
angelle der flexiblen Methylengruppen zwischen deri+1- und i+2-Position sowie an der

i+3-Position untersucht werden.
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