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Aminoséaure Abkiirzung Verwendete
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Asparagin Asn N Trt
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1 EINLEITUNG

1.1 Transmissible Spongiforme Enzephalopathien

Transmissible Spongiforme Enzephalopathien (TSE) werden auch als Prionen-Erkrankungen
bezeichnet und sind tddlich verlaufende degenerative Funktionsstrungen des zentralen
Nervensystems.! Zu den TSE gehoren u.a. die Traberkrankheit bei Schafen (scrapie), der
Rinderwahnsinn (bovine spongiform encephalopathy BSE) und die menschlichen Prionen-
Erkrankungen. Zu den humanen Varianten zdhlt die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit (CJK), eine
seltene fortschreitende Storung des menschlichen Kleinhirns. Kuru ist eine dhnlich geartete
(vermutlich identische) degenerative Erkrankung des Gehirns, die unter Ureinwohnern von
Papua-Neuguinea auftritt und durch rituellen Kannibalismus iibertragen wird.”? Das
Gerstmann-Straussler-Scheinker Syndrom (GSS) sowie fatal familia insomnia (FFI) sind
seltene Erbkrankheiten und stellen weitere Formen der menschlichen Spongiformen
Enzephalopathien dar.’

Alle Erkrankungen dieser Art zeigen einen &dhnlichen Verlauf, der nach recht langer,
symptomloser Inkubationszeit in eine kurze progressive Krankheitsphase iibergeht, welche
tiber Schreckhaftigkeit, Koordinationsstérungen (Ataxie) und Demenz zum Tod fiihrt.
Charakteristisch ist eine Degeneration des zentralen Nervensystems, die sich in einer
schwammartigen Gewebeauflockerung der grauen Hirnsubstanz und Ablagerungen von

amyloiden Plaques duBert, die zur Apoptose neuronaler Zellen fithren (Abbildung 1).!

Abbildung 1: Links: Intrazytoplasmatische Vakuolen im Gehirngewebe. Rechts: Fibrillenartige,
amyloide Plaques.
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Allerdings treten keine Anzeichen fiir einen Entziindungsprozess oder Fieber auf, so dass
angenommen werden kann, dass die Krankheiten zu keiner Aktivierung des Immunsystems
fiihren.”

Mit dem Rinderwahnsinn, der 1986 erstmalig in GroBbritannien diagnostiziert wurde, wurde
das oOffentliche Interesse an den TSE geweckt, da sich die Tragweite des bis dahin noch
weitgehend unerforschten Krankheitstyps schlecht abschétzen lie. Bald wurde BSE mit der
Verfiitterung von Tiermehl in Zusammenhang gebracht, bei dessen Herstellung
unzureichende Sterilisierungsmethoden angewandt wurden. 1988 verbot die britische
Regierung solche Futterzusitze.

1996 wurde eine neue Variante der Creutzfeldt-Jakob Krankheit (nvCJK) diagnostiziert,” die
sich von der schon linger bekannten sporadischen Variante hauptsidchlich darin unterscheidet,
dass auch jlingere Menschen betroffen sind. Des Weiteren weist sie einen verldngerten
Krankheitsverlauf und frithe psychische Symptome auf. Das Auftreten von nvCJK wurde in
Zusammenhang mit dem Verzehr von BSE-infiziertem Rindfleisch gebracht. Weltweit sind
161 Todesfille von Patienten bekannt, die an nvCJD erkrankt waren. Davon starben 149 in
Grofbritannien, je ein Patient in Kanada, USA, Italien und Irland und acht in Frankreich
(Stand 04/2005). BSE-Félle gab es weltweit 188406, davon allein 180820 in Grof3britannien.
In Deutschland wurden bislang 363 Fille gemeldet (Stand 12/2004).%”

1.1.1 Der Krankheitserreger und seine Replikation

Das Wesen des Krankheitserregers wird kontrovers diskutiert,®"°

nl;ll

wobei die "Protein-only-
Hypothese und die Virus-Theorie'? die verbreitetsten Standpunkte widerspiegeln.

Im Jahr 1967 zeigte Alper et al., dass das Agens auch nach der Behandlung mit DNA
degenerierenden Chemikalien oder UV-Strahlung infektids bleibt."> Des Weiteren konnte
bislang kein DNA- oder RNA-Strang dem infektiosen Partikel eindeutig zugeordnet werden.'
Auch die Tatsache, dass eine Masse von ~2x10° Da fiir die Infektiositit der Substanz
ausreicht, spricht gegen einen virulenten Erreger, da ein Virus ein groBeres Gewicht besiBe."
Griffith vermutete im Jahr 1967 erstmalig, dass der Krankheitserreger der Transmissiblen
Spongiformen Enzephalopathien aus EiweiBen besteht.!' Stanley Prusiner und seinen
Mitarbeitern gelang 1982 die Isolierung eines Proteins aus dem infektidsen Material.'
Aufgrund dieses Befunds postulierte er im gleichen Jahr die "Protein-on/y-Hypothese", nach
der der Krankheitserreger der TSE nur aus einem Protein, dem sog. Prionprotein

(proteinaceous infectious only, Prion), besteht. Fiir diese Theorie wurde Prusiner 1997 der
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Nobelpreis verlichen. Trotz der Entdeckung des Prionproteins (PrP) blieb die Frage lange
unbeantwortet, wie sich das infektiose Agens ohne DNA bzw. RNA replizieren kann.

Handelte es sich bei dem Krankheitserreger tatsdchlich um ein Protein, so miisste er sich
durch Reagenzien, die Proteine denaturieren, inaktivieren und durch anti-PrP Antikorper
neutralisieren lassen. Tatsichlich gibt es Studien, die dies belegen.'®'® Bald zeigte sich, dass
das Protein auf einem Gen codiert ist, das in allen untersuchten Sdugern vorgefunden

wurde.' %%

Das Gen ist die meiste Zeit aktiv, so dass der Organismus das Protein fortwéhrend
produziert, ohne an TSE zu erkranken. Exprimiert wird das zelluldre Prionprotein (PrP%) von
vielen Zell-Typen, u.a. Neuronen, Gliazellen und Lymphozyten.'** Versuche, in denen das
Gen ausgeschaltet wurde, zeigten, dass PrP-knockout Miause immun gegen eine Infektion
sind, was die Bedeutung des zelluldren Prionproteins fiir die Krankheit unterstreicht.***® Fiir
das PrP-Gen sind zwei Allele bekannt, diec am Codon 129 entweder Methionin oder Valin
codieren. Die neue Variante der Creutzfeld-Jakob-Krankheit wurde nur bei Patienten
beobachtet, die Met129 homozygot waren.”’

Die Anwesenheit von PrP® im gesunden Organismus legt nahe, dass das Protein in zwei
Konformationen vorliegen kann. Die 3D-Struktur des zelluliren PrP konnte bestimmt
werden.”®* Eine hochaufgeloste Struktur des pathogenen Isomers (PrP*) ist bislang noch
nicht zuginglich, doch ist bekannt, dass der B-Faltblatt Anteil in PrP*® (43%) im Vergleich
zur zelluliren Variante (3%) deutlich hoher ist.*

Zur Replikation der pathologischen Form des Prions werden hauptsichlich zwei
Mechanismen diskutiert, bei denen die Konformationsdnderung von PrP€ zu PrP* durch die
pathogene Isoform katalysiert wird. Prusiner postulierte das Heterodimer-Modell, in dem
angenommen wird, dass ein PrP*-Monomer ein PrP-Molekiil bindet und dessen
Konformationsinderung in einer direkten Autokatalyse verursacht.’’ Dieses Modell setzt eine
hohe Energiebarriere fiir den Faltungsprozess voraus, so dass ein sog. Protein X postuliert
wurde, das wihrend der Konformationsinderung als Chaperon agiert.”> Das alternative
Nukleations-Polymerisations—Modell von Lansbury geht von einem eindimensionalen
Kettenwachstumsmechanismus mit einem vorgelagerten Gleichgewicht zwischen der
zelluliren und der pathologischen Form des Prionproteins aus (Abbildung2).”> Der
geschwindigkeitsbestimmende Schritt ist dabei die Bildung eines stabilen Keims kritischer
GroBe, der dann irreversibel weitere PrP*-Molekiile anlagert, und diese damit dem
Gleichgewicht entzieht. Ein exponentieller Zuwachs von PrP*-Einheiten kann dann

angenommen werden, wenn man eine Fragmentierung der wachsenden Keime voraussetzt,

die ihrerseits wiederum PrP%-Molekiile anlagern und zu wachsenden Keimen werden.
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' PrPC
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seltenes Ereignis) von Prpsc des Erregers

Abbildung 2: Angenommene Mechanismen fir die Konformationsdnderung von PrP® zu Prp%°3
Oben: Heterodimer-Modell nach Prusiner. Unten: Nukleations-Polymerisations—Modell nach
Lansbury.

Letzterer Mechanismus ist wahrscheinlicher, da er den Beobachtungen Rechnung tragt, dass
erst eine Einheit von 200 kDa (PrP®), infektios wirkt. AuBerdem sprechen auch kinetische
Berechnungen fiir das Modell von Lansbury, da eine autokatalytische Reaktion, wie sie von
Prusiner vorgeschlagen wurde, nicht mit den schon erwédhnten langen Inkubationszeiten von
mehreren Jahren in Einklang zu bringen wére. Nach dem Nukleations-Polymerisations-
Modell miisste zunéchst ein Schwellenwert tiberschritten werden, um dann zum Ausbruch der
Krankheit zu fiithren.

Die Creutzfeldt-Jakob-Krankheit weist nicht bei allen Patienten die gleiche Symptomatik auf.
Inkubationszeiten, klinische Merkmale und Neuropathologie konnen differieren. Diese
Charakteristik ist nicht ohne weiteres mit der "Protein-only-Hypothese" erklarbar, da
unterschiedliche Krankheitsverldufe oft durch genetische Mutationen des Erregers
hervorgerufen werden. Prusiner erklirte das Phanomen damit, dass die pathogenen Aggregate
unterschiedlicher Stimme diverse Formen und Groflen annehmen konnen, die ihrerseits die
Konformationsédnderung verschieden katalysieren und dazu fiihren, dass selektiv bestimmte
Gehirnbereiche von den Ablagerungen betroffen sind.' Diese Theorie wurde durch Studien
unterstiitzt, die zeigen, dass PrP> unterschiedlicher Stimme verschiedene Sekundérstrukturen

5;36

aufweisen®~° und ihre Eigenschaften auf das zellulire PrP iibertragen kénnen.*’
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Besteht der Krankheitserreger der TSE lediglich aus dem pathogenen Konformer des
Prionproteins und erfolgt seine Replikation nur durch Interaktion mit der zelluldren Isoform,
so miisste sich PrP* in vitro aus PrP® darstellen lassen. Caughey und seine Mitarbeiter
entwickelten hierzu ein zellfreies System.”® Allerdings wurden nur geringe Ausbeuten erzielt,
die eine Unterscheidung zwischen neu erzeugtem PrP* und dem zu Beginn eingesetzten
pathogenen Material aus dem entstandenen Gemisch erschwerte. Hill er al. nutzte die
Speziesbarriere aus, um zwischen eingesetztem und neu generiertem PrP*° zu unterscheiden.
Auf diese Weise konnte selektiv die Infektiositit des in vitro erzeugten PrP*° gestestet
werden; es erwies sich allerdings als nicht infektios.”

Soto gelang mit der Entwicklung des protein-misfolding cyclic amplification assay (PMCA)
die Darstellung von PrP*° in vitro mit guten Ausbeuten.*’ Hier wird das Homogenisat eines
infizierten Gehirns stark verdiinnt und mit dem Homogenisat eines gesunden Gehirns
versetzt. Durch Ultraschallbehandlung werden die sich bildenden PrP* Aggregate in kleine
Einheiten gespalten, an denen sehr schnell der Konversionsprozess verlduft. In mehreren
Zyklen wird das Homogenisat weiter verdiinnt und mit gesundem homogenisierten Gehirn
inkubiert, so dass schon nach fiinf Zyklen davon ausgegangen werden kann, dass ca. 98% des
Homogenisats aus neu generiertem PrP* besteht. Dieses PrP*° besitzt im Vergleich zur
pathogenen Isoform aus infiziertem Gehirn identische strukturelle und biochemische
Eigenschaften. Dariiber hinaus konnte gezeigt werden, dass Hamster, die mit dem generierten
Agens infiziert wurden, die typischen Symptome der Krankheit aufwiesen und nach ca. 170
Tagen starben.*' Auch wenn das in vitro gebildete PrP* aus den Versuchen von Castilla e al.
10-100-fach weniger infektios ist als PrP° aus scrapie-infiziertem Gehirn, so gelang Soto und
seinen Mitarbeitern hiermit erstmalig die in vitro Erzeugung von PrP% mit in vivo
Infektiositit. Die Ergebnisse stellen somit ein weiteres Indiz fiir die "Protein-onl/y-Hypothese"

dar.

1.1.2 Struktur und Stabilitat des Prionproteins

Das Prionprotein ist ein hydrophobes Glycoprotein mit einer molaren Masse von etwa
30 kDa. Es ist iiber einen Glycosylphosphatidylinositol-Anker (GPI), der an S230 am C-
Terminus des Proteins gebunden ist, auf der AuBenseite der Zellmembran fixiert.* Die

Struktur des zelluliren Isomers wurde mittels NMR>**

und Klristalls‘urukturanalyse28
aufgeklart. Die NMR Struktur des unglycosylierten humanen PrPs zeigt einen globuléren, C-
terminalen Rest, der aus drei a-Helices (D144-N153 al, N174-K194 a2 und E200-R228 a.3)

und zwei B-Faltblatt-Strukturen (Y128-G131 B1 und V161-Y163 B2) besteht, sowie einen
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flexiblen, ungefalteten Rest am N-Terminus. Flexibler und globuldrer Teil umfassen jeweils
etwa 50% des Proteins. Die Helices a2 und a3 am C-terminalen Ende sind durch eine

Disulfidbriicke zwischen C179 und C214 miteinander verkniipft (Abbildung 3).

C-Terminus

Abbildung 3: NMR-Struktur des in E. coli. rekombinant exprimierten, unglycosylierten humanen
Prionproteins hPrP®(23-230) bei pH 4.5.%° In der Abbildung ist der flexible N-Terminus nicht gezeigt.

226

Abbildung 4: Rontgenkristallstruktur des in E. Coli rekombinant exprimierten hPrPC(90-231) mit einer
Auflésung von 2 A in der Stereoansicht.?
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In der Kristallstruktur des unglycosylierten humanen Prionproteins liegt das Protein als Dimer
vor (Abbildung 4). Die Dimerisierung ist hierbei darauf zurlickzufiihren, dass die
Disulfidbriicke nicht wie in der NMR Struktur intramolekular, sondern intermolekular
zwischen den beiden Peptidstringen gebildet wird. Davon abgesehen sind die Struktur-
elemente, die liber NMR- und Kristallstrukturanalyse ermittelt wurden, miteinander
vergleichbar.

FTIR und CD Spektren des pathogenen Konformationsisomer (PrP%°) zeigen einen groBeren

B-Faltblatt-Anteil als die zelluldre Form.”**

Es ist weiterhin unldslich und liegt multimer vor,
da vermutlich der groBere P-Faltblatt-Anteil zu stirkeren intermolekularen Wechsel-
wirkungen fithrt. Somit ist PrP% fiir hochauflosende Strukturbestimmungsmethoden
unzugénglich. Im Gegensatz zu PrP€, das von der Proteinase K vollstindig verdaut wird, lasst
sich die pathologische Form lediglich N-terminal bis W90 verdauen.

Die N-terminale Region des Prionproteins enthilt vier Kopien der hochkonservierten
octarepeat Sequenz PHGGGWGQ), die zwischen den Aminosdureresten 60-91 der humanen
Sequenz lokalisiert sind. Diese Histidin-reiche Region bietet bis zu vier Bindungsstellen fiir
Cu”"-Ionen, die ihrerseits eine Faltung des Proteins in dieser Region hervorrufen.**” Brown
et al. konnten zeigen, dass in der Anwesenheit von Kupfer(Il)-Ionen gefaltetes PrPC eine
Superoxid-Dismutase hnliche Funktion iibernimmt.”* Weitere Studien lassen vermuten, dass
PrP€ als Kupfertransport Protein fungiert.*’

Das zelluldre Prionprotein ist relativ pH-stabil, lediglich die hydrophile al-Helix ist im
sauren Milieu um drei Aminosiuren verlingert.’’ Salze in geringer Konzentration (< 50 mM)
setzen die thermische Stabilitit von PrP® herab. Bei hoheren Konzentrationen wurde fiir
NaSO4, NaF und NaAc der umgekehrte Effekt beobachtet, sie verhalten sich analog der
Hofmeister Serie. NaCl hingegen destabilisiert das Protein in hohen Konzentrationen. Die
Beobachtungen sprechen fiir einen starken Einfluss von elektrostatischen Wechselwirkungen
auf die Stabilitit des Proteins und lassen sich vermutlich auf eine lonen-induzierte
Destabilisierung der Salzbriicken zwischen D144 und R148 bzw. D147 und RI151
zuriickfiihren. Es besteht daher die Annahme, dass der a.l1-Helix eine entscheidende Rolle im
pathogenen Faltungsprozess zukommt.”' In den vergangenen Jahren wurden verschiedene
Methoden etabliert, die Aggregation des zelluldren Prionproteins zellfrei zu induzieren. Die
metallkatalysierte Oxidation durch redoxaktive Ubergangsmetalle wie Kupfer, Eisen und
Zink stellt eine Moglichkeit dar. Die Ubergangsmetalle fungieren dabei als Elektronen-
Donoren, die den im Medium befindlichen Sauerstoff zur reaktiven Spezies aktivieren. Die

reaktive Spezies oxidiert unverziiglich das Protein und 16st somit die Aggregation aus.”>>*
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Auch durch Erwirmung und Druck lésst sich die Aggregation des Prionproteins auslosen.”

Anionische Losungsmittel wie Sarkosyl und SDS fiihren ebenfalls zur Bildung von PrP-
Aggregaten. Kationische, zwitterionische und nicht-ionische Losungsmittel rufen keinen
derartigen Effekt hervor.”’ Eine Infektiositit der Aggregate, die durch die oben beschriebenen

Methoden erzeugt wurden, konnte bislang allerdings nicht nachgewiesen werden.

1.1.3 Glycosylierung des Prionproteins

Das Prionprotein enthélt zwei N-Typ gebundene Glycosylierungsstellen an N181 und N197,
welche sich im disulfidverbriickten Helix(o2)-loop-Helix(a3)-Motiv im globuléren Bereich
des Proteins befinden. Dabei liegt das Glycan an N181 auf der a2-Helix, wihrend sich das
Oligosaccharid, das tiber N197 mit dem Peptidriickgrat verkniipft ist, im Bereich der loop
befindet. Die Analyse der Glycane ldsst auf eine grole Heterogenitdt der Glycostrukturen
schliefen. Es wurden 60 verschiedene di-, tri- und tetra-antenndre Oligosaccharide gefunden,
die dem Komplex-Typ angehdren. An etwa 70% der terminalen Galactose-Einheiten ist
Sialylsiure gebunden.”® Eine schematische Darstellung der Glycan-Strukturen ist in
Abbildung 5 gezeigt, aus der sich alle gefundenen Oligosaccharide durch partiellen Abbau

erzeugen lassen.

O =Fuc
€ -GlcNAc
O = Man
[] =Gal

& = NeuNAc
0— = (-Anomer

&— = qg-Anomer

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Oligosaccharidstruktur.

PrP% enthilt verglichen mit PrP® einen groBeren Anteil an tri- und tetraantenniren
Strukturen. Im zelluldren Prionprotein ist hingegen mit groerer Wahrscheinlichkeit
zusitzlich an die Position 4 der B-D-Mannose ein weiteres N-Acetylglycosamin gebunden
(bisected glycan). Dieser strukturelle Unterschied der Kohlenhydratstrukturen ist vermutlich
damit zu erkliren, dass der Glycosylierungs-Apparat in Zellen, in denen PrP*® gebildet wird,

gestort ist. Man vermutet, dass in erkrankten Zellen die Aktivitit der Glycosyltransferase
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GnTIII eingeschrénkt ist, und als Folge hoher antennire Strukturen ausgebildet werden.®
Enzyme, die beim Glycosylierungsprozess in der Zelle mitwirken und somit Einfluss auf die
Glycostruktur der Proteine nehmen, reagieren oft empfindlich auf weitere Ereignisse, die in
der Zelle stattfinden. Variationen der Oligosaccharidstrukturen und Glycosylierungsgrade
spiegeln also hdufig Verdnderungen in der Zelle wider, die durch Krankheiten verursacht
werden.

Im Allgemeinen steigt mit dem Glycosylierungsgrad die Stabilitit der Proteine.’' Korth et al.
gelang die Expression der mono- und unglycosylierten Form des murinen Prionproteins durch
Mutationen der entsprechenden Asparagine des Glycosylierungsmotivs, durch Glutamin
(N180Q; N196Q).” Konversionsversuche dieser Proteine mit PrP zeigten, dass der
pathogene Faltungsprozess mit steigendem Glycosylierungsgrad langsamer verlduft. Neben
dem Aspekt der strukturellen Stabilitdt des Prionproteins, wird angenommen, dass durch die
beiden Glycosylierungsstellen ein groBer Anteil der Proteinoberfliche abgeschirmt wird.*
Somit konnten sie intermolekulare Protein-Protein-Wechselwirkungen sowie intramolekulare
Wechselwirkungen, die den flexiblen Rest des Proteins mit einbeziehen, sterisch hindern. Aus
molecular dynamic (MD) Simulationen des zweifach glycosylierten humanen Prionproteins
mit GPI Anker und der entsprechenden unglycosylierten Referenz geht hervor, dass die
globuldre Doméne des Proteins durch die Saccharide stabilisiert wird. Als Proteinstruktur
wurde hierbei ein Homologie-Modell von humanem PrP(90-231) verwendet, das auf der
NMR Struktur von Hamster PrP basiert. Als Saccharide wurde die in Abbildung 5
dargestellte Struktur modelliert.”® Die Stabilisierung wird dabei allerdings nicht durch direkte
Interaktion der Glycane mit dem Proteinbackbone hervorgerufen, vielmehr scheinen sie die
Mobilitit des umgebenden Wassers zu reduzieren. In Abbildung 6 ist eine Uberlagerung der
gemittelten Strukturen des Glycoproteins (grau) und der unglycosylierten Referenz (schwarz)
gezeigt. Das Protein ist dabei als Strang der Co-Atome dargestellt, wobei die Dicke des
Stranges ein Ausdruck filir die Flexibilitit der Atome im Verlauf der Simulation ist. In der
Umgebung um die Glycosylierungstelle an N197 scheint die Flexibilitidt der Aminosdurereste
durch das Glycan eingeschrinkt zu sein.”” In der Abbildung ist ebenfalls zu erkennen, dass

die Oligosaccharide einen groen Teil des Proteins abschirmen.
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Abbildung 6: Stereoansicht einer aus MD-Rechnungen gemittelten Struktur des glycosylierten,
humanen Prionproteins (K104-Ser230) (grau) Uberlagert mit der Struktur der unglycosylierten
Referenz (schwarz). Das Protein wird als ein Strang der Ca Atome reprasentiert, wobei die Dicke des
Stranges die Beweglichkeit der Co. Atome wahrend der MD-Simulation widerspiegelt.63

Die Glycosylierung scheint ebenfalls einen Einfluss auf Fibrillenbildung zu haben. So konnte
fiir das glycosylierte Peptidfragment F175-G195 der humanen Sequenz gezeigt werden, dass
der Zucker die Bildung der Fibrillen deutlich verlangsamt. Chitobiose diente dabei als
Modell-Saccharid.**

1.1.4 Speziesbarriere

Zur Zeit sind knapp 200000 BSE-Fille bekannt’, die Anzahl der nicht gemeldeten Infektionen
ist schwer abzuschitzen. Daher ist im Zuge des Rinderwahnsinns interessant, inwieweit BSE
auf andere Arten libertragbar ist. Ein Erreger, der eine bestimmte Tierart befillt, ldsst sich
unter Umstdnden auf eine andere Tierart iibertragen, wobei sich meist lédngere
Inkubationszeiten einstellen. Zur Untersuchung der sogenannten Artenbarriere haben Lopez
et al. die dreidimensionale Struktur des zelluldren PrPs von Mensch, Rind, Hamster und
Maus in Hinsicht auf rdumliche Ahnlichkeiten NMR-spektroskopisch analysiert. Es stellte
sich heraus, dass das zelluldre Prionprotein von Maus oder Hamster verglichen mit dem vom
Rind deutliche Unterschiede in der raumlichen Ausdehnung aufweisen, weswegen BSE auf
diese Arten zwar iibertragen werden kann, aber dennoch eine moderate Artenschranke

besteht. Die Proteine von Rind und Mensch sind sich hingegen sehr dhnlich (rmsd: 0.98 A).%



EINLEITUNG 11

1.1.5 Therapieansatze

Die Wechselwirkung der zelluldiren mit der abnormen Isoform ist das Schliisselereignis der
Pathogenese. Aufgrund der Besonderheit des Krankheitserregers scheiden herkdmmliche
Arzneimittel wie antivirale und antibakterielle Medikamente sowie Fungizide, Hormone und
Immunsuppresiva zur Behandlung der Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien aus.
Substanzen hingegen, die in der Lage sind, die Protein-Protein-Interaktion zu inhibieren, sind
potentielle anti-TSE Wirkstoffe.

Vielversprechende Untersuchungen zeigten, dass Pentosan Polysulfat (PS), ein
polyanionisches, sulfatiertes Polysaccharid, die Inkubationszeit bei Maiusen verlingern
kann.® Zyklische Tetrapyrrole wie Porphyrine und Phthalocyanine binden stark und selektiv
an Proteine und beeinflussen die Konformation von Proteinen. Tatsdchlich wurde beobachtet,
dass solche Verbindungen in vitro die PrP*-Bildung inhibieren.’® In vivo zeigten sie im
Maus-Modell eine Verzogerung des Krankheitsausbruchs, falls sie zum Zeitpunkt der
Infektion verabreicht wurden.®” Soto und seine Mitarbeiter verfolgten das Konzept, die
Bildung des pathogenen Konformationsisomers durch f-sheet-breaker-Peptide zu hemmen.
Das 13er-Peptid iPrP13 war in der Lage, in vitro PrP*° zumindest teilweise in PrP® dhnliche
Strukturen  zuriickzuwandeln.®® Weitere peptidische Inhibitoren des pathogenen
Faltungsprozesses wurden diskutiert. So konnte in einem zellfreien Konversions-Assay
gezeigt werden, dass die Peptidfragmente K106-Y128, M109-F141, V166-C179 und
E200-Q223 der Hamstersequenz eine durch PrP*° induzierte Konformationsinderung
inhibieren konnen.®”’" Allerdings erwies sich das Fragment K106-G126 der humanen
Sequenz in vivo als zytotoxisch.”' Verschiedene Peptidsequenzen sind inzwischen
patentrechtlich geschiitzt.”*”"”

Untersuchungen mit anti-PrP Antikorpern lassen hoffen, dass die passive Immunisierung ein
Therapieansatz sein konnte.'™'® Der monoklonale Antikorper 6H4 konnte die Infektion von
Neuroblastoma N2a Zellen, die zu den Zelllinien gehéren, die potentiell durch PrP®
infizierbar sind, unterdriicken. '

Vor dem Hintergrund der BSE-Krise und der daraus resultierenden, nicht abschétzbaren
Anzahl an nvCJD-infizierten Menschen wird die Dringlichkeit der Suche nach anti-TSE

Wirkstoffen deutlich. Die Entwicklung solcher Arzneimittel steht noch in den Anfangen.
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1.2 Wirkstoffe

1.2.1 Peptide als Wirkstoffe und Leitstrukturen

Peptide sind im menschlichen Organismus als Botenstoffe fiir verschiedene biologische
Funktionen verantwortlich oder dienen als Enzymsubstrate. Es liegt daher nahe, Peptide oder
Peptidomimetika in der Therapie einzusetzen.

Die Bioverfiigbarkeit von Peptiden ist allerdings oft nicht ausreichend flir Arzneimittel. Sie
werden durch Proteasen im Magen-Darm-Trakt und im Serum leicht gespalten und kdnnen
tiber die Leber und die Nieren schnell ausgeschieden werden. Weiterhin werden Peptide nach
oraler Gabe meist schlecht resorbiert, im Wesentlichen bedingt durch ihre GréBe. Ein
weiteres Problem stellt die Flexibilitit der Peptide dar, die zu schlechten Bindungskinetiken
und unvorteilhaften Bindungsentropien fiihrt.

Dennoch eignen sich Peptide als Ausgangspunkt fiir die Arzneimittelforschung, da sie leicht
und schnell durch die automatisierte Festphasensynthese synthetisiert werden kénnen und
hiufig iiberaus biologisch aktiv sind. Die peptidische Leitstruktur wird dann in Hinblick auf
die Bioverfiigbarkeit gemdf3 der Lipinski-Regel optimiert. Diese besagt, dass ein Wirkstoff
eine schlechte orale Bioverfiigbarkeit besitzt, wenn er ein Molekulargewicht von mehr als
500 g/mol, mehr als fiinf Wasserstoftbriicken-Donoren oder mehr als zehn Wasserstoft-
briicken-Akzeptoren besitzt, oder der cLogP-Wert groBer als fiinf ist. Dabei ist der cLogP-
Wert der Dberechnete, dekadische Logarithmus des Oktanol-Wasser-Verteilungs-

koeffizienten.’®

1.2.2 Fluorierte Wirkstoffe

In den letzten Jahren hat sich die Anzahl von fluorierten organischen Molekiilen, die
kommerziellen Status als Pflanzenschutz- oder Arzneimittel erlangten, stetig erhoht. In der
pharmazeutischen Industrie waren im Jahr 1990 ca. 220 fluorierte Arzneimittel auf dem
Markt, was einem Anteil von 8% bezogen auf alle synthetischen Wirkstoffe entspricht. Sechs
Jahre spiter waren es schon mehr als 1500 Arzneimittel.”” In der folgenden Abbildung sind

zwei von ihnen abgebildet.
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Abbildung 7: Fluorierte Arzneimittel. A) Fluoxetin, ein Antidepressivum, B) Ciprofloxacin, ein
Antibiotikum.

Im Prozess der Leitstrukturoptimierung hat die Einfilhrung von Fluor in Arzneimittel
aufgrund seiner physisch-chemischen Eigenschaften und als NMR-Label (Kapitel 2.1.2)
zunehmend an Bedeutung gewonnen. Die Substitution durch Fluor kann die Interaktion mit
dem Rezeptor sowie die Verteilung der betreffenden Substanz im Gewebe beeinflussen. In
Abhéngigkeit von dem Weg, iiber den eine Verbindung metabolisiert wird, kann ihre
Halbwertszeit durch Fluor sowohl verlédngert als auch verkiirzt werden. Im Vergleich zu der
C-H-Bindung ist die C-F-Bindung deutlich stérker, so dass letztere Bindung gegeniiber dem
Angriff durch z.B. Cytochrom P450 erheblich stabiler ist.

Der van der Waals Radius von Fluor (1.47 A) liegt zwischen dem von Sauerstoff (1.57 A)
und Wasserstoff (1.2 A). Dennoch haben verschiedene Studien gezeigt, dass Wasserstoff
generell recht bedenkenlos durch Fluor ersetzt werden kann, da es meist keine bedeutenden
sterischen Hinderungen in Hinblick auf die Bindungstasche hervorruft. Beziiglich der
elektronischen Eigenschaften unterscheiden sich Fluor und Wasserstoff jedoch sehr. Fluor ist
das elektronegativste Element, wodurch sich bei der Substitution von Wasserstoff durch Fluor
die Elektronenverteilung im Molekiil dndert. Dies fiihrt wiederum zu anderen
Dipolmomenten, pK,-Werten und sogar zu verdnderten chemischen Reaktivitdten und
Stabilititen der Verbindung. Weiterhin wurde gezeigt, dass einige fluorierte, funktionelle
Gruppen die Lipophilie der Substanz vergroBern, und damit die Diffusion der Wirkstoffe

. 80
durch die Membran verbessern.
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2 METHODEN

21 NMR Screening

Die Entwicklung neuer Wirkstoffe erfordert verldssliche und rasche Assays, mit denen die
Bindungsereignisse detektiert und gute von schlechten Liganden unterschieden werden
konnen. Neben der Bestimmung der Dissoziationskonstanten sind aber auch Informationen
iiber das Bindungsepitop und die Konformation des gebundenen Liganden fiir die rationale
Wirkstoffentwicklung unerldsslich. NMR-screening-Methoden sind in der Lage, solche
Informationen zu liefern. Tritt ein Ligand in Interaktion mit einem Protein, so kdnnen
verschiedene Mechanismen oder Verdnderungen von Eigenschaften ausgenutzt werden, um
das Bindungsereignis mit Hilfe der NMR-Spektroskopie zu detektieren. Solche sind zum einen
Verianderungen der chemischen Verschiebung der Protein- und/oder Ligandresonanzen. Auch
Anderungen des Diffusionsverhaltens sowie der Relaxationszeit des Liganden, der Transfer
von Sittigung und der Aufbau des Nuklear Overhauser Effektes (NOEs) konnen zur
Visualisierung des Bindungsereignisses genutzt werden.®

Im Jahre 1996 entwickelten Fesik et al. das "SAR by NMR"-Verfahren (structure activity
relationship). Es beruht auf der Beobachtung einer verénderten chemischen Verschiebung der
Protein-Resonanzen im Falle eines Bindungsereignisses, da sich die chemische Umgebung der
an der Bindung beteiligten Kerne verindert. Im Allgemeinen werden 'H'°N-HSQC-Spektren
des '""N-markierten Proteins in An- und Abwesenheit des Liganden aufgenommen und
miteinander verglichen.*” Limitierend fiir dieses Verfahren ist die ProteingroBe aufgrund der
unvorteilhaften Relaxationseigenschaften der Makromolekiille und der Komplexitit der
Spektren groBer Proteine (>30kDa). Mit Hilfe des TROSY-Verfahrens® und der
Perdeuterierung der Proteine ldsst sich die Grenze der noch untersuchbaren Proteine nach oben
verschieben. Selektives *C-labeling verschiedener Aminosiuren fiihrte weiterhin zu weniger
komplexen Spektren.*

Transient transferred NOE Experimente konnen flir das screening von Substanzgemischen
eingesetzt werden. Man unterscheidet dabei zwischen dem intramolekularen trNOE, bei dem
man Informationen iiber die Konformation des gebundenen Liganden erhidlt, und dem
intermolekularen trNOE, {iber den sich die Orientierung des Liganden in der Bindungstasche
ermitteln ldsst. Allgemein ist die GroBe und das Vorzeichen des NOEs abhéngig von der

Korrelationszeit und der Spektrometerfrequenz, wobei die Korrelationszeit ein Mal} fiir die
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molekulare Beweglichkeit ist. Kleine Molekiile mit kleinen Korrelationszeiten weisen einen
positiven NOE auf, der bei einer Mischzeit von einigen Sekunden sein Maximum erreicht.
Grofle Molekiile, deren Korrelationszeiten ldnger sind, zeigen einen negativen NOE, der sich
innerhalb kiirzerer Mischzeiten aufbaut (einige 100 ms).

Tritt ein kleiner Ligand in Wechselwirkung mit einem Protein, so iibernimmt er die
Eigenschaften des Komplexes und zeigt starke negative, intramolekulare transferred NOE:s.
Die Information iiber die Konformation des gebundenen Liganden wird in Form der
Kreuzrelaxationsrate "gespeichert" und mit der Dissoziation des Protein-Ligand-Komplexes in
Losung getragen, wo sie dann mittels der Signale des freien Liganden detektiert wird.*™

Das urspriingliche NOE-Pumping und das davon abgeleitete Reverse NOE-Pumping (RNP)
Experiment basiert auf der Tatsache, dass sich im Falle eines Bindungsereignisses zwischen
Ligand und Protein die Relaxationsumgebung sowohl fiir den Liganden als auch fiir das
Protein verdndert. Bei dem NOE-Pumping-Experiment wird der NOE vom Protein auf den
Liganden tibertragen. Mittels eines Diffusionsfilters wird hierbei zunédchst die Magnetisierung
des Liganden zerstort. Es schlieB3t sich eine dem NOESY-Experiment dhnelnde Mischzeit an,
bei der nun das Protein abgesehen von den intramolekularen Relaxationswegen auch der iiber
den gebundenen Liganden zur Verfiigung steht, so dass die Ligandresonanzen in Abhéngigkeit
von der Mischzeit sichtbar werden.®” Bei dem sich davon ableitenden reversen NOE-Pumping-
Experiment (RNP) wird im Gegensatz dazu zunichst die Magnetisierung des Proteins durch
einen T,-Filter zerstort, worauf eine NOE-Mischzeit folgt, in der der Ligand nun seinerseits
iber das Protein relaxieren kann. Verglichen mit einem Referenz-Experiment, in dem T»-Filter
und NOE-Mischzeit miteinander vertauscht sind, weisen die Ligandsignale eine geringere
Intensitét auf, da die Relaxationszeit im ersten Fall kiirzer ist. Die Differenz aus Referenz- und
RNP-Spektrum weist nur die Resonanzen der Molekiile auf, die im engen Kontakt zum Protein
stehen.™

Nach dem Stokschem Gesetz ist die Diffusionsgeschwindigkeit umgekehrt proportional zu
dem Radius eines Teilchens. Freie Molekiile und Liganden, die an ein Protein binden, sollten
sich also in ihren Diffusionskoeffizienten unterscheiden. In diffusionseditierten NMR
Experimenten lisst sich dies mit Hilfe von gepulsten Feldgradienten sichtbar machen.*

Da sich im Fall einer Protein-Ligand-Interaktion die Relaxationsumgebung fiir den Liganden
andert, weil er nun zusitzlich iiber das Protein relaxieren kann, verkiirzen sich seine T;- und
T,-Relaxationszeiten. Dies fiihrt zu einer Linienverbreiterung der Ligand-Resonanzen, die im
Vergleich mit einem Referenzspektrum des Liganden in Abwesenheit des Proteins beobachtbar

ist. Uber das inversion recovery Experiment lisst sich die T;.Relaxationszeit, iiber die Carr-
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Purcell-Meiboom-Gill-Spin-Echo  Pulssequenz (CPMG) die T,-Relaxationszeit direkt
bestimmen. %!

Im WaterLOGSY (Water-Ligand Observed via Gradient SpectroscpoY) Experiment wird
Sattigung von dem Wasser auf den bindenden Liganden iibertragen. In vielen NMR Studien
von Protein-Ligand-Komplexen wurde gezeigt, dass sich Wassermolekiile in der Grenzfldche
befinden.”? Das gebundene Wasser besitzt dort eine Residenzzeit von einigen hundert ps, was
zu negativen Wasser-Ligand-NOEs fiihrt. Freie Molekiile, die vom Wasser umgeben sind,
zeigen hingegen positive NOEs. Wird ein Referenzspektrum aufgenommen, bei dem off-
resonance eingestrahlt wird, und davon ein Spektrum subtrahiert, bei dem das Wasser geséttigt
wird, so entsteht ein Differenzspektrum, in dem Liganden positive und nichtbindende

Molekiile negative Signale zeigen.”” Der Transfer von Sittigung wird auch bei der im nichsten

Kapitel beschriebenen STD NMR Spektroskopie ausgenutzt.

2.1.1 STD NMR

Das saturation transfer difference-Experiment (STD) ist bereits schon in den frithen 60-iger
Jahren beschrieben worden, diente hier aber der Charakterisierung von Bindungsereignissen,
bei denen ein langsamer Austausch vorliegt.”*** Dieses Verfahren wurde 1999 von Mayer und
Meyer erstmals flir das screening von Substanzbibliotheken auf bindungsaktive Substanzen
und fiir die Bestimmung des Bindungsepitopes eingesetzt.”*”

Das Prinzip des STD NMR-Verfahrens ist in Abbildung 8 dargestellt. Ist der Austausch des
Liganden an einer Rezeptorbindungsstelle schnell in Relation zur NMR-Zeitskala, kann
intermolekular Sattigung von dem Protein auf den Liganden iibertragen werden. Dazu wird das
Protein selektiv mit einer Kaskade von Gausspulsen iiber einen Zeitraum von einer bis vier
Sekunden gesittigt. Dies ist moglich, da die Proteinsignale aufgrund ihrer kurzen T,-
Relaxationszeit sehr breit sind, und daher Einstrahlpunkte auerhalb des spektralen Bereiches
der zu untersuchenden Liganden gefunden werden konnen. Einstrahlpunkte bei ca. -1 ppm
erwiesen sich héufig als geeignet. Die Séttigung wird durch die Spindiffusion {liber das gesamte
Protein verteilt. Bei der Spindiffusion handelt es sich um einen indirekten Magneti-
sierungstransfer zwischen zwei Kernen iiber einen dritten. Sie tritt dann auf, wenn die
Kreuzrelaxationsrate grof3 gegeniiber der Ti-Relaxationszeit ist. Daher ist die Verwendung der
STD NMR-Spektroskopie auf Proteine begrenzt, die ein Molekulargewicht von iiber ca. 10
kDa und globulére Struktur besitzen, da bei kleineren Makromolekiilen die Spindiffusion nicht

effektiv genug ist.
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Nichtbinder Ligand Selektlve
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Abbildung 8: Prinzip der STD NMR Spektroskopie.

Tritt ein Molekiil in Wechselwirkung mit dem Rezeptor, wird die Séttigung auf den Liganden
ibertragen. Bei Dissoziation des Komplexes wird sie in Losung getragen und dort detektiert.
Die Signalintensititen der bindenden Liganden sind in diesem on-resonance Spektrum
geringer gegeniiber einem Spektrum, bei dem off-resonance eingestrahlt wird. Die Differenz
zwischen dem off-resonance- und dem on-resonance-Spektrum, ergibt das STD-Spektrum, in
dem nur die Resonanzen der bindenden Molekiile beobachtbar sind. Im herkdmmlichen
Pulsprogramm werden die off~ und on-resonance Spektren intern iiber den Phasenzyklus
abgezogen.” Zur Unterdriickung der Proteinsignale, die im STD-Spektrum ebenfalls auftreten
und gegebenenfalls zu Signaliiberlagerungen mit Ligandsignalen fiihren, wird ein T;,-Filter
verwendet. Das HDO-Signal wird durch eine WATERGATE-Pulssequenz unterdriickt.
Zusitzlich zu der Detektion des Bindungsereignisses kann das Bindungsepitop der Liganden
bestimmt werden. Protonen, die sich in rdumlicher Ndhe zum Protein befinden, erhalten einen
hoheren Grad an Sattigung als jene, die einen groBBeren Abstand zum Protein einnehmen.

Bei der Bestimmung des Bindungsepitops muss allerdings beriicksichtigt werden, dass die
experimentellen STD-Effekte von dem Séttigungsauf- bzw. abbau abhidngen. Bei langer T;-
Relaxationszeit flieBt die Sattigung nur langsam ab, so dass groe STD-Intensitéiten resultieren,
die einen zu kleinen Abstand zum Protein vortduschen. Ist die T>-Relaxationszeit im Protein-
Ligand-Komplex sehr kurz relativ zur Residenzzeit des Liganden in der Bindungstasche,
verteilt sich die Séttigung gegebenenfalls sehr schnell iiber den gesamten Liganden, so dass

sich die STD-Effekte einander angleichen, und die Bestimmung des Epitops nicht mehr
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moglich ist. Fiir die GroBe der STD-Intensitdt ist ebenfalls die Bindungskinetik entscheidend.

Fiir das Dissoziationsgleichgewicht gilt:

koff
[PL] == [P]+I[L]

Gl. 1

Mit: [P] = Proteinkonzentration; [L] = Ligandkonzentration; [PL] = Konzentration des Protein-Ligand-
Komplexes; ko, = Geschwindigkeitskonstante der Assoziationsreaktion; k. = Geschwindigkeits-
konstante der Dissoziation.

Kleine off-rates fithren dazu, dass nicht geniigend Ligandmolekiile im Verlauf der
Sattigungszeit die Bindungstasche erreichen, der Durchsatz also gering ist. Bei sehr gro3en on-
und off-rates reicht die Residenzzeit nicht fiir den Transfer von Séttigung aus. Fiir den Fall,
dass die Assoziationsreaktion diffusionskontrolliert verlduft betrigt k., ca. 10's'"M. In
Abhingigkeit vom Kp-Wert ldsst sich dann ks abschidtzen. Fiir STD-Messungen sollte kg
grofer als 1 s sein.

Durch die Aufnahme von Titrationskurven lassen sich mittels STD NMR Spektroskopie auch
Dissoziationskonstanten ermitteln. Dazu werden bei verschiedenen Ligandkonzentrationen die
STD-Effekte durch Vergleich mit dem off-resonance-Spektrum bestimmt und daraus der STD-
Amplifikationsfaktor (STDampi) nach der Gleichung 2 berechnet. Der Amplifikationsfaktor
dient der Quantifizierung des Durchsatzes an Ligandmolekiilen und ist das Produkt aus dem

prozentualen STD-Effekt und dem Ligandiiberschuss.

I,-1, [L]
STD _ 0 sat | total ]
ot IO [P]total el

Mit: lo = Signalintensitat im off-resonance-Spektrum; ls, = Signalintensitat im on-resonance-Spektrum
und g - lsa = Signalintensitat im STD-Spektrum; [L]iwa=Gesamtligandkonzentration; [Plit=Gesamt-
proteinkonzentration

Wird dieser Amplifikationsfaktor gegen die Ligandkonzentration aufgetragen, so ergibt sich im
Falle einer spezifischen Bindung eine Kurve, die unter der Voraussetzung eines one-site-
binding Modells an die Gleichung 3 gefittet werden kann. Aus dem Fit ergibt sich dann der
Kp-Wert.

STDAmpl.(max) ’ [L]

STDAmpL = KD +[L]

Gl. 3
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Das STD-NMR-Verfahren ist nicht nur auf Systeme mit loslichem Protein beschrinkt. Es
konnte gezeigt werden, dass auch Protein-Ligand-Systeme, bei denen das Protein auf
controlled pore glass-beads (CPG) immobilisiert ist, mittels HRMAS-STD untersucht werden
kénnen.”

Die Durchfithrung von Bindungsstudien an Membranproteinen ist oft nicht trivial, da diese
Proteine, wenn sie aus ihrer natiirlichen Umgebung herausgelost werden, meist ihre Struktur
und damit Funktionalitidt verlieren. Meinecke und Meyer gelang die Untersuchung der
Interaktion zwischen in Liposomen eingebettetem Integrin oaypPs und dem Pentapeptid
Cyclo(RDGfV) mit Hilfe der STD NMR Spektroskopie.'” Die Verwendung einer kiirzlich
entwickelten double-difference-Methode erlaubte die Bindungsstudie zwischen den gleichen

Komponenten an intakten Thrombozyten.'"'

2.1.2 Fluor-NMR Screening

Wie bereits im Kapitel 1.2.2 erwihnt dient die Einfiihrung von Fluor in Medikamente unter
anderem der '’F-Markierung fir Fluor-NMR-Experimente. Fluor #hnelt in seinen
Kernresonanzeigenschaften dem Proton. Aufgrund der natiirlichen Haufigkeit von "°F (100%)
und einem gyromagnetischen Verhiltnis von yp=25.181-10" rad/Ts (yr ~0.94 yy) ist die
Empfindlichkeit der NMR-Experimente denen des Protons #hnlich.'® Bei einer Magnet-
feldstarke von 11.67 Tesla entsprechend einer Larmor-Frequenz von 500 MHz fiir Protonen,
liegt die Larmorfrequenz von Fluor also bei 470 MHz. Die spektrale Breite der
Fluorresonanzen verschiedener Verbindungen umfasst ca. 900 ppm, wodurch es zu wenig

103 . . 19 . . .
Fir das screening von —~F-markierten Liganden in

Signaliiberlagerungen kommt.
biologischen Systemen stellen '’F-NMR-Spektren eine gute Alternative zu Protonen-Spektren
dar, da das biologische System und protonierte Losungsmittel keine stérenden Hintergrund-
Signale hervorrufen. Die resultierenden Spektren sind daher leicht zu interpretieren.

Fluorkerne reagieren sehr stark auf Anderungen ihrer chemischen Umgebung, wie sie im Fall
eines Bindungsereignisses eintreten (chemical shift anisotropy, CSA). Im Fall eines langsamen
Austausches konnen die Signale des gebundenen und des freien Liganden getrennt von
einander beobachtet werden. Unter langsamen Austausch versteht man hier, dass die
Austauschrate kleiner ist als die Frequenzdifferenz zwischen freiem und gebundenem Zustand.
Die Integration der Signale liefert direkt die Dissoziationskonstante des Dissoziations-

gleichgewichtes.'™ Austauschraten und Gleichgewichtskonstanten konnen im Fall eines

schnellen Austausches auch iiber die Linienbreiten der Signale ermittelt werden.'®®



20 METHODEN

Basierend auf der auBlergewdhnlich groBen Anisotropie der chemischen Verschiebung, die fiir
Fluorkerne beobachtet wird, wurde von Dalvit und seinen Mitarbeitern die FAXS- Strategie

(fluorine chemical shift anisotropy and exchange for sreening) entwickelt.'**'"’

Das screening
von Substanzbibliotheken wird dabei in Gegenwart eines fluorierten "Spion-Molekiils" in Form
eines Kompetitions-Experiments durchgefiihrt. Der "Spion" sollte ein schwacher Ligand des
betreffenden Rezeptors sein und im schnellen Austausch mit dem Protein wechselwirken. Die
durch CSA verursachte Relaxation wéchst mit der Zunahme der Feldstarke und mit steigender
Korrelationszeit des betreffen Molekiils oder Komplexes.'”® Daher ist die Signalintensitit des
Spions im Falle einer Interaktion mit dem Rezeptor klein. Sind in dem zu untersuchenden
Gemisch bindende Liganden mit Kp(Ligand) < Kp(Spion) enthalten, wird der Spion aus der
Bindungstasche verdringt, und die Intensitit des Signals nimmt zu. Zusitzlich wird ein
Kontroll-Molekiil eingesetzt, dass keinerlei Wechselwirkung mit dem Rezeptor eingeht.
Bindungsereignisse zwischen der Substanzbibliothek und dem Protein werden durch das
Verhiltnis der Signalintensititen von Spion- zu Kontroll-Molekiil visualisiert. Somit konnen
mit dieser Methode Substanzen auf Bindungseigenschaften untersucht werden, die kein
Fluoratom enthalten.

Ebenfalls von Dalvit und seinen Mitarbeitern wurde ein biochemischer Assay auf der
Grundlage von 1D-'"’F-Experimenten beschrieben.'” Fiir die sogenannte 3-FABS-Methode
(three fluorine atoms for biochemical screening) wird in das Substrat eine CF; eingefiihrt. Da
die Fluorresonanzen sehr empfindlich auf ihre chemische Umgebung reagieren, sollten im
Idealfall Substrat und Produkt zwei separierte Signale zeigen. Diese Methode ist somit ein
geeignetes Hilfsmittel zur Identifizierung und Optimierung von Leitstrukturen. Mit Hilfe von
Titrationsreihen lassen sich die Michaelis-Menten-Konstanten der Substrate berechnen, indem
man die Signalintensitit des Produkts gegen die Substrat-Konzentration auftrigt und die
resultierende Kurve mathematisch an eine der Gleichung 3 analogen Formel anpasst.
Problematisch ist allerdings, dass die CFs;-Markierung die Bindungseigenschaften des

Substrates verdandern kann.

Heteronuklearer Sittigungstransfer

Fiir den schnellen Austausch wire die Aufnahme von "F{'H}-STD Spektren denkbar, bei
denen die Protonen des Proteins selektiv gesittigt wiirden. Der Séttigungstransfer verliefe dann
von den Proteinprotonen auf die Fluorkerne des Liganden, deren Resonanzen schlieBlich
beobachtet wiirden (Abbildung 9). Die grofle spektrale Weite der Fluorresonanzen und die
geringe Anzahl von Signalen wiirden zu gut interpretierbaren 1D-Spektren mit wenig

Signaliiberlagerungen fiihren. Der Vorteil eines solchen Experimentes im Vergleich zu der
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oben beschriebenen FAXS-Strategie ist, dass kein geeignetes Spion- oder Kontroll-Molekiil im
Vorwege gefunden werden muss. F{'H}-STD Spektren zeigen direkt die Signale der
bindenden Liganden, so dass eine Dekonvolution der Bibliothek bei eindeutiger Zuordnung der

Signale nicht notwendig ist.

oH OH
H

19 1
F ['H]-STD ;_%E

HHH YY) 1 H

—HH >
Saturation Protein

Abbildung 9: Prinzip des "°F{'H}-STD-Experiments.

Fiir das ""F{'H}-STD Experiment wird im Folgenden der theoretische Hintergrund diskutiert.
Der Mechanismus des Sattigungstransfers entspricht dem des NOEs. Fiir die Fragestellung, ob
der heteronukleare Sattigungstransfer zwischen Protein und Ligand theoretisch mdglich ist, ist
demnach zunédchst zu kldren, wie sich der heteronukleare NOE (HOE) bei den groflen
Korrelationszeiten verhélt, die fiir Rezeptor-Ligand-Komplexe {iiblich sind. Da im STD-
Experiment das Protein {iber einen Zeitraum von ca. 2s gesittigt wird, gleicht es dem steady-
state-NOE Differenz-Experiment. Die Solomon-Gleichung (4) fiir den NOE beschreibt die

Verstirkung des Signals von Kern I bei Sattigung von S in folgender Weise:

f,{S}zy—S-@ Gl. 4
1 Pis
mit:
1, 6 1
o,=W,.—-W,.=—K"T - Gl. 5
R (1 CL+@ﬁwQ%31H@—@Yﬁ}

1 1 3 6
=W, +2W,  + W, =—K’r + + Gl. 6
Pis = o T s T =9 CLH@—%fﬁ Hwﬁflﬂ@+%fﬁ}

Wobei gilt: f{S} = Verstarkung des Signals von Kern | bei Sattigung von S, y, = gyromagnetisches
Verhaltnis des Kerns S, y = gyromagnetisches Verhaltnis des Kerns |, ;s = Kreuzrelaxationsrate, p;s =
direkte dipolare Relaxation, W3s = Zweiquantenubergangswahrscheinlichkeit, Wqs = Nullquanten-
Ubergangswahrscheinlichkeit, Wy;s = Einquanteniibergangswahrscheinlichkeit, K = (po/4m)h y;vs s>,
7. = Korrelationszeit, o, = Larmorfrequenz von Kern | und ws = Larmorfrequenz von Kern S.
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Gemdll der Gleichung 4 ist die Verstirkung von dem Verhédltnis der gyromagnetischen
Verhiltnisse der beteiligten Kerne abhdngig. Des Weiteren gehen die Kreuzrelaxationsrate des
Zweispinsystems o, die den NOE-Aufbau beschreibt, und die direkte dipolare Relaxation pys,
die fiir den NOE-Abbau verantwortlich ist, in die Gleichung ein. Die Kreuzrelaxationsrate und
die direkte dipolare Relaxation lassen sich ihrerseits durch die Larmorfrequenzen der einzelnen
Kerne und die Korrelationszeit des Systems beschreiben.

Der Zusammenhang zwischen dem maximalen NOE und dem Produkt aus Korrelationszeit des

Systems und der Spektrometerfrequenz fiir ein X {'H}-Experiment ist in Abbildung 10 gezeigt.

2:
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Abbildung 10: Abhiangigkeit des maximalen theoretischen NOE von oxt, in einem X{'H}-
Experiment.'®

Der HOE zwischen Fluor und Protonen verhilt sich wie der homonukleare NOE des 'H-Kerns.
Ist das Produkt aus Korrelationszeit und Spektrometerfrequenz gleich eins, so nehmen die
Wahrscheinlichkeiten fiir den Null- und den Zweiquanteniibergang den gleichen Wert an, und
es ist kein HOE-Effekt beobachtbar (Nulldurchgang der Kurve). Fiir die Grenzfille des
extreme narrowing limit (o1, <<1, sehr kleine Molekiile) und des spin diffusion limit
(ot >>1, sehr groe Molekiile) werden die maximalen NOEs +0.5 bzw. —1. Der
Nulldurchgang liegt bei einer Spektrometerfrequenz von 500 MHz bei einer molekularen
Masse von 1000-1500 Da (dies ist eine grobe Abschitzung fiir kugelférmige Molekiile ohne
Berticksichtigung der Hydratisierung).

Der entsprechende HOE zwischen dem *C- bzw. *'P-Kern und Protonen hingegen strebt mit
steigendem ot. gegen null. Demnach ist der heteronukleare Sattigungstransfer fiir das
PF{'H}-STD Experiment denkbar, wihrend ein entsprechendes Experiment fiir Kohlenstoff
und Phosphor theoretisch nicht moglich ist.
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2.2 Konformationsanalyse von Peptiden

Peptidische Leitstrukturen dienen oft als Ausgangspunkt fiir die Arzneimittelforschung. Sie
enthalten allerdings viele frei drehbare Bindungen, so dass eine konformelle Vielfalt resultiert.
Haufig ist die energetisch giinstigste und damit die wahrscheinlichste dreidimensionale Gestalt
eines Molekiils in Hinblick auf Struktur-Wirkungsbeziechungen von groBem Interesse. Bei
Verwendung klassischer Kraftfelder ist der abzusuchende Konformationsraum fiir Peptide und
Proteine sehr grofl, so dass fiir realistische Strukturen experimentelle Daten zu Hilfe
genommen werden miissen. Hauptsdchlich werden zwei Verfahren fiir die Bestimmung
dreidimensionaler Strukturen von Liganden und Proteinen genutzt: die Kristallstrukturanalyse
und die hochauflésende NMR-Spektroskopie. Im Folgenden soll nur auf die NMR-Analyse
eingegangen werden.

NMR-Daten liefern Informationen iiber Bindungswinkel und intramolekulare, interatomare
Abstinde. Die Konformation des Peptidriickgrats ldsst sich durch die Winkel ¢, v und

o ausdriicken. Die Winkel y, legen die Orientierung der Seitenkette fest (Abbildung 11).'"

Abbildung 11: Peptidriickgrat und die dazu gehdrigen Diederwinkel ¢, v, ®, y; und 1. °

Da die skalaren *J-Kopplungskonstanten von dem Diederwinkel abhingen, lassen sich die
entsprechenden Winkel aus dem NMR Spektrum iiber Kopplungskonstanten zwischen den
betreffenden Protonen bestimmen. Der Zusammenhang zwischen der Kopplungskonstante und

dem Diederwinkel wird durch die Karplus-Gleichung angegeben:'"!

3] = Acos* @+ BcosO+C Gl. 7

Hierbei ist 6 der Diederwinkel. A, B und C sind Karpluskoeffizienten, welche empirische
Konstanten sind. Mit Hilfe von quantenmechanischen Rechnungen und empirischen
Parametrisierungen wurden Karpluskoeffizienten fiir bestimmte molekulare Systeme erhalten.

Die fiir Peptide parametrisierte Karplus-Gleichung lautet:''’



24 METHODEN

*J e (9) = 6.7 cos? (¢ — 60°) — L3 cos(4 — 60°) + 1.5 Gl. 8

Das Auflésen der Gleichung nach ¢ fiihrt zu:

2
¢ =60°+*arcos ﬁi 13 ) (1= Gl.9
13.4 13.4 6.7

Bei der Analyse der *J-Kopplungskonstanten muss beriicksichtigt werden, dass die Losung der

Karplus-Gleichung nicht eindeutig ist. Es ergeben sich fiir eine Kopplungskonstante bis zu vier
Moglichkeiten fiir den entsprechenden Diederwinkel. Allerdings bestehen fiir ¢ und
bestimmte Einschriankungen, wie Ramachandran anhand von hard sphere Modellen zeigen

konnte.''” Die erlaubten Winkel werden im Ramachandranplot dargestellt (Abbildung 12).

180
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o
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Abbildung 12: Ramachandranplot mit den erlaubten Werten fiir die ¢— und y—Winkel.

Neben der skalaren Kopplung tritt die dipolare Kopplung auf, die unabhidngig von
Bindungselektronen durch den Raum wirkt. Anhand des Nuklear Overhauser-Effektes lassen
sich in einem Molekiil interatomare Abstinde bestimmen. Wird die Resonanz eines Protons
durch selektives Einstrahlen gestort, befindet sich das System nicht mehr im
thermodynamischen Gleichgewicht. Es ist bestrebt, unter Nutzung aller moglichen
Relaxationswege dorthin zuriickzukehren. Fiir das Entstehen des NOE-Effektes sind

Nullquanten- und Zweiquanteniibergdnge verantwortlich, deren Wahrscheinlichkeiten direkt
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von den Abstinden der beteiligten Kerne abhingen. Die Solomon-Gleichung beschreibt den
Intensititszugewinn eines Kernes I bei Sittigung des Kerns S (Gleichung 4-6). Sobald man
NOE-Effekte fiir mehr als eine gestorte Resonanz messen mochte, bietet sich das NOESY-
Spektrum an. Es handelt sich um ein 2D-Verfahren, in dem ein transienter NOE beobachtet
wird, d.h. die Stérung wird durch eine einmalige Besetzungsinversion in das System
hineingetragen. Danach finden gleichzeitig der NOE-Aufbau und der NOE-Abbau durch
weitere Relaxationswege statt. Die Intensitit des NOE-Effektes durchlduft also in
Abhingigkeit von der Mischzeit des Experiments ein Maximum. Durch die 2D-Pulssequenz
werden die NOE-Effekte fiir alle Protonenpaare gleichzeitig detektiert.'”® Die Abhingigkeit
des maximalen 'H-'H-NOE vom Produkt aus der Spektrometerfrequenz o und der
Korrelationszeit t. wurde in Abschnitt 2.1.2 anhand des "F{'H}-HOEs erkldrt. Die
entsprechende NOE-Kurve fiir den heteronuklearen '°F {'H}-NOE ist in Abbildung 10 gezeigt.
Zur Bestimmung der interatomaren Abstinde werden NOESY-Spektren mit unterschiedlichen
Mischzeiten aufgenommen. NOE-Aufbaukurven erhdlt man durch Auftragung der
Peakvolumina (Verosspeak) gegen die Mischzeit. Es ldsst sich zeigen, dass der NOE-Auf- und

Abbau im Idealfall einer doppelt exponentiellen Kinetik der Form:
Vcrosspeak = pO ) e_pZtm : (1 - e_pltm ) Gl. 10

folgt, wobei t, die Mischzeit des NOESY-Experiments ist. Der Fit der experimentell
bestimmten Daten an die Gleichung 10 ergibt die Parameter po, p; und p,. Aus dem Produkt
von po und p; erhdlt man die Kreuzrelaxationsrate oj5, die ihrerseits im direkten

Zusammenhang zum Protonenabstand r;s steht:

B y*'h? 67, B
O = G 2 T Gl. 11
107, \1+4w°t,

Da die Korrelationszeit des Molekiils meist unbekannt ist, ermittelt man die Abstinde im

Allgemeinen beziiglich eines Referenzabstandes gemaf der Gleichung 12:

O-ref B
Tis = Vr ‘ Gl. 12

Os

Dabei ist o,y die Kreuzrelaxationsrate und 15 der interatomare Abstand des
Referenzprotonenpaars. Als Referenz eignen sich geminale Protonen oder Protonen in ortho-
Position am aromatischen Ring, da ihre Abstinde konstant sind. Bei der Berechnung der

Abstinde tiber die Gleichung 12 muss beriicksichtigt werden, dass gegebenenfalls mehr als
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zwel Protonen an dem Kreuzsignal beteiligt sind. In diesem Fall miissen die ermittelten
Abstinde mit Korrekturfaktoren multipliziert werden (Tabelle 2). '

Tabelle 2: Korrekturfaktoren zur Berichtigung von Abstanden, die sich aus Kreuzsignalen ergeben, an
denen mehr als zwei Protonen teilhaben.

Beteiligte Protonen | Korrekturfaktor
H---H2 1.05
H---H3 1.07
H2---H2 1.12
H2---H3 1.16
H3---H3 1.20

Die NMR-Daten erlauben zwar die Bestimmung einer 3D-Struktur, die rdumliche Darstellung
des Molekiil entspricht aber dem zeitlichen Mittel aller moglichen Konformationen.

Um die aus den NMR-Experimenten erhaltenen Informationen in Raumkoordinaten der Atome
zu "tibersetzen", wurden distance geometry (DG) Algorithmen entwickelt'", in die die NMR-
Daten als Beschrinkungen (constraints) einflieBen. Das hier verwendete Programm
DYANA'" zihlt nicht zu den klassischen Vertretern der DG-Verfahren. Es berechnet aus den
eingesetzten Distanz- und Winkelbeschrankungen Konformationen, die den Anforderungen des
ECEPP-Kraftfeldes geniigen.''> Dies fiihrt zu einer Minimierung der Rechenzeit. Weiterhin
werden realistische Bindungslédngen und -winkel eingehalten. Die zunéchst zuféllig generierten
Strukturen werden in mehreren Zyklen durch Variationen der Diederwinkel an die
vorgegebenen Abstandsbedingungen angepasst. Ein Mal} fiir die Giite der erzeugten 3D-
Struktur ist die Zielfunktion, die umso kleinere Werte annimmt, je besser die Vorgaben erfiillt
sind. Allerdings werden energetische Aspekte in DG-Rechnungen nicht berticksichtigt.

Haufig koppelt man die Erzeugung des Strukturmodells mit Molekiildynamiksimulationen.
Diese Rechungen liefern Molekiile in den energiegiinstigsten und den constraints geniigenden
3D-Strukturen. Die aus den DG-Berechnungen resultierenden Konformationen kénnen hierbei
als Startstrukturen dienen. Das in dieser Arbeit verwendete Molekiildynamik (MD)-
Simulationsprogramm basiert auf der Integration der Bewegungsgleichung von Newton, die
die zeitliche Anderung eines Ortsvektors in Abhiingigkeit von dem Potential und der Masse des
Teilchens beschreibt. Beim Start der Simulation wird dem System eine Temperatur
zugewiesen. Die Atome bewegen sich innerhalb eines Kraftfeldes, wobei nach kurzen
Zeitabstinden die Krifte neu berechnet werden. Man erhdlt so eine Trajektorie von
Konformationen als Funktion der Zeit. Durch die vorgegebene Temperatur konnen

Energiebarrieren von kT pro Freiheitsgrad abgetastet werden.
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2.3 Oberflachenplasmonenresonanz

Die Firma Biacore (Uppsala, Schweden) entwickelte Anfang der neunziger Jahre ein auf der
Oberflachenplasmonenresonanz (surface plasmon resonance SPR) beruhendes Sensorchip-
Messystem, mit dem biospezifische Bindungsereignisse in Echtzeit untersucht werden

o 116
konnen.

Die Methode ist sehr empfindlich und verlangt daher nur geringe Substanzmengen.
Geriteabhingig konnen nicht nur Proteine als Rezeptoren, sondern auch gréfere Systeme wie
Viren'"”, Bakterien''® oder Zellen'" eingesetzt werden. Gegeniiber den klassischen
biochemischen Assays besteht der Vorteil der SPR-Messungen darin, dass keiner der
Bindungspartner mit einer Sonde markiert werden muss, allerdings ist eine Komponente auf
einem Sensorchip zu immobilisieren.

Die physikalischen Grundlagen des SPR-Experiments wurden schon 1959 von Turbadar
beschrieben.'* Oberflaichenplasmonenresonanz ist ein Phdnomen, das auftritt, wenn Licht von
diinnen Metallfilmen reflektiert wird. Fallt das Licht unter einem bestimmten Winkel ein, so
kann ein Teil der Lichtenergie mit den delokalisierten Elektronen im Metallfilm
wechselwirken, so dass die Intensitit des reflektierten Lichts geringer ist als die des
einfallenden Lichtes. Der exakte Einfallswinkel, bei dem dies geschieht, ist bei
monochromatischem Licht abhingig von den Brechungsindices des optisch dichteren und
diinneren Mediums. In Abbildung 13 ist der Versuchsaufbau des SPR-Experiments
schematisch dargestellt.
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Abbildung 13: Schematische Darstellung des SPR-Experiments.
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Das optisch dichtere Medium ist bei dem Biacore-Chipsystem ein mit einem Goldfilm
bedeckter Glastrdger; das optisch diinnere Medium stellt eine Flusszelle dar. Eine Komponente
des biologischen Systems wird auf der Sensorchip-Matrix immobilisiert, wahrend der
Bindungspartner in geldster Form entlang der Flusszelle dariiber geleitet wird. Im Falle einer
Interaktion mit der immobilisierten Komponente verdndert sich der Brechungsindex des
optisch dichteren Mediums, so dass sich der Winkel, unter dem Oberflichenplasmonen-
resonanz auftritt, verdndert. Die Verschiebung des Intensitdtsminimums der Totalreflexion in
Abhingigkeit des Winkels wird in Echtzeit gemessen. Winkeldnderungen von bis zu 10™* Grad
konnen mit den kommerziell erhdltlichen Gerdten von Biacore aufgelost werden. Als Signal
wird die Verdnderung des SPR-Winkels in RU (response wunit) ausgegeben, wobei die
Differenz zwischen Mess- und einer Referenzzelle, die eigentliche Messkurve darstellt. Ein
Differenzwert von eins entspricht einer Masse von ca. 1 pg gebundener Substanz.

Zur Immobilisierung der Substanzen stehen diverse Chipoberflichen zur Verfiigung. Fiir die
Immobilisierung von Peptiden und Proteinen hat sich die kovalente Fixierung iiber eine
Dextran-Matrix als vorteilhaft erwiesen. An die Carboxylfunktion der carboxymethylierten
Dextran-Matrix wird dabei das Protein oder das Peptid {iber freie Aminogruppen gekuppelt.
Ein weiterer Chiptyp tragt auf der Oberflidche Nitrilotriessigsdure (NTA), welche Nickel (II) in
einem Chelat-Komplex bindet. Das Protein kann dann iiber Histidin-Seitenketten an das
Nickel-Ion koordiniert werden. Der Chip bietet sich flir Proteine mit His-tag an.

Wird {iber die immobilisierte Komponente eine geldste Substanz geleitet, steigt der RU-Wert,
sofern eine Wechselwirkung stattfindet (Assoziation). Mit Beendigung der Injektion beginnt
die Dissoziation, so dass die gemessene Antwort idealerweise wieder ihren Ausgangswert
erreicht. Zur vollstdndigen Regeneration ist es manchmal notwendig, Regenerationslosungen
einzusetzen. Solche Losungen konnen verdiinnte Sduren sein. Ein Sensorgramm ist beispielhaft

in Abbildung 14 gezeigt.
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Abbildung 14: Idealisierte Darstellung einer Assoziations- und Dissoziationskurve wie sie aus der
SPR-Messung hervorgeht.

SPR-Experimente ermdglichen die Bestimmung kinetischer sowie thermodynamischer Daten
des Bindungsereignisses. So sind die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziations- und
Dissoziationsreaktion (k,, und kof) durch Anpassen des Sensorgramms an die Langmuir-
Gleichung zu ermitteln. Im Falle einer spezifischen Wechselwirkung sollte das Sensorgramm
mit der Zeit einen Séttigungswert erreichen. Die Auftragung der Séttigungswerte gegen die
jeweilige Ligandkonzentration ergibt eine Kurve, die unter der Annahme, dass die
Bindungsreaktion dem one-site-binding Modell folgt, an folgende Gleichung angepasst werden

kann:

RU:M Gl. 13
K, +[L]

Cp ist dabei die Konzentration der geldsten Komponente und RUp, der theoretische
Gleichgewichtswert bei unendlich hoher Ligandkonzentration. Aus dem Fit ist die
Dissoziationskonstante der Interaktion erhéltlich.

Die Bestimmung kinetischer und thermodynamischer Bindungsparameter ist allerdings nicht
immer unproblematisch. Sehr schnelle Bindungskinetiken (ko > 107 M'ls'l, Kosr > 10 s'l) sind
nicht durch Analyse des Sensorgramms auswertbar, da die Datenrate der Biacore-Geréte nur
etwa 10 Hz betrdgt. Fiir fehlerhafte Ergebnisse konnen auch sog. Riickbindungseffekte
verantwortlich sein, die zu einer Verringerung der beobachteten Dissoziationsrate fiihren.

Dieses Phdanomen ldsst sich durch niedrige Belegungen des Sensorchips minimieren.
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2.4 Dynamische Lichtstreuung

Dynamische Lichtstreuung (DLS) liefert Informationen iiber die GroBenverteilung von
Teilchen in Losung und ist somit eine wichtige Methode, um Aggregationen zeitlich zu
verfolgen. Dabei lassen sich Teilchengréf8en von Nanometern bis Mikrometern bestimmen.

Strahlt man mit einem Laser auf eine geloste Probe, so wird ca. 1% des Lichts an den geldsten
Molekiilen gestreut. Je nach Bewegung der streuenden Partikel kommt es zu einer destruktiven
oder konstruktiven Interferenz des gestreuten Lichtes in Abhéngigkeit von der relativen
Position der streuenden Teilchen zueinander. Dies flihrt zu zeitabhéngigen Fluktuationen der
Streuintensitit, die als sogenannte Zihlrate gemessen und der Diffusionsgeschwindigkeit der
Teilchen durch das Medium zugeordnet werden kann. Man erhélt die Diffusionskoeffizienten,
aus denen sich iiber die Stokes-Einstein-Beziehung die hydrodynamischen Radien der

diffundierenden Partikel ergeben:

kT

D=
67,

Gl. 14

mit: D = Diffussionskoeffizient, k = Boltzmannkonstante, T = Temperatur, n = Viskositat des Mediums
und r,, = hydrodynamischer Radius des diffundierenden Partikels.'?'

Unter der Annahme eines sphérischen Teilchens ldsst sich daraus iiber die Gleichung 15 das

durchschnittliche Molekulargewicht des Partikels berechnen:
4 3
Mzgﬂ-rh-p-NA Gl. 15

mit: M = Molekulargewicht, p = Dichte und N, = Avogadrozahl.


http://de.wikipedia.org/wiki/Molek%C3%BCl
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2.5 Peptid- und Glycopeptidsynthese

Proteine oder Peptide lassen sich die entweder enzymatisch durch spezifische Peptidasen'?
oder durch gentechnologische Synthese, die auf Expressionssystemen basieren,' darstellen.
Die Synthese von Peptiden kann aber auch rein chemisch erfolgen. Aufgrund der vielen
funktionellen Gruppen der Aminoséuren, ist die Synthese beziiglich der Schutzgruppenchemie

nicht trivial. Bei der Kupplungsreaktion ist weiterhin die Carboxylfunktion zu aktivieren.

2.5.1 Festphasenpeptidsynthese

Die Peptidsynthese setzt sich aus sich stindig wiederholenden Reaktionsschritten zusammen,
so dass sich eine Automatisierung des Verfahrens anbietet. 1962 entwickelte Merrifield die
Festphasensynthese, mit der sich die Automatisierung verwirklichen lieB."** Das Peptid wird
ausgehend vom C-Terminus synthetisiert, wobei die wachsende Peptidkette an einer festen
Phase gebunden ist. Durch die Fixierung des Peptids am Harz erlaubt die Festphasensynthese
die quantitative Entfernung {berschiissiger, nicht umgesetzter Reagenzien ohne
Ausbeuteverluste. Auf der Oberfliche des Harzes befindet sich ein Linker, an den je nach
Problemstellung die C-terminale Aminosdure iiber die Carboxylatfunktion zumeist als Amid-
oder Benzylester gebunden wird. Bei dem nun folgenden Aufbau des Peptids wird fiir jede zu
kuppelnde Aminosdure der gleiche Synthesezyklus durchlaufen. Er wird durch die
Entschiitzung der N-terminalen Aminofunktion des am Harz verankerten Restes eingeleitet.
Als Amino-Schutzgruppe hat sich die Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl-Gruppe (Fmoc)
durchgesetzt, da sich deren Abspaltung unter milden basischen Bedingungen photometrisch
anhand des abgespaltenen Methylenfluorens bei einer Wellenlinge von 301 nm verfolgen
lasst.'?

Im folgenden Syntheseschritt wird die zu kuppelnde Aminoséure wiederum Fmoc-geschiitzt
eingesetzt, wobei ihre Carboxylfunktion aktiviert wird. Als Aktivatoren haben sich TBTU'*
und HATU' aufgrund ihrer hohen Reaktivitit etabliert. Die Aktivierung von TBTU und
HATU basiert auf der Bildung eines Aktivesters, der seinerseits durch die zuvor entschiitzte
Aminofunktion erleichtert angegriffen werden kann.

Da die Kupplung der Aminosiuren dennoch meist nicht quantitativ verlduft, sollten die nicht
umgesetzten, freien Aminogruppen blockiert werden, um die Produktvielfalt der Synthese
einzuddmmen. Dazu wird nach jeder Kupplung ein capping-Schritt eingefiihrt, bei dem die

verbleibenden freien Aminogruppen acetyliert werden. Mit der Abspaltung der ndchsten Fmoc-

Gruppe beginnt ein neuer Zyklus (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Schematische Darstellung der Festphasensynthese nach Fmoc-Strategie.

Die Bindung zwischen Peptid und Harz muss sich nach Beendigung der Synthese leicht und
quantitativ 16sen lassen. Dabei ist es ratsam, die Abspaltbedingungen so zu wihlen, dass auch
die Seitenkettenschutzgruppen der Aminoséuren bei Bedarf mit entfernt werden. Es bietet sich

daher an, Trityl-, Pbf-, ~Bu und Boc-Schutzgruppen zur Blockierung der Seitenketten-
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Funktionalititen einzusetzen, da sie sich unter gleichen Bedingungen wie das Peptid vom Harz
in TFA unter Zusatz von Triisopropylsilan und H,O problemlos abspalten lassen. TIPS wirkt
als Hydridionendonor und sorgt durch Reaktion mit den wihrend der Abspaltung frei
werdenden Carbokationen dafiir, dass diese nicht erneut mit dem Peptid reagieren konnen.'*®
Je nach Natur des Linkers liegt der C-Terminus des Peptids nach der Abspaltung als Amid

oder freie Carboxyl-Gruppe vor.

2.5.2 Synthese von N-Typ-Glycopeptiden

Die Isolierung einheitlicher Glycopeptide aus natiirlichen Ressourcen ist ein aufwendiges
Verfahren. Leider ist auch die gentechnologische Synthese problematisch, da die
Glycosylierung post-translational und damit Organismus- und zellspezifisch verlauft.'* Daher
stellt die rein chemische Synthese eine wertvolle Alternative flir die Gewinnung von
Glycopeptiden dar.

Die Bausteinsynthese hat sich fiir die Darstellung von N-Typ-Glycopeptiden als vorteilhaft
erwiesen. Hierbei wird ein Fmoc-geschiizter, glycosylierter Asparaginbaustein (Abbildung 16)

in der sequentiellen Synthese direkt eingesetzt.

o = Saccharid o

Abbildung 16: Asparaginbaustein, der in der sequentiellen Synthese eingesetzt werden kann.

Bei der Kupplung des Bausteins tritt allerdings nach dessen Aktivierung die Succinimid-
Ringbildung zwischen der Carboxylfunktion der Aminosdure und der NH-Gruppe der
Amidbindung zum Saccharid als Nebenreaktion auf,'° so dass die Anbindung des

Glycosylbausteins in der Regel nicht quantitativ erfolgt.
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3 PROBLEMSTELLUNG

Die pathogene Konformationsinderung von PrP¢ zu PrP wird durch eine Interaktion der
beiden Konformationsisomere hervorgerufen. Daher stellen Molekiile, die diese Protein-
Protein-Wechselwirkung inhibieren oder die Konformation des zelluldren Isomers stabilisieren
potentielle anti-TSE Wirkstoffe dar. Peptidfragmente aus dem globuldren Bereich des
Prionproteins bieten sich als solche Verbindungen an.

Im Rahmen dieser Dissertation soll eine Bibliothek von 28 Octapeptiden aus der globuldren
Doméne (V121-L242) des humanen Prionproteins synthetisiert werden. Die Peptide sollen
anschlieBend mittels Oberflichenplasmonenresonanz hinsichtlich der Bindungseigenschaften
gegeniiber humanem PrP® untersucht und im Falle einer Interaktion die Dissoziations-
konstanten der betreffenden Peptide bestimmt werden. Die Bindungsepitope der besten
Liganden sollen durch STD NMR-Experimente ermittelt werden. Die Substitution von in der
Sequenz enthaltenen Hydroxyl-Gruppen durch Fluor soll die Bedeutung dieser funktionellen
Gruppen fiir intermolekulare Protein-Ligand-Wasserstoffbriickenbindungen klaren, und die
Bioverfiigbarkeit der Peptide erhéhen.

Ob die Liganden einen Einfluss auf das Aggregationsverhalten von hPrP¢ ausiiben, wird
anhand eines zellfreien Assays, in dem die Aggregation durch metallkatalysierte Oxidation
induziert wird, getestet. Die Grofle der gebildeten Aggregate wird dabei mittels dynamischer
Lichtstreuung untersucht.

Weiterhin soll der Einfluss der Glycosylierung an N197 auf die Struktur und die
Bindungseigenschaft des Peptidfragments T192-T201 untersucht werden. Anstelle des
natiirlichen Oligosaccharids wird dabei Chitobiose verwendet. Das Glycan wird dabei als
Fmoc-geschiitzter Ny-Chitobiosylasparagin-Baustein in die laufende Peptidsynthese eingesetzt.
Mittels NMR-spektroskopischer Methoden soll die Struktur des Glycopeptids und des
unglycosylierten Referenzpeptids bestimmt werden. SPR-Experimente sollen einen
vergleichenden Einblick in die Bindungseigenschaften der beiden Peptide geben.

In einem weiteren Teil der Arbeit soll basierend auf dem bereits bestechenden 'H{'H}-STD
NMR Experiment das Pulsprogramm fiir das entsprechende '°F{'H}-STD-Experiment
entwickelt und anhand von verschiedenen Rezeptor-Ligand-Systemen getestet werden. Als
Anwendungsbeispiel wird die Interaktion zwischen dem Prionprotein und den im Rahmen der
Dissertation synthetisierten fluorierten Peptiden mit dem entwickelten 'F{'H}-STD-

Experiment untersucht.
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 Peptidbibliothek

Gemif der "Protein-only-Hypothese" von Prusiner', fiir deren Richtigkeit es bereits gute

13:18:2441 4ot das pathogene Konformationsisomer des Prionproteins (PrP*°) das

Hinweise gibt,
infektiose Agens der Transmissiblen Spongiformen Enzephalopatien. Der Mechanismus ist
zwar noch nicht vollstindig geklart, allgemein anerkannt ist aber die Annahme, dass der
pathogene Faltungsprozess des PrP° zum PrP* durch eine Wechselwirkung der beiden
Konformationsisomere eingeleitet wird. Die Inhibition dieser Anlagerung bzw. eine
Stabilisierung von PrP® konnte somit ein Therapieansatz fiir die Krankheit sein. Da das
Prionprotein mit sich selbst in Wechselwirkung tritt, und die Erkennung von Proteinen {iber
thre Oberfliachenstrukturen stattfindet, scheinen sich Peptidfragmente aus dem globulédren
Bereich des Prionproteins als solche Inhibitoren gut zu eignen.

Daher wurde eine Peptidbibliothek von Oktapeptiden aus dem strukturierten Teil des humanen
PrP€ (V121-L242) synthetisiert. Um sicher zu stellen, dass ein mogliches Bindungsepitop nicht
zwischen zwei Peptiden lokalisiert ist, wurden die zu synthetisierenden Oktapeptide so
gewdhlt, dass sie sich jeweils um vier Aminoséduren liberlappen. In der Sequenz vorkommende
Cysteine wurden dabei durch Serin ersetzt, um eine Bildung von Dimeren unter Ausbildung
von Disulfidbriicken zu vermeiden. Es resultierte eine Bibliothek von 28 Oktapeptiden, die
parallel in 20 pmol Ansédtzen am Syntheserobotor nach der Fmoc-Strategie dargestellt wurden.
Als Festphase diente ein mit Polyethylenglycol copolymerisiertes Polystyrolharz, an das die
Fmoc-geschiitzte 5-(4-Aminomethyl-3,5-dimethoxyphenoxy)-valeriansdure (PAL) als Linker
gebunden ist. Die Abspaltung der Peptide vom Harz sowie die Entschiitzung der
Aminoséureseitenketten mit TFA/TIPS und H,O im Verhéltnis 95:5:2 erfolgte in einem
zweiten Schritt ebenfalls am Syntheseroboter. Die Peptide werden so mit freiem N-Terminus
und dem C-Terminus als Amid erhalten.

Da die Aufreinigung aller Peptide mittels RP-HPLC sehr zeitaufwendig gewesen wére, wurden
sie lediglich durch Extraktion unpolarer Verunreinigungen mit (fert-Butylmethylether
vorgereinigt. Nach der Aufnahme in Wasser und anschlieBender Gefriertrocknung wurde die
Ausbeute des wasserldslichen Teils des Feststoffes ermittelt. Die Reinheiten der so erhaltenen

Peptide wurden mittels ESI-MS aus dem Totalionenstrom bestimmt. Das Peptid 26 konnte in
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diesem Syntheseansatz nicht erhalten werden. Etwa die Hilfte der Peptide wies eine Reinheit
von unter 80% auf. Diese Verbindungen wurden mittels RP-HPLC aufgereinigt, um zu
verhindern dass die spédteren SPR-Experimente nicht durch einen zu groBen Anteil an
Verunreinigungen verfalscht wiirden. Die Identitdt der Peptide wurde mit Hilfe von MALDI-
TOF-Massenspektrometrie und teilweise mittels NMR-Spektroskopie bestétigt. In Tabelle 3
sind die synthetisierten Peptide und ihre Ausbeuten sowie die ermittelten Reinheiten
zusammengestellt. Die Charakterisierung der Peptide ist im Abschnitt 7.10 aufgefiihrt.

Tabelle 3: Synthetisierte Peptide und deren Ausbeuten sowie Reinheiten. Die Ausbeuten sind auf die

Reinheiten und einen 20 ymol Ansatz bezogen. k.A. = keine Ausbeute; 1Aufreinigung mittels RP-HPLC
(angenommene Reinheit: > 95%); %Es wurde auf die Aufreinigung mittels RP-HPLC verzichtet.

Sequenz Fragment | Ausbeute [mg] Sequenz Fragment | Ausbeute [mg]
(Reinheit [%]) (Reinheit [%])
1 |VVGGLGGY |V121-Y128 12.7 (99) 15 | DSVNITIK D178-K185 10.8 (>95)
2 |LGGYMLGS |L125-§132 10.8 (93) 16 | ITIKQHTV 1182-V189 10.4 (83)
3 |MLGSAMSR |M129-R136 5.2 (>95)' 17 |QHTVTTTT | Q186-T193 15 (4)?
4 |AMSRPIIH A133-H140 2.7 (>95)' 18 | TTTTKGEN | T190-N197 1.0 (>995)
5 |PIHFGSD P137-D144 0.5 (>95)' 19 |FTETDVKM | F198-M205 9.1(93)
6 |FGSDYEDR |F141-R148 1.4(>95)' 20 | DVKMMERV | D202-V209 0.4 (>95)
7 |YEDRYYRE |Y145-E152 0.1 (>95)' 21 | MERVVEQM | M206-M213 5.3 (92)
8 |YYRENMHR |Y149-R156 1.0 (>95)' 22 |VEQMSITQ |V210-Q217 8.6 (86)
9 |NMHRYPNQ |N153-Q160 4.5 (88) 23 |ITQYERES |1215-S222 5.3 (83)
10 | YPNQVYYR |Y157-R164 13.9 (86) 24 |ERESQAYY |E219-Y226 0.1 (>95)
11 | VYYRPMDE |V161-E168 1.9 (>95)' 25 |QAYYQRGS |Q223-5230 0.3 (>95)
12 |PMDEYSNQ |P165-Q172 1.3 41y 26 | QRGSSMVL |Q227-L234 k.A.
13 | YSNQNNFV | Y169-V176 8.7 (97) 27 |SMVLFSSP |S231-P238 5.1 (95)
14 |NNFVHDSV |N173-V180 0.3 (>95) 28 | FSSPPVIL F235-L242 5.8 (91)

4.2 Screening der Bibliothek durch SPR-Messungen

Die Peptide der Bibliothek sollten hinsichtlich ihrer Bindungsaffinitit gegeniiber dem
zelluldren Prionprotein mittels Oberflichenplasmonenresonanz untersucht werden. Um die
Verbindungen untereinander einstufen zu konnen, sollten alle Peptide in einem ersten
screening bei derselben Konzentration vermessen und die sich ergebenden RU-Werte
verglichen werden. Die Verbindungen 7, 12, 17, 24 und 26 konnten nicht oder in nicht
ausreichender Menge fiir die SPR-Messungen dargestellt werden, so dass auf die Untersuchung

dieser Verbindungen verzichtet wurde. Als Protein wurde dabei das kommerziell erhiltliche, in
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E. coli rekombinant exprimierte, humane Prionprotein, thPrP(23-231), verwendet, das am N-
Terminus mit einem  His-fag versehen ist. Alle SPR-Experimente wurden an einem
Biacore 3000-Messinstrument vorgenommen, das alle vier Flusszellen des Senorchips nutzen
kann.

Zunichst wurde versucht, das Protein iiber den His-fag auf einem NTA-Chip zu
immobilisieren, da auf diese Weise die Bindungsepitope des Proteins frei vorliegen sollten.
Hierzu wurde eine Nickel(IT)chlorid-Losung iiber Mess- und Referenzzelle geleitet und
anschlieBend auf der Messzelle das Protein immobilisiert. Problematisch ist dabei jedoch, dass
nicht komplexiertes Nickel auf der Chipoberfliche nicht blockiert werden konnte. Die
Messungen zeigten, dass die Peptide eine hohere Affinitdt zur Referenz- als zur Messzelle
aufwiesen. Auf weitere Messung mit dem NTA-Chip wurde verzichtet, da es nicht moglich
war, eine aussagekriftige Referenzzelle zu erzeugen. Eine Mdglichkeit konnte jedoch sein,
dem Puffer Imidazol zuzusetzen, oder die nicht komplexierten Nickel-Ionen mit einem anderen
His-tag Protein vergleichbarer Grof3e zu blockieren. Fiir die folgenden Experimente wurde das
Protein iiber freie Aminogruppen unter Aktivierung durch EDC und NHS auf einem CMS5-
Chip immobilisiert. Nicht umgesetzte, aktivierte Carboxylfunktionen wurden mit Ethanolamin
gecappt. Die Belegung des Chips wurde iiber die sich ergebene Antwort von 3427 RU auf
143 fmol bestimmt.

Zur Aktivititskontrolle des Chips wurde der kommerziell erhéltliche monoklonale anti-hPrP-
Antikdrper 15B6 der Firma Roboscreen, der die Region 160-170 der humanen Sequenz
erkennt, verwendet. Bei einer Konzentration von 100 nM wurde eine Antwort von 115 RU
beobachtet. Das Protein schien also aktiv zu sein, die aktive Belegung des Chips lie3 sich
jedoch nicht ermitteln, da fiir den Antikorper kein Kp-Wert bekannt ist. Als problematisch
erwies sich allerdings die Regeneration des Chips nach der Messung mit dem Antikdrper.
Aufgrund seiner festen Bindung an das Protein lie er sich nicht durch Spiilen mit Puffer-
Losung entfernen. Daher wurden auf einer weiteren Messzelle 2758 RU entsprechend 115 fmol
Protein auf gleiche Weise immobilisiert und als aktiv angenommen.

Alle Peptide wurden bei einer Konzentration von 500 uM in HEPES-P-Puffer bei pH 7.4
vermessen. Die Ergebnisse des screenings sind in Tabelle 4 zusammengefasst. Aufgrund der
verschiedenen Molekulargewichte der Peptide, ist selbst bei gleicher Bindungseigenschaft
nicht die gleiche Antwort zu erwarten. Um die Peptide besser miteinander vergleichen zu
konnen, sind in der Tabelle daher ebenfalls die Verhéltnisse aus den experimentell bestimmten
Daten und den RU-Werten, die bei der Chip-Belegung und gegebenen Molekulargewichten der
Peptide theoretisch moglich sind, prozentual angegeben. Ein Wert tiber 100% (Peptide 9 und
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10) deutet auf eine unspezifische Wechselwirkung bei der gemessen Konzentration hin. Die
grau hinterlegten Felder kennzeichnen die Peptide, die eine hohe Bindungsaffinitit zum

Protein aufweisen.

Tabelle 4: Messergebnisse der SPR-Experimente bei einer Konzentration von 500 pM. RU,, gibt die
experimentell bestimmten RU-Werte an, wahrend RU,/RUyeor. die experimentellen Werte bezogen auf
die theoretisch erreichbaren RU-Werte in Prozent angibt. Die grau hinterlegten Peptide zeigen grofie
SPR-Effekte. neg. = negative SPR-Kurve.

Nr. | Sequenz RU.x RU y/RUiheor. | Nr. | Sequenz RU.x RU ./RUiheor.
Peptide:
1 | VVGGLGGY 65 79% 16 | ITIKQHTV neg. -
2 |LGGYMLGS 91 100% 18 |TTTTKGEN 6 6%
3 | MLGSAMSR 53 54% 19 | FTETDVKM 20 18%
4 | AMSRPIIH 23 22% 20 |DVKMMERV neg. -
5 |PIIHFGSD 30 30% 21 |MERVVEQM 22 19%
6 |FGSDYEDR 47 41% 22 |VEQMSITQ 13 12%
8 | YYRENMHR 86 64% 23 |ITQYERES 38 32%
9 |NMHRYPNQ 638 525% 25 |QAYYQRGS neg. -
10 | YPNQVYYR 252 199% 27 | SMVLFSSP 87 87%
11 | VYYRPMDE 38 31% 28 |FSSPPVIL 29 29%
13 | YSNQNNFV 14 12%
14 | NNFVHDSV neg. - Antikorper:
15 | DSVNITIK neg. - pos. Kontr. 100 nM 115

Es wurde nur eine Konzentration gemessen, so dass unbekannt ist, in welchem Bereich der
Bindungskurve die Konzentration von 500 pM jeweils rangiert. Uber die Giite der
Bindungseigenschaft ldsst sich daher keine absolute Aussage treffen. Die gemessene
Konzentration liegt allerdings oberhalb des interessanten Kp-Bereiches fiir potentielle
Wirkstoffe. Anhand der Messdaten wurden die Bereiche V121-R136, Y149-R164 und S231-
L.242 fiir weitere Untersuchungen ausgewéhlt.

In der Abbildung 17 ist die Lokalisation der bindenden Bereiche in der 3D-Struktur des
Prionproteins® farblich markiert. Die Peptide 1-3 umschlieBen die erste B-Faltblatt-Struktur.
Peptide 8-10 verbinden die erste a-Helix mit der zweiten B-Faltblatt-Struktur. Die Peptide 27
und 28 konnen in der Darstellung nicht gekennzeichnet werden, da sie sich C-terminal zur

dritten o-Helix befinden.




ERGEBNISSE UND DISKUSSION 39

C-Terminus

('

N
“‘l o
)

(N I N-Terminus
>

i
\ AL

b

A

iy
_,“5!

Abbildung 17: Die Regionen mit der hdchsten Bindungsaffinitat sind in der NMR-Struktur von Zahn et
al.? farblich gekennzeichnet (Stereoplot). Blau: Peptide 1-3, rot: Peptide 8-10. Peptide 27 und 28 liegen
C-terminal zur dritten a-Helix und befinden sind nicht in der hier dargestellten Struktur.

Ein quantitativer Vergleich der Bindungseigenschaften der Liganden ist durch die Bestimmung
der Dissoziationskonstanten des Bindungsgleichgewichtes mdglich. Daher sollten fiir die
Peptide, die im ersten screening gute Bindungseigenschaften zeigten (1-3, 8-10, 27-28),
Konzentrationsreihen aufgenommen werden. Dazu wurden die betreffenden Peptide - falls
nicht bereits fiir das erste screening getan - mittels RP-HPLC aufgereinigt. Die Messungen
erfolgten mit demselben Chip nach einem Zeitraum von acht Wochen. Daher wurde die
Aktivitdit des Chips erneut iiberpriift. Fiir die Verbindung 10, die auch in den folgenden
Messreihen als Referenz diente, wurde bei einer Konzentration von 500 uM eine Antwort von
121 RU erhalten. Dies entspricht einer Aktivitdt von 48% bezogen auf die urspriingliche. Trotz
der deutlich abgesunkenen Aktivitit wurde der Chip verwendet, da die aktive Belegung
ausreichend hohe und damit messbare RU-Werte lieferte. In Tabelle 18 (Kapitel 7.5) sind die
Konzentrationen aufgefiihrt, die fiir die jeweiligen Peptide vermessen wurden. Verbindung 27
zeigte in dieser Messreihe negative, unspezifische Sensorgramme, weswegen fiir dieses Peptid
keine Konzentrationsreihe aufgenommen wurde.

Stellvertretend fiir die Liganden 8-10 sind in Abbildung 18 die Sensorgramme des Peptids 9

dargestellt. Die Assoziationskurve erreicht nach ca. fiinf Minuten ihren Sittigungswert. Mit der
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Beendigung der Injektion beginnt die Dissoziation. Es ist zu erkennen, dass nach ca. sechs
Minuten ohne jegliches Einwirken die Basislinie ereicht wird. Die Peptide 1-3 und 28 zeigen
einen abweichenden Kurvenverlauf. Der Anstieg der Assiziations- und Abfall der
Dissoziationskurve ist fiir die Verbindungen 1 und 2 deutlich steiler, allerdings kehrt das
System nicht vollstdndig auf die Basislinie zuriick. Es ldsst sich aber durch 5 pL einer
wiassrigen Losung von H3PO4 (100 mM) in beiden Féllen regenerieren. Die Sensorgramme von
3 zeigen negative RU-Werte. Aufgrund dieser Besonderheit werden die Messergebnisse dieses
Peptids gesondert diskutiert. Bei Peptid 28 erfolgt sowohl die Assoziation also auch die

Dissoziation deutlich langsamer verglichen mit den hier gezeigten Sensorgrammen.
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Abbildung 18: Sensorgramme des Peptids 9 (NMHRYPNQ) bei verschiedenen Ligandkonzentra-
tionen.

Bei einer spezifischen Interaktion ergibt die Auftragung der maximalen RU-Werte gegen die
Ligandkonzentration eine Kurve, die bei hohen Konzentrationen einem Maximalwert
entgegenstrebt. Eine Gerade deutet auf eine unspezifische Wechselwirkung mit dem Rezeptor
hin. Die sich jeweils ergebenden Konzentrationsreihen wurden mit dem Programm Origin im
Sinne eines one-site-binding Modells an die Gleichung 13 angepasst, und so die Kp-Werte der
Liganden erhalten. In Abbildung 19 sind die Affinitdtsplots und die zugehorigen

Dissoziationskonstanten gezeigt.
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Abbildung 19: Affinitatsplots der Peptide 1, 2, 8-10 und 28. Die Dissoziationskonstanten wurden durch
einen Fit der Datenpunkte an die Gleichung 13 erhalten.
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Der Fehler der Dissoziationskonstanten fiir die Peptide 8-10 betrdgt ca. 25%, wihrend die
Fehler, die fiir die Verbindungen 1, 2 und 28 bestimmt wurden, mit 65-100% deutlich hoher
liegen. Trotz der teilweise groBen Ungenauigkeiten lassen sich die Peptide beziiglich ihrer
Bindungseigenschaft quantitativ einstufen. Mit einer Dissoziationskonstante von 21 und 25 uM
zeigen die Liganden 8 und 9 die hochste Bindungsaffinitit gegeniiber rhPrPC. Die Peptide 1
und 10 binden um den Faktor 6 schlechter. Die Bindungsaffinitit des Liganden 2 ist ungefahr
20-fach, die der Verbindung 28 65-fach geringer.

Bei der Betrachtung der Affinitétsplots ist zu erkennen, dass mit Ausnahme von Verbindung
28 bei allen anderen Peptiden bei hohen Ligand-Konzentrationen eine Sittigung erreicht wird.
Demnach scheint die Bindung der Peptide 1, 2 und 8-10 spezifisch zu sein, wéhrend der
Affinitétsplot des Peptids 28 auf eine gering affine bis unspezifische Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkung hindeutet. Es ist aber zu bedenken, dass die Peptide 8 und 9 in dem ersten
screening bei einer Konzentration von 500 uM RU-Werte zeigten, die iiber der theoretisch
moglichen Antwort lagen. Demnach scheint die Bindung dieser Peptide bei geringen Ligand-
Konzentrationen spezifisch zu sein und bei hohen Konzentrationen in eine unspezifische
Bindung iiberzugehen.

Die Verbindung 3 nimmt eine Sonderstellung ein, da die Sensorgramme negativ sind
(Abbildung 20A). Bei Betrachtung der Sensorgramme fiir die hoheren Ligand-Konzentrationen
ist zu erkennen, dass die Assoziationskurve einem Séttigungswert zustrebt. Weiterhin nimmt
der Betrag des maximalen RU-Wertes mit der Konzentration wie iiblich zu. Trigt man die
Betrige der maximalen RU-Werte gegen die Ligandkonzentration auf, so ergibt sich eine
Kurve, die bei hoher Ligandkonzentration einem Séttigungswert zustrebt. Unter diesen
Bedingungen ergibt sich fiir 3 eine Dissoziationskonstante von 171 uM (Abbildung 20B).
Negative Sensorgramme konnen zustande kommen, wenn der Ligand unspezifisch an die
Referenzzelle bindet. Die Auftragung der Betrige der maximalen RU-Werte gegen die
Konzentration wiirde in diesem Fall allerdings eher eine Gerade ergeben. Weiterhin basiert das
SPR-Experiment auf der Verdnderung von Brechungsindices, die durch die Rezeptor-Ligand-
Wechselwirkung hervorgerufen wird. Je nachdem, ob sich der Brechungsindex verkleinert oder

vergrofert, resultiert ein positives oder negatives Sensorgramm.
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Abbildung 20: A) Sensorgramme des Peptids 3 (MLGSAMSR). B) Abhangigkeit der RU-Werte von der
Konzentration. Hierzu wurden die negativen Sensorgramme aus A) ausgewertet und die Betrage der

RU-Werte aufgetragen.

Bemerkenswert ist, dass der sich um nur vier Aminosdure unterscheidende Ligand 2 positive
Sensorgramme aufweist. Dabei ist jedoch zu beachten, dass Peptid 3 um den Faktor 3 besser an
thPrP® bindet als 2, was darauf hindeutet, dass die C-terminalen Aminosduren A133, M134,
S135 und R136 des Peptids 3 einen Einfluss auf die Bindungseigenschaft der Verbindung

ausuben.
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4.2.1 Kinetik der Bindungsreaktion

Die Kinetik der Assoziations- und Dissoziationsreaktion lisst sich aus den Sensorgrammen
durch Anpassung an die Langmuir-Gleichung ermitteln. Der Fit ist allerdings nicht immer
unproblematisch. Wie in Abbildung 21 zu sehen ist, konnte kein Fit gefunden werden, der
sowohl fiir die Assoziation als auch fiir die Dissoziation des Peptids 9 gleichermaflen gut
zutreffend ist.

Wird der Bereich der Assoziation betont (linke Abbildung), so ergibt sich ein ko,-Wert von
603 s'M™. Die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziationsreaktion betrdgt 1.0-107 s
entsprechend einer Gleichgewichtskonstante von 16 uM. Rechts ist die Anpassung an die
Dissoziationskurve dargestellt. Hier betrdgt die Geschwindigkeitskonstante der Assoziation

87 s'M™, die der Dissoziation 1.1-10 s entsprechend einem Kp-Wert von 132 uM.
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Abbildung 21: Sensorgramm von Peptid 9 (NMHRYPNQ) (rot), das bei einer Ligandkonzentration von
100 pM erhalten wurde, und die Ergebnisse der Anpassung an die Langmuir-Gleichung (schwarz).

Vergleicht man die Kp-Werte, die aus der Anpassung der SPR-Kurve an die Langmuir-
Gleichung hervorgehen, mit dem Kp-Wert, der sich fiir das gleiche Peptid aus der
Konzentrationsreihe ergeben hat (Kp =25 uM), so scheint der "Assoziations-Fit" eher der
tatsdchlichen Situation zu entsprechen.

Der Vergleich der beiden Fits zeigt aber, dass die sich daraus ergebenden ko, und kosWerte
nicht deutlich voneinander abweichen. Eine ungefdhre Abschitzung der Bindungskinetik ist
daher moglich. Die Daten sprechen fiir eine fiir die folgenden STD-Experimente recht

langsame Kinetik der Bindungsreaktion (vgl. Abschnitt 4.3).
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4.2.2 Fluorderivate

Um Informationen dariiber zu erhalten, ob die Tyrosine der Verbindungen 9 (NMHRYPNQ)
und 10 (YPNQVYYR) an dem Bindungsepitop beteiligt sind, wurde in Peptid 9 das Tyrosin
durch 4-Fluorphenylalanin (9a) bzw. durch 4-Trifluormethylphenylalanin (9b) ersetzt
(Abbildung 22). Weiterhin wurden die in der Verbindung 10 enthaltenden drei Tyrosine durch
4-Fluorphenylalanin (10a) substituiert. Die Einfiihrung von Fluor in die Verbindungen sollte
ebenfalls die Bioverfiigbarkeit der Liganden verbessern und der '’F-Kern als NMR-Sonde fiir

die im zweiten Teil dieser Arbeit entwickelten '°F{'H}-STD-Experimente dienen.
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Abbildung 22: Fluorderivate der Verbindungen 9 (NMHRYPNQ) und 10 (YPNQVYYR).

Die Peptide 9a und 9b wurden in einem 30 pmol Ansatz manuell synthetisiert, das Peptid 10a
wurde vollautomatisch in einem 50 umol-Ansatz am Peptidsyntheziser dargestellt. Dabei
wurde anstelle des Tyrosins entweder Fmoc-geschiitztes 4-Fluorphenylalanin oder
4-Trifluormethylphenylalanin in der Synthese eingesetzt. Die Peptide wurden nach der
Abspaltung vom Harz und der Entschiitzung der Aminoséureseitenketten durch Extraktion

unpolarer Verunreinigungen mit fert-Butylmethylether vorgereinigt. Nach der Aufreinigung
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der Verbindungen mittels RP-HPLC wurden fiir 9a 15.6 mg (49%), fiir Peptid 9b 15.1 mg
(45%) und fiir das Derivat 10a 15.9 mg (29%) Ausbeute bezogen auf die AnsatzgroB3e erhalten.
Fiir die SPR-Messungen der Fluorderivate wurde ein neuer CM5-Chip belegt. Es ergab sich
eine Antwort von 3587 RU entsprechend einer Belegung von 149 fmol. Die Aktivitdt des
Chips wurde wie gewdohnlich mit dem Peptid 10 {iberpriift. Bei einer Konzentration von
100 uM wurde eine Antwort von 135 RU erreicht, was die Aktivitit des Proteins nach der
Immobilisierung bestitigte. Die Sensorgramme der Derivate weichen von denen des Peptids 9
(Abbildung 18) dahingehend ab, dass die Basislinie nur durch Regeneration mit 5 pL einer
walrigen H,SO4-Losung (100 mM) wieder erreicht wurde. Der Verlauf der Assoziationskurve
ist dem des Peptids 9 aber sehr &dhnlich.

Wiederum wurde die maximale RU-Antwort gegen die Ligandkonzentration der jeweiligen
Derivate aufgetragen. Die erhaltenen Affinititsplots der Konzentrationsreihen fiir
Verbindungen 9a und 9b und die entsprechenden Kp-Werte sind in Abbildung 23 dargestellt.
Fiir das Peptid 9a, in dem das Tyrosin durch 4-Fluorphenylalanin ersetzt wurde, ergibt sich ein
Affinititsplot, der mit steigenden Ligandkonzentrationen in die Sittigung geht. Demnach
handelt es sich hier um eine spezifische Wechselwirkung mit dem Protein. Die Konzentra-
tionsreihe fiir das 4-Trifluormethylphenylalanin-Derivat (10a) flihrt zu einer deutlich flacheren
Kurve, bei der die nicht-lineare Anpassung an die Gleichung 13 fiir eine Rezeptor-Ligand-

Wechselwirkung im Sinne eines one-site-binding-Modells fraglich ist.
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Abbildung 23: Konzentrationsreihen der Fluorderivate 9a und 9b.

Der Kp-Wert des Derivats 9a ist mit 114 uM fiinffach schlechter als der des Referenzpeptids 9
(Kp =25 + 7). Die Bindungsaffinitit des Derivats 9b ist verglichen mit der von 9 sogar um den
Faktor 34 geringer. Die deutlich schlechteren Kp-Werte der Fluorderivate lassen vermuten,

dass das Tyrosin in einer Wasserstoffbriickenbindung zum Protein als Donor fungiert, die
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Fluorderivate hingegen konnen diese Rolle in der Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung nicht
einnehmen. Der groBle sterische Anspruch der Trifluormethylgruppe fiihrt zusétzlich zu einer
deutlichen Verschlechterung der Bindungseigenschaft des Peptids 9b. Die Bindungstasche des
Proteins scheint demnach den Raum fiir diese Gruppe nicht zu bieten.

Die Auftragung der RU-Werte gegen die Ligand-Konzentration des Derivats 10a ergibt eine
Gerade. Die Interaktion von 10a mit thPrP® scheint daher unspezifisch zu sein (Abbildung 24).
Auch hier wird deutlich, dass die Spezifitit der Bindung durch die Tyrosine hervorgerufen
wird. In der Verbindung 10 scheinen sie ebenfalls in einer Wasserstoftbriickenbindung als

Donor zu fungieren.

] Peptid 10a

unspezifische Bindung

0 100 200 300 400 500
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Abbildung 24: Affinitatsplot des Peptids 10a.
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4.3 STD-Messungen mit dem Prionprotein

Das Umpuffern des handelsiiblichen Prionproteins in deuterierte Puffer erwies sich als
problematisch. Es wurde versucht, das Losungsmittel mit Hilfe einer Ultrafiltrationsmembran
(cut off MW = 5000 g/mol) auszutauschen. Die Bestimmung der Proteinkonzentration iiber die
UV-Absorption der Probe bei 260 und 280 nm ergab, dass die erhaltene Stammldsung 10-fach
geringer konzentriert war als angenommen.

Daher wurde das Protein in der handelsiiblichen Form (83 uM PrP(23-231) in 50 mM Acetat-
Puffer) eingesetzt. Unter diesen Bedingungen enthielte eine NMR-Probe (mit einem Volumen
von 250 puL. bei einer Proteinkonzentration von 5 pM) undeuterierten Acetat-Puffer einer
Konzentration von 3 mM und 6.8% H,0. Der Acetat-Puffer wiirde ein grof3es, storendes Signal
liefern und die Empfindlichkeit des Experimentes erheblich verringern.

Daher wurde das bestehende 1D-'"H{'H}-STD-Experiment std/9sp dahingehend veréndert,
dass eine zweite Losungsmittelunterdriickung moglich wurde. Die dazu verwendete
Pulssequenz leitet sich von einem bereits bestehenden 1D-"H-WATERGATE-Experiment ab.!"!
Die Unterdriickung des HDO-Signals erfolgt hierbei iiber das sog. excitation sculpting, einer
DPFGSE- (double pulsed field gradient spin echo) Sequenz.”'"** Die Unterdriickung des
zweiten Losungsmittels wird durch einen zusitzlichen, selektiven 180° Puls jeweils in den
Gradienten-Echos erreicht. Dadurch wird die Inversion des zweiten Losungsmittelsignals
durch die w5-Kaskade zu einem 0°-Flip-Winkel kompensiert und die Resonanz jeweils mit
dem zweiten Gradientenpuls nicht refokussiert. Auf diese Weise wird ein Anregungsprofil mit
zwel Aussparungen erhalten. Diese Sequenz wurde in das STD-Pulsprogramm (stdl9sp)
implementiert und das Experiment in die Pseudo-2D-Variante umgeschrieben. Auf letztere
wird in Kapitel 4.6.1 genauer eingegangen.

Die neuen STD-Pulsprogramme mit und ohne Tp-Filter (stdw32ss/2d.bc und stdw52s2d.bc)
wurden anhand einer Probe bestehend aus BSA, dem Liganden 6-Fluortryptophan und dem
Peptid 11, das als negativ Kontrolle dienen sollte, in deuteriertem Tris-d;;-Puffer in
Anwesenheit von 3.4 mM Acetat und 6.8% H,0 getestet (Abbildung 25). Die Bestimmung des
selektiven 180 -Pulses erfolgte iiber das Standardpulsprogramm selzg. Der selektive Gausspuls
(Trunkierung 20%) wurde auf 4 ms bei einer Abschwichung der Pulsleistung von 42 dB

bestimmt.

I Die Pulssequenz wurde von Dr. Robert Meinecke zur Verfiigung gestellt (w352sgp32.r0).
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Abbildung 25: A) 500 MHz 1H-STD-Spektrum einer Probe bestehend aus 20 yM BSA, 500 uyM
6-Fluortryptophan und 500 uM Verbindung 11 in 3.4 mM Acetat-Puffer, 10 mM Tris-d4;-Puffer und 6.8%
H,O mit doppelter Losungsmittelunterdrickung und Ts,-Filter bei 290 K. Das Spektrum wurde mit dem
Pulsprogramm stdw52ssi2d.bc aufgenommen. Der Sattigungspuls wurde bei -1 ppm (ber einen
Zeitraum von 2 s eingestrahlt. B) 'H-STD-Spektrum der gleichen Probe unter gleichen Bedingungen
ohne Ty,-Filter (Pulsprogramm: stdwb52s2d.bc) C) Entsprechendes 1H-WATERGATE-Spektrum mit
doppelter Lésungsmittelunterdriickung (Pulsprogramm: w52sgs32.ro). D) 1H-Referenz-Spektrum mit
einer Standard WATERGATE-Pulssequenz.

Abbildung 25D zeigt das Standard WATERGATE-Spektrum der Probe. Bei ca. 1.8 ppm liegt
das Acetat-Signal, welches im Vergleich zu den weiteren Signalen eine deutlich hohere
Intensitit aufweist. In Abbildung 25C ist das entsprechende 'H-WATERGATE-Spektrum mit
doppelter Losungsmittelunterdriickung dargestellt. Das Acetat-Signal ist nahezu vollstindig
unterdriickt. Allerdings weisen die benachbarten Resonanzen ebenfalls eine deutlich geringere
Intensitdt auf. In Abbildung 25A ist das STD-Spektrum mit doppelter Losungsmittel-
unterdriickung und T;,-Filter, in Abbildung 25B das entsprechende Spektrum ohne T,-Filter
abgebildet. Die STD-Spektren zeigen hauptsidchlich die Signale von 6-Fluortryptophan. Die
zweite Losungsmittelunterdriickung scheint demnach keine Artefakte zu erzeugen, so dass die

neuen Pulssequenzen fiir STD-Experimente eingesetzt werden konnen.
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Um die Sittigung des Prionproteins fiir die STD-Experimente zu optimieren, wurden STD-
Spektren ohne Ti,-Filter bei verschiedenen Einstrahlpunkten der Sattigungspulse mit dem
Pulsprogramm stdw52s2d.bc aufgenommen und die Intensitidten der resultierenden Protein-
Hiillkurven miteinander verglichen. Bei einem Einstrahlpunkt von -0.1 ppm ist eine Séttigung
von durchschnittlich 32% zu beobachten (Abbildung 26A). Eine Einstrahlung bei -1 ppm fiihrt
zu einer Sittigung von etwa 24% (Abbildung 26B). Das 'H-Referenz-Spektrum des
Prionproteins (Abbildung 26C) zeigt sehr viele scharfe Signale mit einer Linienbreite von ca.
5 Hz. Diese konnten auf Verunreinigungen zurlickzufiihren sein, die in der handelsiiblichen
Losung enthalten sind. Moglich wire auch, dass der flexible N-Terminus derartige Signale

liefert.

” WMWWMWMWWMWMWM
SpT———————— L

M 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 -1 ppm

Abbildung 26: Sattigung des Prionproteins im STD-Experiment. Die Proteinkonzentration betrug 8 uM
in 3.4 mM Acetat- und 10 mM Tris-d,4-Puffer. A) 500 MHz 1H—STD—Spektrum, bei dem die Einstrahlung
der Sattigungspulse bei -0.1 ppm Uber einen Zeitraum von 2s mit einer Abschwachung der
Sattigungspulsleistung von 40 dB erfolgte. B) Unter ansonsten gleichen Bedingungen wurde bei einem
Einstrahlpunkt von -1 ppm eingestrahlt. C) 1H—Referenz—Spektrum, das aus dem STD-Experiment von
B) hervorging.

Die verhiltnismdBig schwache Sittigung konnte damit zu erkldren sein, dass der
Sattigungstransfer in dem kleinen Protein nicht effizient ist. Das Protein besitzt ein

Molekulargewicht von 24 kDa, davon weisen jedoch nur ca. 12 kDa eine globuldre Struktur

auf. Somit befindet sich das Protein am spin diffusion limit.
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Da bei der Probenvorbereitung fiir die NMR-Messungen im deuterierten Tris-Puffer bei pH 7
ein feiner Niederschlag zu erkennen war, wurde auf einen 50 mM Acetat-Puffer (pH 4.5)
gewechselt, in dem das Prionprotein deutlich stabiler scheint.

In den SPR-Experimenten erwiesen sich Verbindungen 8 und 9 als beste Liganden. Daher
sollten ihre Bindungsepitope mittels STD NMR untersucht werden. Die STD-Spektren dieser
Verbindungen zeigten allerdings nur sehr geringe Intensititen, und das Verhéltnis zwischen
STD-Effekt und Artefakt ist kritisch (ca. 2.5:1). Ein Grund dafiir kdnnte in einem ineffizienten
Séttigungstransfer liegen, der seinerseits durch geringe Proteinsittigung bei den fiir die
Messungen gewihlten Einstrahlpunkten zustande kommen kann. Weiterhin wurde bereits in
Kapitel 4.2.1 die langsame Bindungskinetik der Bindungsreaktion zwischen dem Peptid 9 und
rhPrP beschrieben. Die mittlere Verweildauer ist definiert als In2/k,. Bel einem k,gWert von
1-107 s betrigt die Verweildauer des Liganden in der Proteinbindungstasche demnach ca.
70 s. Innerhalb der Sattigungszeit, die sich im allgemeinen im Rahmen von 2 - 4 s bewegt, ist
daher der Durchsatz an Ligandmolekiilen sehr gering. Weiterhin konnten die intensiven
Artefaktsignale (bis zu 1.5%) auf eine partielle Selbstaggregation der Peptide hindeuten.

Es wurde daher versucht, die Bedingungen der STD-Experimente zu optimieren, wobei sich
alle Angaben in dem folgenden Abschnitt auf das 500 MHz-Spektrometer bezichen. Zum einen
sollte die Effizienz der Sittigung gesteigert werden. Eine Moglichkeit dafiir besteht darin, die
Leistung der Sattigungspulse zu erhdhen. Dabei muss allerdings bedacht werden, dass dadurch
auch die Seitenbanden der Gausspulse intensiver werden, was zu einer direkten Anregung des
Liganden flihren kann. Es wurden Abschwichungen von 40 - 56 dB gestestet. Weiterhin
konnte ein breiterer Anregungspuls zu einer effektiveren Séttigung des Proteins flihren. Die
Breite des Sattigungspulses lédsst sich vergroBern, indem man ihn verkiirzt. Die Lénge des
Sattigungspulses wurde daher zwischen 20 ms und den iiblichen 50 ms variiert. Aullerdem
kann man fiir den Séattigungspuls anstelle des Gausspulses eine andere Form wihlen, die fir
eine breitere Anregung sorgt. Als shape wurde dazu eine G4-Kaskade gewdhlt. Die Fourier-
Transformation dieser Anregung fiihrt im Vergleich zur iiblichen Gauss-Form zu einem
verbreiterten Rechteckpuls. Alle Versuche, die Effizienz der Séttigung zu erhdhen, fiihrten
jedoch nicht zum gewiinschten Erfolg. Weiterhin sollte ein optimaler Einstrahlpunkt gefunden
werden, in der eine gute Sattigung des Proteins noch mdglich ist, aber der Ligand nicht direkt
gesittigt wird. Dazu wurden die Einstrahlpunkte im Bereich zwischen -0.2 und -1.2 ppm
variiert.

Aufgrund der langsamen Bindungskinetik wurde versucht, die Effektivitidt des Sattigungs-

transfers durch Temperaturerh6hung auf 305 K zu steigern. Weiterhin wurde die Séttigungszeit
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auf 4 s verlingert, um den Durchsatz an Ligandmolekiilen in der Proteinbindungstasche
wihrend der Experimentdauer zu erhéhen. Allerdings fiihrten auch diese Versuche nicht zu
intensiveren STD-Signalen.

Es erwies sich als problematisch, die Balance zwischen STD-Artefakten und echten STD-
Signalen zu finden. Als geeignetste Bedingungen erwiesen sich eine Séttigungseinstrahlung bei
-0.9 bzw. -1 ppm mit einer Abschwichung der Pulsleistung von 40 dB iiber einen Zeitraum
von 4s bei 305 K. Der Ligand wurde jeweils im 100-fachen Uberschuss eingesetzt. Das

Messergebnis des Peptids 8 mit hPrP(23-231) ist in Abbildung 27 dargestellt.
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Abbildung 27: STD-Experimente mit Peptid 8 (YYRENMHR). A) 500 MHz 'H-STD-Spektrum einer
Probe bestehend aus 5 uM hPrP® und 500 MM 8 in 50 mM Acetat-Puffer. Das Spektrum wurde bei
einem Einstrahlpunkt von -1 ppm mit dem Pulsprogramm stdw52ss/2d.bc mit 5k Scans aufgenommen.
B) '"H-STD-Spektrum das mit 8k Scans bei einem Einstrahlpunkt von -0.9 unter ansonsten gleichen
Bedingungen wie (A) akquiriert wurde. C) zeigt das STD-Referenzspektrum von 500 uM 8 unter den
gleichen Bedingungen wie (A). In D) ist das entsprechende STD-Spektrum der Ligandprobe unter den
gleichen Bedingungen wie (B) gezeigt. In E) ist das 'H-WATERGATE-Spektrum des Liganden 8
abgebildet. Die Spektren (A) und (C) wurden mit einer Linienverbreiterung von 1 Hz prozessiert, die
Spektren (B) und (D) mit einer Verbreiterung von 2 Hz.
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Die Abbildung 27A zeigt das STD NMR-Spektrum des Peptids 8 mit dem Prionprotein bei
einem Einstrahlpunkt von -1 ppm, in Abbildung 27C ist das entsprechende STD-Spektrum der
Ligandblindprobe abgebildet. In der Abbildung 27B bzw. Abbildung 27D sind die Spektren zu
sehen, die bei einem Einstrahlpunkt von -0.9 ppm erhalten wurden.

Der Vergleich mit dem 'H-Referenzspektrum des Liganden (Abbildung 27E) zeigt, dass in den
Protein-Ligand-Spektren fast ausschlielich Artefaktsignale zu beobachten sind. Weiterhin fallt
auf, dass in den STD-Spektren der Ligandblindproben deutlich die aromatischen Protonen zu
erkennen sind, in den STD-Spektren fehlen diese Signale fast vollstidndig. Der Ligand 8 scheint
zur Bildung von Aggregaten zu neigen, welche sich bei Zugabe des Proteins auflosen.

In der Abbildung 28A ist das Protein-Ligand-STD-Spektrum zu sehen, das mit der
Verbindung 9 und dem Prionprotein erhalten wurde. Der Einstrahlpunkt lag bei -0.9 ppm.
Auch hier ist im Vergleich mit dem STD-Spektrum der Ligandblindprobe (Abbildung 28B) zu

erkennen, dass die Experimente keine auswertbaren, echten STD-Signale lieferten.
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Abbildung 28: STD-Experimente mit Peptid 9 (NMHRYPNQ). A) 500 MHz 'H-STD-Spektrum von
500 uM 9 mit 5 uM rhPrP® in 50 mM Acetat-Puffer bei 6k Scans. B) zeigt das 'H-STD-Spektrum der
Blindprobe unter den gleichen Bedingungen. C) 1H-WATERGATE-Spektrum des Liganden.

Fiir das Fluorderivat 9a ergab die Anpassung der Langmuir-Gleichung an das Sensorgramm im
Vergleich zum Peptid 9 eine etwas schnellere Kinetik. Die offiate wurde auf 3-107 s
bestimmt. Die mittlere Verweildauer der Verbindung 9a in der Proteinbindungstasche betrigt

demnach ca. 23 s und ist damit dreifach kiirzer als die des Peptids 9, so dass der Durchsatz an
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Ligandmolekiilen im Verlauf des STD-Experimentes etwas grofer ist. Die STD-Spektren, die

mit dem Fluorderivat 9a erhalten wurden, sind in Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: A) 500 MHz 1H-STD-Spektrum des Peptids 9a (500 uM) mit rhPrP® (5 uM). B) zeigt das
entsprechende Referenzspektrum der Ligandblindprobe, C) das 1H-Spektrum des Liganden. Das in den
Spektren (B) und (C) auftretende grofl3e Signal bei ca. 2.8 ppm ist zum einen auf ein B-Proton des 4-
Fluorphenylalanins, zum anderen auf eine Verunreinigung zurtickzufiihren.

Wiederum sind in dem STD-Spektrum der Ligandblindprobe (Abbildung 29B) intensive
Artefaktsignale zu erkennen. Aber im Unterschied zu den vorhergehenden STD-Experimenten
weist das STD-Spektrum dieser Protein-Ligand-Probe zusitzliche Signale auf. Der Vergleich
der Spektren zeigt weiterhin, dass insbesondere in dem Bereich zwischen 2.5 und 3 ppm die
Signale unterschiedliche Intensitdtsverhéltnisse aufweisen, was auf echte STD-Effekte
hindeutet. Der Ligand 9a wurde dabei wie gewohnt im 100-fachen Uberschuss eingesetzt.

Trotz des kritischen STD%/Artefakt-Verhdltnis wurde aus diesen STD-Spektren das
Bindungsepitop des Liganden 9a bestimmt. Von den gemessenen STD% wurden die aus der
Ligandblindprobe hervorgehenden Artefakte abgezogen. Um sicher zu stellen, dass das sich
ergebende epitope mapping nicht durch die verschiedenen T;-Relaxationszeiten der
individuellen Protonen verfilscht wird, wurden die Relaxationszeiten mit dem inversion
recovery-Experiment ¢lirwSgp 2.bc gemessen. Es zeigt sich, dass die Relaxationszeiten mit
Ausnahme der Ho- und He-Protonen von 4-Fluorphenylalanin sehr dhnlich sind, und damit das

ermittelte Epitop mit der tatsdchlichen Ndhe zum Protein korreliert (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Absolute STD% des Peptids 9a (grau) und die jeweiligen Ti-Relaxationszeiten der
Protonen (schwarz).

Das epitope mapping lasst auf eine Beteiligung der Aminosdurereste Arginin, 4-Fluorphenyl-
alanin und Prolin schlieen (Abbildung 31). Dabei weisen die y-Protonen des Argnins und die
B-Protonen von 4-Fluorphenylalanin die stirksten STD-Effekte auf. Die 6-Protonen von Prolin
scheinen ebenfalls an der Bindung beteiligt zu sein. Aufgrund der schlechten Spektrenqualitit
ist das ermittelte Bindungsepitop aber kritisch zu bewerten. Durch die Synthese des Tripeptids
RYP und die Analyse seiner Bindungsaktivitit gegeniiber dem Prionprotein mittels SPR-

Untersuchungen sollten sich diese Daten iiberpriifen lassen (Abschnitt 4.4).

H H
c _GC F
0 HN7™\ Hc” ™ 0
)I\ )% / )\ ~CH J]\
H,c NH, H,C G H,c c H,c NH,
| 0 | ﬁ | H 0 1 o}
C C C C
“H H J; “H H “H )L “H )l;
H-N W—N\g N \”—N\H TR e NP W—N\H NH,
0 S 0 i
He HCh g c—CH, He
ClH2 CIHZ H, CH,
S H.Cc<_H /g
cH, >N __NH HNT Y0

NH,

Abbildung 31: Bindungsepitop des Peptids 9a NMHR(4-F)-FPNQ.
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AbschlieBend bleibt zu erwéhnen, dass der schlechte Séttigungstransfer in den durchgefiihrten
STD-Experimenten darin seine Begriindung finden konnte, dass die Peptide an den flexiblen
Teil des Proteins binden, welcher vermutlich im STD-Experiment deutlich schlechter gesittigt
wird als der globuldre. Durch Bindungsstudien mit verschiedenen PrP-Fragmenten lieBe sich

der Abschnitt, auf dem sich die Proteinbindungstasche befindet, lokalisieren.

4.4 SPR-Studien der Sequenzen Y149-Q160 und R156-P158

mit PrP-Fragmenten

Aus vorhergehenden SPR-Experimenten (sieche Abschnitt 4.2) gingen die sich iiberlappenden
Peptide 8 (Y149-R156) und 9 (N153-Q160) als diejenigen mit den besten
Dissoziationskonstanten hervor. Um festzustellen, ob die gesamte Region eine hdhere
Bindungsaffinitdt besitzt, wurde das Peptid (Y149-Q160) YYRENMHRYPNQ 29
vollautomatisch in einem 50 umol Ansatz mit einer Gesamtausbeute von 11% (9.5 mg) am
Peptidsynthesizer dargestellt, aufgereinigt und mittels Oberflachenplasmonenresonanz unter-
sucht. In dem Experiment sollte gleichzeitig gezeigt werden, mit welchem Teil des
Prionproteins die Peptide wechselwirken. Dazu wurde auf einem CMS5-Chip sowohl das
Prionprotein thPrP(23-231) als auch das verkiirzte Fragment rhPrP(90-231) immobilisiert. Die
Belegung des PrP(23-231) auf der Flusszelle 2 betrug 6760 RU entsprechend einer Stoffmenge
von 280 fmol, die des verkiirzten Fragments war 2197 RU (129 fmol). Die Aktivitit des Chips
wurde wieder mit der Verbindung 10 gestestet. Bei einer Konzentration von 100 uM wurde
eine Antwort von 128 RU mit PrP(23-231) gemessen, diejenige mit PrP(90-231) betrug 27 RU.
Unter der Beriicksichtigung der Belegung bindet das Peptid 10 um den Faktor zwei besser an
das lingere Protein. Die Konzentrationsreihen, die fiir das Peptid 29 mit den verschiedenen
Proteinfragmenten erhalten wurden, sind in Abbildung 32 dargestellt.

Die Kurven zeigen einen sehr dhnlichen Verlauf, der ab einer Konzentration von 150 uM auf
eine unspezifische Wechselwirkung mit dem Protein hindeutet. Die ermittelten Kp-Werte
betragen 140 uM bzw. 103 uM und weichen damit nur um 26% voneinander ab. Im Rahmen
der Fehlerabweichung sind die Ergebnisse als gleich zu betrachten. Auch fiir das Peptid 9
wurden in einer analogen Messreihe gleiche Kp-Werte erhalten. Somit zeigt das Experiment,
dass die Bindungstasche des Proteins fiir diese Peptide auf dem Fragment PrP(90-231)

lokalisiert ist.
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Abbildung 32: A) Affinitatsplot des Peptids 29 (YYRENMHRYPNQ) an das Prionprotein rhPrP(23-
231). B) Die Konzentrationsreihe des gleichen Peptids mit dem verkurzten Prionprotein Fragment
rhPrP(90-231), welche unter den gleichen Bedingungen aufgenommen wurde, zeigt einen sehr
ahnlichen Verlauf.

Der Vergleich der Dissoziationskonstanten des 12er Peptids 29 mit denen der Verbindungen 8
(21 uM) und 9 (25 uM) zeigt, dass das verldngerte Peptid entgegen der Erwartungen einen
sechsfach schlechteren Kp-Wert aufweist. Eine mogliche Erklarung fiir diese Beobachtung
konnte sein, dass die Entropie der Protein-Ligand-Wechselwirkung aufgrund der hoéheren
Flexibilitit des Molekiils stirker negativ ist, bzw. das Peptid 29 aufgrund seiner groferen,
raumlichen Ausdehnung eine geringere Diffusionsgeschwindigkeit aufweist. Denkbar ist
weiterhin, dass die im Vergleich zu den Ausgangspeptiden 8 und 9 jeweils erweiternden
Aminoséurereste die Wechselwirkung des Liganden mit der Proteinbindungstasche destruktiv
beeinflussen.

Um die Richtigkeit des epitope mappings (Kapitel 4.3) zu bestitigen, wurde das Peptid
RYP 30 manuell in einem 50 umol mit einer Gesamtausbeute von 82% (18 mg) synthetisiert
und beziiglich seiner Bindungseigenschaft mittels Oberflichenplasmonenresonanz mit
demselben Chip untersucht (Abbildung 33). Die Konzentrationsreihe mit dem Fragment
PrP(90-231) fiihrte zu sehr kleinen RU-Werten, welche nicht eindeutig bestimmt werden
konnten.

Die Auswertung der SPR-Daten, die mit rthPrP(23-231) erhalten wurden, ergibt fiir 30 einen
Kp-Wert von 1264 uM. Demnach ist die Sequenz RYP am Bindungsepitop beteiligt. Dies steht
im Einklang mit den Resultaten, die mit den Fluorderivaten 9a und 9b erzielt wurden, in denen
die Interaktion der Hydroxylgruppe von Tyrosin mit dem Protein charakterisiert werden
konnte. Das Peptid 30 bindet allerdings im Vergleich zu 9 um den Faktor 51 schlechter, was

darauf schlieBen ldsst, dass die Aminosdurereste, die im Peptid 9 die Sequenz RYP umgeben,
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die Bindungseigenschaft deutlich zu verbessern scheinen. Das epitope mapping konnte somit

nur bedingt bestitigt werden.
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Abbildung 33: A) Affinitatsplot des Peptids 30 (RYP) mit dem Prionprotein PrP(23-231). Im Vergleich
zu dem Peptid 9 zeigt das verklrzte Peptidfragment 30 einen um den Faktor 51 schlechteren Kp-Wert.

Die NMR-spektroskopische Charakterisierung des Peptids 30 deutete darauf hin, dass das
Peptid als ein trans/cis-Rotamerengemisch zwischen der Tyrosin-Prolin-Amidbindung im
Verhiéltnis 2.2:1 vorliegt, wobei davon ausgegangen wird, dass das trans-Isomer das stabilere
ist. Es ist anzunehmen, dass die beiden Rotamere aufgrund ihrer konformellen Unterschiede
nicht gleichermaBlen gut an das Protein binden. Die angegebenen Konzentrationen des
Affinitdtsplots beziehen sich auf das Isomerengemisch. In dem Fall, dass die Komponenten
unterschiedliche Bindungseigenschaften besitzen und die Geschwindigkeit der Isomerisierung
im Vergleich zum Bindungsereignis langsam ist, ist der ermittelte Kp-Wert nicht

aussagekriftig.
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4.5 Einfluss der Glycosylierung auf die Struktur und die
Bindungsaffinitat des Peptidfragments T192-T201

Glycosylierungen beeinflussen hiufig die Faltung von Peptiden und Proteinen. Daher sollte der
Einfluss der Glycosylierungsstelle an N197 auf die Struktur und die Bindungseigenschaft
gegeniiber thPrP untersucht werden.

Dazu wurde zunichst das unglycosylierte Referenzpeptid 31 TTKGENFTET (T192-T201)
vollautomatisch am Peptidsyntisizer in einem 50 umol Ansatz dargestellt. Nach Aufreinigung
des Rohprodukts mittels RP-HPLC wurden 33.2 mg entsprechend einer Gesamtausbeute von
59% des Peptids 31 erhalten. In der Abbildung 34 ist der NH-Bereich des TOCSY-Spektrums
des Referenzpeptids dargestellt. Das Spektrum ldsst auf eine hohe Reinheit der Verbindung

schlieBen.
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Abbildung 34: NH-Bereich des TOCSY-Spektrums vom Peptid TTKGENFTET 31. Das Spektrum
wurde in H,O/D,O im Verhaltnis 9:1 (pH 4) bei 276K mit einer Spektrometerfrequenz von 700 MHz
aufgenommen.
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Als synthetisch relativ leicht zugédngliches Saccharid fiir das Glycopeptid wurde Chitobiose
verwendet, welches ein Teil der core-Struktur repriasentiert. Das Peptid TTKGEN][B-D-
GlcNAc-(1-4)-B-D-GIcNAC]FTET (32) wurde in einer Kombination aus automatischer und
manueller Festphasensynthese dargestellt. Die Ansatzgro3e betrug 50 umol. Vom C-Terminus
ausgehend erfolgte die Ankniipfung der ersten vier Aminosduren an die Festphase
vollautomatisiert am Peptidsynthesizer. Die Anbindung des Fmoc-geschiitzten Ny-Chitobiosyl-
asparagin-Bausteins wurde manuell durchgefiihrt, wobei die Ausbeute 30% betrug. Die
Kupplung der restlichen Aminoséuren erfolgte wieder vollautomatisch. Die Hydroxyl-Gruppen
des Kohlenhydratrests wurden mit Hydrazinhydrat und MeOH an der Festphase entschiitzt,
und das Glycopeptid vom Harz abgespalten. Nach Aufreinigung mittels RP-HPLC wurden
9 mg entsprechend einer Gesamtausbeute von 11% des Produktes 32 erhalten. Der NH-Bereich
des TOCSY-Spektrums ldsst ebenfalls auf eine hohe Reinheit des Glycopeptids schlie8en, auch
die NH-Spuren des Saccharids sind eindeutig zu erkennen (Abbildung 35).
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Abbildung 35: NH-Bereich des TOCSY-Spektrums des Glycopeptids TTKGENI[B-D-GIcNAc-(1-4)-p-D-
GIcNAC]FTET 32. Das Spektrum wurde in H,O/D,O im Verhaltnis 9:1 (pH 4) bei 276K mit einer
Spektrometerfrequenz von 700 MHz aufgenommen.
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4.5.1 SPR-Messungen von 31 und 32 mit rhPrP(23-231)
Um den Einfluss der Glycosylierung auf die Affinitit des Peptidfragments T192-T201

gegeniiber rhPrP zu untersuchen, wurden die Bindungseigenschaften des Glycopeptids und des
unglycosylierten Referenzpeptids mittels SPR analysiert und miteinander verglichen. Die SPR-
Messungen wurden innerhalb der Messreihen der Fluorderivate mit dem gleichen Sensorchip
durchgefiihrt. Die Belegung mit dem Prionprotein thPrP(23-231) betrug 149 fmol.

Abbildung 36 zeigt die Sensorgramme, die flir das Glycopeptid erhalten wurden. Die
Assoziationskurven der kleinen Ligandkonzentrationen (50, 100 und 250 uM) streben einem
Maximalwert zu. Die Kurven der hoéheren Konzentrationen scheinen zunichst einen
Sattigungswert zu erreichen (bis zu ca. 100 s) anschlieBend steigen die Kurven linear an. Nach
Beendigung der Injektion regeneriert das System in der Regel nahezu vollstindig. Die

Sensorgramme des Referenzpeptids zeigen einen dhnlichen Verlauf.
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Abbildung 36: Sensorgramme des Glycopeptids 32.

Fir das Referenzpeptid ergab sich eine lineare Abhidngigkeit der RU-Werte von der
Konzentration, was auf eine unspezifische Wechselwirkung hindeutet (siche Abbildung 37A).
Die Kurve des Glycopeptids nédhert sich hingegen bei steigenden Konzentrationen einem

maximalen Grenzwert an (Abbildung 37B).
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Abbildung 37: A) Affinitdtsplot des unglycosylierten Referenzpeptids 31. B) Der Affinitatsplot des
Glycopeptids 32.
Werden alle Konzentrationen bei dem Fit an die Gleichung 13 beriicksichtigt, so ergibt sich fiir
das Glycopeptid eine Dissoziationskonstante von 455 uM. Bei der Betrachtung der
Abbildung 37B ist jedoch auch vorstellbar, dass das Glycopeptid ab einer Konzentration von
750 uM unspezifisch mit dem Protein interagiert. Berlicksichtigt man bei dem one-site
binding-Fit nur die Daten bis zu einer Konzentration von 500 uM, so ergibt sich der
Affinitdtsplot, der in Abbildung 38 dargestellt ist. Unter dieser Annahme besidle 32 eine
Dissoziationskonstante von 61 uM. Zwischen diesen beiden Situationen kann anhand der
vorhandenen Daten nicht eindeutig unterschieden werden.
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Abbildung 38: Affinitatsplot des Glycopeptids 32 bei Berilicksichtigung der Daten bis zu einer
Konzentration von 500 puM.
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Der Vergleich der Daten ldsst vermuten, dass die Bindungsspezifitit des Peptidfragments
T192-T201 von dem Saccharid herriihrt. Das Glycan scheint demnach entweder direkt an der

Bindung teilzunehmen oder die aktive Konformation des Peptids zu stabilisieren.

4.5.2 Konformationsanalyse des Referenzpeptids 31 und des Glycopeptids 32

Zur Bestimmung von Interprotonenabstinden sollten 2D-NOESY-Spektren aufgenommen
werden. Die Korrelationszeiten des Glycopeptids 32 bzw. der unglycosylierten Referenz 31
liegen allerdings in dem Bereich, in dem der theoretische maximale NOE bei den gegebenen
Spektrometerfrequenzen (500 MHz und 700 MHz) das Vorzeichen wechselt. Daher mussten
fiir die NOE-Aufbaukurven zundchst Messbedingungen gefunden werden, die eine sinnvolle
Auswertung der Spektren erlauben. Dies ist nur unter Bedingungen gegeben, unter denen
sowohl 32 als auch 31 ausschlieBlich positive oder negative NOE-Kreuzsignale zeigen. Bei
einer Temperatur von 276 K waren sowohl fiir das Referenzpeptid als auch fiir das
Glycopeptid am 700 MHz-Spektrometer nur negative NOE-Kreuzsignale zu beobachten. Fiir
beide Peptide wurden dann NOESY-Spektren bei Mischzeiten von 50, 100, 200, 400, 800 und
1200 ms aufgenommen. Die Spektren lieferten gut separierte und somit gut integrierbare
Signale.

Einzelne Fragmente innerhalb eines Molekiils weisen oftmals unterschiedliche
Beweglichkeiten aufweisen. Fiir Molekiilgruppen, deren Korrelationszeiten in der Ndhe des
Nulldurchgangs auf der NOE-Kurve liegen, lassen sich aus den NOE-Aufbaukurven keine
zuverldssigen Abstinde bestimmen. Um sicherzustellen, dass die NOESY-Aufbaureihe auch
fiir das Referenzpeptid sinnvolle Distanzen liefert, sollten vorab fiir 31 die Abstinde zwischen
dem B- und den y-Protonen von T193 bzw. T199 aus den NOE-Aufbaukurven bestimmt
werden. Diese Kreuzsignale waren in einem NOESY-Spektrum, das zuvor bei 300 K am
700 MHz-Spektrometer aufgenommen wurde, positiv. Sie besitzen demnach die kleinste
Korrelationszeit und befinden sich auf der NOE-Kurve am dichtesten am Nulldurchgang. Mit
Hilfe des Programms SYBYL kann der theoretische Protonenabstand zwischen den B- und
y-Protonen eines Threonins gemessen werden. Bei Ubereinstimmung mit den Distanzen aus
den NOE-Daten kann davon ausgegangen werden, dass die Auswertung der NOE-
Autfbaureihen sinnvolle interatomare Absténde fiir das Molekiil liefert.

Ublicherweise werden Protonenabstinde aus NOE-Aufbauraten durch Vergleich mit einem
Referenzabstand ermittelt. Dazu werden die Kreuzrelaxationsraten, die den Anfangssteigungen

der Aufbaukurven entsprechen, zueinander in Beziehung gesetzt. Dies ist nur sinnvoll, wenn
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die Korrelationszeiten aller internuklearen Vektoren in etwa gleich sind. Bei starker
Anisotropie der Molekiilbeweglichkeit muss streng genommen ein aufwendigerer Weg
beschritten werden, der eine Bestimmung der Korrelationszeiten fiir jeden C-H-Vektor
einschlieBt. In der vorliegenden Arbeit wurde aber davon ausgegangen, dass sich die
Korrelationszeiten der Molekiilfragmente dhneln, und fiir die Berechnung der interatomaren
Abstinde beider Peptide die geminalen B-Protonen von F198 als Referenzsignal verwendet.
Zur Berechnung des prozentualen NOE-Effekts werden die Kreuzsignalvolumina durch das
Volumen eines Diagonalpeaks geteilt, das durch exponentielle Extrapolation auf die Mischzeit
Null gewonnen wird. Hier wurden die Peakvolumina jeweils auf das Diagonalsignal des Hf3-
Protons von F198 bezogen. Zur Berechnung der Aufbaurate werden die prozentualen NOEs
gegen die Mischzeit fiir das jeweilige Kreuzsignal aufgetragen. Die Anfangssteigung einer an
die Datenpunkte angepassten doppelt exponentiellen Funktion ist proportional zur
Kreuzrelaxationsrate derjenigen Protonen, die an dem Kreuzsignal teilhaben. Aus ihnen
konnen direkt die Abstinde iiber die Gleichung 12 berechnet werden. Dabei ist zu
berticksichtigen, dass an einem Kreuzsignal mehr als zwei Protonen beteiligt sein konnen. In
diesem Fall muss der ermittelte Abstand durch einen Korrekturfaktor (Tabelle 2, Kapitel 2.2)
berichtigt werden.

Das Kreuzsignal zwischen dem -Proton und den y-Protonen von T193 ergab auf diese Weise
einen Abstand von 2.57 A. Der Abstand zwischen den gleichen Protonen von T199 wurde auf
2.43 A bestimmt. Der theoretische Wert, der sich aus der Bestimmung mit dem Programm
SYBYL ergab, betrug 2.71 A und war somit mit den empirisch ermittelten Abstinden
vergleichbar. Die NOE-Aufbaureihe sollte daher zu sinnvollen interatomaren Abstinden des
Molekiils fiihren.

Analog wurden die Aufbaukurven aller in den Spektren integrierbaren Kreuzsignale fiir die
beiden Peptide ausgewertet. Die Integration der Peakvolumina erfolgte hierbei mit dem im
Programm AURELIA der Firma Bruker implementierten Segmentierungsalgorithmus. Bei
Signaliiberlagerungen bietet dieser Algorithmus Vorteile gegeniiber anderen, da hier keine
willkiirlichen Integrationsgrenzen gesetzt werden, sondern das Signal von dem Maximum
ausgehend "herab integriert" wird. Voraussetzung dafiir ist allerdings, dass das Maximum vor
dem Integrationsvorgang festgelegt wird. Da es dem Programm trotz der guten
Spektrenqualitit nicht gelang, die Maxima und die Multiplettstruktur der einzelnen Signale
automatisch zu erkennen, wurden die Maxima aller Signale in den sechs Spektren fiir das

Glyco- und das Referenzpeptid manuell festgelegt. Der doppelt exponentielle Fit ist ein
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iteratives Verfahren und hingt stark von den gewéhlten Startwerten der Fitparameter ab. Die
besten Ergebnisse wurden erzielt, wenn das Programm die Minimalwerte verwendete. Die
Auswertroutine des Programms AURELIA erlaubt die automatisierte Auswertung der
Aufbaukurven und gibt direkt die berechneten Abstinde bezogen auf das Referenzsignal an.
Fiir das Referenzpeptid 31 wurden auf diese Weise 42 Interprotonenabstinde erhalten und falls
notig mit den Korrekturfaktoren multipliziert. Die korrigierten Protonenabstinde sind in
Tabelle 5 aufgefiihrt. Abbildung 39 zeigt einige der sich ergebenden Aufbaukurven.

Tabelle 5: Protonenabstande des Referenzpeptids 31. Fir Kreuzsignale, deren NOE-Aufbaukurven
nicht sinnvoll ausgewertet werden konnten, wurde ein Bereich von 1.8-5.0 A als constraint
angegeben. Die Nomenklatur "198 PHE HN 198 PHE HA" bezeichnet den Protonenabstand zwischen

dem NH- und dem Ha-Proton von Phe198; Q = NMR-Pseudoatom. Long range Kontakte sind grau
hinterlegt.

Kreuzsignal Abstand [A] Kreuzsignal Abstand [A]
1 198 PHE HN 198 PHE HA 1.8-5.0 22 | 193 THR HN 193 THR HB 2.60
2 196 GLU HN 195 GLY QA 1.8-5.0 23 | 197 ASN HN 197 ASN QB 2.66
3 | 198 PHE HN 198 PHE QB 2.53 24 | 197 ASN HN 197 ASN HA 2.63
4 (194 LYS HN 194 LYS HA 2.67 25 | 200 GLU HN 200 GLU HA 2.87
5 |198 PHE HN 199 THR HN 2.86 26 |201 THR HN 201 THR QG2 3.23
6 |200 GLU HN 199 THR HN 2.82 27 | 201 THR HN 200 GLU QB 1.8-5.0
7 |194LYS HN 193 THR HB 1.8-5.0 28 | 197 ASN HN 196 GLU QG 3.67
8 |200 GLU HN 199 THR HB 1.8-5.0 29 | 197 ASN HN 195 GLY QA 3.53
9 |200 GLU HN 201 THR HN 2.97 30 |201 THR HN 200 GLU QG 3.99
10 {200 GLU HN 200 GLU QB 2.94 31 | 201 THR HN 200 GLU HA 2.40
11 {200 GLU HN 200 GLU QG 3.16 32 |199 THR HN 199 THR QG2 3.09
12 | 196 GLU HN 196 GLU QG 3.24 33 | 199 THR HN 198 PHE QB 3.10
13 | 198 PHE HN 197 ASN QB 3.17 34 | 199 THR HN 199 THR HB 2.68
14 | 196 GLU HN 196 GLU QB 2.54 35 | 199 THR HN 199 THR HA 2.74
15 |194 LYS HN 194 LYS QB 2.63 36 | 199 THR HN 198 PHE HA 1.8-5.0
16 | 193 THR HN 193 THR QG2 3.18 37 | 197 ASN HN 198 PHE HN 2.85
17 [194 LYS HN 193 THR QG2 1.8-5.0 38 | 197 ASN HN 196 GLU HN 2.80
18 |194 LYS HN 194 LYS QG 3.23 39 195 GLY HN 195 GLY QA 2.32
19 | 200 GLU HN 199 THR QG2 3.21 40 [195 GLY HN 194 LYS HA 1.8-5.0
20 (193 THR HN 196 GLU QB 3.83 41 (195 GLY HN 194 LYS QG 3.53
21 |[194 LYSHN 194 LYS QD 4.29 42 [ 195 GLY HN 196 GLU HN 1.8-5.0
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Abbildung 39: Exemplarische NOE-Aufbaukurven des unglycosylierten Referenzpeptids 31. Dabei ist
jeweils der prozentuale NOE bezogen auf das Diagonalsignal des HB-Protons von F198 aufgetragen.
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Neben den intraresidualen wurden hauptsdchlich sequentielle NOE-Kontakte beobachtet.
Hervorzuheben ist aber zum einen der Abstand zwischen dem NH-Proton von N197 und dem
Ha-Proton von G195, der auf 3.53 A bestimmt wurde, sowie der long range Kontakt zwischen
dem NH-Proton von T193 und dem Hp-Proton von E196 (3.83 A). Fiir neun Kreuzsignale
konnten die NOE-Aufbaukurven nicht sinnvoll ausgewertet werden, da sie zu wenig
Datenpunkte enthielten. Da die betreffenden Protonenpaare aber in einigen NOESY-Spektren
Kreuzsignale lieferten, wurde fiir sie eine rdumliche Néhe von 1.8-5.0 A angenommen, da nur
fiir diesen Abstandsbereich NOE-Kreuzsignale mdglich sind.

Auf analoge Weise wurden die NOESY-Spektren des Glycopeptids ausgewertet. Es ergaben
sich 44 interatomare Abstédnde (Tabelle 6).

Tabelle 6: Protonenabstédnde des Glycopeptids 32. Fir Kreuzsignale, deren NOE-Aufbaukurven nicht
sinnvoll ausgewertet werden konnten, wurde ein Bereich von 1.8 -5.0 A als constraint angegeben.

Long range Kontakte sind grau hinterlegt.

Kreuzsignal Abstand [A] Kreuzsignal Abstand [A]
1 [196 GLU HN 195 GLY QA 2.27 23 {193 THR HN 193 THR QG2 3.34
2 |[194 LYS HN 193 THR HA 1.8-5.0 24 | 194 LYS HN 193 THR QG2 3.47
3 |201 THR HN 200 GLU HA 2.35 25 [ 197 ASN HN 196 GLU QG 1.8-5.0
4 |196 GLU HN 196 GLU QB 2.46 26 | 200 GLU HN 198 PHE HA 1.8-5.0
5 |194LYSHN194LYS QB 2.61 27 | 195 GLY HN 195 GLY QA 2.40
6 |196 GLU HN 196 GLU HA 2.80 28 |193 THR HN 192 THR QG2 4.09
7 |198 PHE HN 198 PHE QB 2.55 29 | 193 THR HN 196 GLU QB 3.97
8 |197 ASN HN 197 ASN QB 2.52 30 | 199 THR HN 199 THR QG2 1.8-5.0
9 [193 THR HN 193 THR HB 1.8-5.0 31 {199 THR HN 198 PHE QB 2.95
10 {194 LYS HN 194 LYS HA 2.68 32 {199 THR HN 199 THR HA 2.63
11 [ 197 ASN HN 196 GLU QB 2.70 33 | 199 THR HN 199 THR HB 2.59
12 {200 GLU HN 200 GLU QB 2.76 34 | 199 THR HN 198 PHE HA 2.18
13 {200 GLU HN 200 GLU HA 2.73 35 | 197 ASN HN 197 ASN HA 1.8-5.0
14 | 193 THR HN 193 THR HA 2.85 36 | 195 GLY HN 194 LYS QG 3.52
15 (194 LYS HN 193 THR HB 2.85 37 {195 GLY HN 194 LYS QB 3.12
16 |200 GLU HN 199 THR HB 2.92 38 (201 THR HN 201 THR QG2 3.65
17 [ 196 GLU HN 196 GLU QG 3.07 39 | 201 THR HN 200 GLU QB 1.8-5.0
18 (200 GLU HN 200 GLU QG 3.12 40 | 201 THR HN 200 GLU QG 4.27
19 (193 THR HN 194 LYS HN 1.8-5.0 41 194 LYSHN 194 LYS QD 4.60
20 | 198 PHE HN 197 ASN QB 3.00 42 | 197 ASN QD2 201 THR QG2 4.91
21 [194 LYSHN 194 LYS QG 1.8-5.0 43 | nag1.hn 201 THR QG2 4.53
22 | 200 GLU HN 199 THR QG2 3.30 44 | nag1.qc8 197 Asn QD2 4.06
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Abbildung 40: Exemplarische Aufbaukurven des Glycopeptids 32. Dabei ist jeweils der prozentuale
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NOE bezogen auf das Diagonalsignal des Hp-Protons von F198 aufgetragen.
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Einige ausgewdhlte NOE-Aufbaukurven sind in der Abbildung 40 gezeigt. Wie im Fall des
Referenzpeptids sind auch hier hauptséchlich intraresiduale und sequentielle NOE-Kontakte zu
beobachten. Im Vergleich zum unglycosylierten Referenzpeptid weist das Glycopeptid
allerdings mehr long range Abstinde auf. Das NOE-Kreuzsignal zwischen dem NH-Proton
von T193 und dem B-Proton von E196 ist auch in den Spektren des Glycopeptids zu erkennen
(4.0 A). Im Vergleich zum Referenzpeptid fehlt allerdings hier der Kontakt zwischen N197
und G195. Zusitzlich wird fiir 32 ein NOE-Kreuzsignal zwischen dem NH-Proton von E200
und dem Ha-Proton von F198 beobachtet. Bemerkenswert sind die long range Kontakte
zwischen dem o-Proton des glycosylierten N197 und den Hy-Protonen von T201, welcher
4.9 A betrigt. Auch das Glycan selbst scheint mit dem Peptidriickgrat zu interagieren. Das NH-
Proton des GlcNAc Monomers, das direkt mit dem Peptidriickgrat tiber N197 verkniipft ist,
weist einen Abstand von 4.5 A zu den Hy-Protonen von T201 auf. Demnach scheint das
Glycopeptid eine Schlaufe zwischen dem C-Terminus und der Glycosylierungsstelle zu
beschreiben.

Zur Berechnung der ¢-Winkel wurden zunichst aus den 1D-'H-presat-Spektren der beiden
Peptide die > /i no-Kopplungskonstanten bestimmt. Durch Einsetzen der Kopplungskonstanten
in Gleichung 9 ergeben sich direkt die ¢-Winkel bezogen auf die Kohlenstoffkette. Allerdings
ist die Karplus-Gleichung nicht immer eindeutig, so dass sich in einigen Fillen mehrere
Moglichkeiten fiir die entsprechenden Winkel ergeben. Durch den Vergleich der errechneten
Winkel mit dem Ramachandran Plot (Abbildung 12), in dem die moglichen ¢— und y-Winkel
fiir eine Peptidkette graphisch dargestellt sind, lassen sich die korrekten Winkel herausfinden.
In Tabelle 7 sind die Kopplungskonstanten und die zugehoérigen Winkelmoglichkeiten fiir das
Referenzpeptid und das Glycopeptid zusammengestellt, wobei diejenigen, die sich im
Rachamadran Plot im erlaubten Bereich befinden, grau gekennzeichnet sind. Grau schraffiert
sind diejenigen Winkel, die in der uniiblichen, linksgdngigen Helix vorgefunden werden. Fiir
alle ¢-Winkel des Peptidriickgrats sind demnach zwei Winkelwerte moglich. Im Folgenden
werden die groBBeren Winkelbetrdge (-150 bis -170°) als Winkelbereich A und die kleineren
Betrige (-70 bis -90°) als Bereich B bezeichnet.

Glycin nimmt eine Sonderrolle ein, da es zwei o-Protonen besitzt. Sowohl fiir das Referenz-
als auch fiir das Glycopeptid ist fiir die a-Protonen jeweils ein Triplett zu beobachten. Die
Kopplungskonstanten fiir die 3JNH,HG- bzw. der 3JNH,H¢-K0pplung sind demnach sehr dhnlich.
Dies ist nur in einer Konformation moglich, in der der Diederwinkel entlang der

Kohlenstoftkette ca. 180 betragt.
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Tabelle 7:  *Jyuno-Kopplungskonstanten und die sich aus der Gleichung 9 ergebenden
Winkelmoglichkeiten fir das Peptid 31 (oben) bzw. das Glycopeptid 32 (unten). Die Winkel, die in
Ubereinstimmung mit dem Ramachandran Plot stehen, sind grau unterlegt. Schraffiert sind die Winkel
hervorgehoben, die im Ramachandran Plot im Bereich der unlblichen linksgangigen a-Helix liegen.

Bereich A Bereich B
Peptid 31 | *JyuwalHz] o’ o1 o1’ o1
T193 7.48 - -151.49 - -88.51
K194 5.98 83.01 -163.41 36.99 -76.59
G195 5.56 88.18 -166.57 31.82 -73.43
E196 6.84 65.72 -156.77 54,28 -83.23
N197 7.48 - -151.49 - -88.51
F198 6.84 65.72 -156.77 54.28 -83.23
T199 7.69 - -149.65 - -90.35
E200 6.84 65.72 -156.77 54.28 -83.23
T201 7.91 - -147.64 - -92.36
Peptid 32 | *Jyuua[Hz] o7’ oI o171 o1
T193 7.48 - -151.49 - -88.51
K194 5.98 83.01 -163.41 36.99 -76.59
G195 5.98 83.01 -163.41 36.99 -76.59
E196 6.62 72.43 -158.51 47 .57 -81.49
N197 7.70 - -149.56 - -90.44
F198 7.27 - -153.27 - -86.73
T199 7.48 - -151.49 - -88.51
E200 6.84 65.72 -156.77 5428 -83.23
T201 7.27 - -153.27 - -86.73

1
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Strukturgenerierung mit dem Programm DYANA
Aus den ermittelten interatomaren Distanzen und ¢-Winkeln wurden mit Hilfe des Programms

4 Die Strukturen

DYANA fiir das Glycopeptid und das Referenzpeptid Strukturen generiert.
des Glycopeptids wurden dabei ohne die Saccharid-Einheit gerechnet, da in DYANA keine
Nomenklatur der Zuckerprotonen implementiert ist. Die bestimmten Abstinde dienten dabei
als sog. distance constraints und wurden fiir die Berechnung jeweils als Bereich von +5%
bezogen auf die ermittelte Distanz angegeben. Die ¢-Winkel konnten nicht eindeutig
zugeordnet, eine Kombination der zwei moglichen Werte fiir alle neun ¢-Winkel, wiirde aber
2° Rechnungen erfordern. Daher wurden fiir jedes Peptid zunichst zwei Rechnungen
durchgefiihrt, wobei fiir die eine die Winkel des Bereiches A, fiir die andere die des
Bereiches B als dihedral angle constraints eingesetzt wurden. Fir G195 wurde stets ein
¢-Winkel von -167° (Referenzpeptid) bzw. von -163° (Glycopeptid) verwendet. Die Winkel-
beschrankungen wurden dabei als Intervall von £15° festgelegt. Da fiir das N-terminale T192
keine Kopplungskonstante bestimmt werden konnte, wurde hier die Winkeleinschrinkung als
Intervall von 0° bis -180° entsprechend der im Ramachandran Plot vorzufindenden Héufigkeit
fiir die ¢p-Winkel angegeben.

DYANA berechnete jeweils 500 Strukturen, die anhand von Zielfunktionen bewertet wurden.
Je kleiner der Wert der Zielfunktion ist, umso besser sind die vorgegebenen constraints erfiillt.

Die Zielfunktionswerte der Berechnungen sind in Tabelle 8 aufgefiihrt.

Tabelle 8: Bereich der Zielfunktionswerte von 500 Strukturen, die mit dem Programm DYANA generiert
wurden.

Referenzpeptid 31 Glycopeptid 32
Zielfunktionswerte, aus den Rechnungen mit 36-6.4 29-58
Winkelbereich A
Zielfunktionswerte, aus den Rechnungen mit 1.4-5.0 1.5-8.8
Winkelbereich B

Beim Vergleich der Zielfunktionswerte ist deutlich zu erkennen, dass fiir den Winkelbereich B
Strukturen generiert werden konnten, in denen die comstraints besser erfiillt waren. Die
kleineren Winkelbetrége scheinen demnach wahrscheinlicher.

Fiir den sich anschlieBenden REDAC-Zyklus (redundant dihedral angle constraints), in dem
die Strukturen {iber einen Algorithmus iterativ an die Distanz- und Winkelbeschrankungen
angepasst werden, wurden jeweils aus den 500 Strukturen die besten 100 Konformationen

ausgewdhlt. Es wurden drei REDAC-Zyklen durchgefiihrt, die jeweils 150, 400 und 800
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Iterationsschritte enthielten. In Abbildung 41 sind die sich ergebenden Strukturen nach dem

Rang der Zielfunktionswerte dargestellt.
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Abbildung 41: Zielfunktionswerte der 100 Strukturen, die fur die beiden Peptide nach dem REDAC-
Zyklus erhalten wurden. Die Zielfunktionswerte, die aus den Berechnungen fir das Referenzpeptid 31
hervorgingen, bei denen die ¢-Winkel des Bereiches A als constraints verwendet wurden, sind in A)
gezeigt. B) stellt die entsprechenden Zielfunktionen fir 31 unter Verwendung des Winkelbereiches B
dar. Die Ergebnisse der Rechnungen flir das Glycopeptid 32 sind entsprechend in C) und D) gezeigt.

Beim Vergleich der Zielfunktionswerte, die jeweils fiir beide Peptide mit dem Winkelbereich
A bzw. B erhalten wurden, fallt auf, dass die Winkel des Bereiches B wiederum zu deutlich
kleineren Zielfunktionswerten fiihren. Fiir weitere Analysen und die folgende MD-Simulation
wurden daher die Strukturen verwendet, die sich aus diesen Berechnungen ergaben.

Bei Betrachtung der Abbildung ist weiterhin zu beobachten, dass die Diagramme B und D, in
denen fiir 31 und 32 die Strukturen dargestellt sind, die mit dem Winkelbereich B erhalten
wurden, mehrere Stufen aufweisen. Solche Stufen deuten darauf hin, dass das Programm
DYANA nur eine begrenzte Anzahl an Konformationen generieren kann, bei denen die
Vorgaben in dhnlichem Maf3e erfiillt sind. Daher ldsst das Ergebnis darauf schlieBen, dass der

Konformationsraum durch die vorgegebenen constraints stark eingeschrankt ist. Von den 42
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Distanzeinschrankungen, die fiir das Referenzpeptid vorgegeben wurden, wurden bei den
gerechneten 100 Strukturen im Rahmen des gesetzten Toleranzbereiches acht verletzt. Fiir die
Winkelvorgaben gab es hingegen keine Verletzungen. Die constraints des Glycopeptids
wurden deutlich schlechter erfiillt. Von den 42 Abstandsbeschrinkungen wurden nur 23 in
allen 100 Strukturen erfiillt. Von den Winkelvorgaben wurde der ¢p-Winkel von E200 verletzt.
Um die generierten Konformationen des Referenzpeptids untereinander vergleichen zu konnen,
wurden die backbones der zehn besten Strukturen, die aus den Berechnungen hervorgingen,
mit dem Programm SYBYL bezogen auf die Struktur mit dem kleinsten Zielfunktionswert
gefittet. In Abbildung 42 ist das Ergebnis fiir das Referenzpeptid dargestellt. Bei der
Betrachtung des Stereoplots fallt auf, dass die Strukturen relativ dhnlich sind. Die einzelnen
Aminosduren weisen leicht unterschiedliche Orientierungen auf (rmsd: 0.3-1.7 A). Die
Strukturen scheinen daher recht gut definiert zu sein, weisen aber keine deutlichen Struktur-
merkmale fiir ein B-Faltblatt oder eine a-Helix auf.

In einer sich den DG-Rechnungen anschlieBenden constrained MD-Simulation des
Glycopeptides, fiir die die gleichen Distanz- und Winkelvorgaben wie fiir die DYANA-
Rechnung mit dem Winkelbereich B verwendet wurden, zeigte sich allerdings, dass sich im
Verlauf der Simulation die ¢-Winkel von T193 und T201 stark &nderten. Das Strafpotential der
Winkelvorgaben wurde dabei auf 0.05 kcal/mol[°]* festgelegt. Der ¢-Winkel von T193 dnderte
sich von -90 auf -130°, der von T201 von -80 auf -140. Diese finalen Winkel entsprechen eher
denen des Winkelbereiches A. Es wurden daher erneut mit dem Programm DYANA Strukturen
generiert, wobei fiir T193 ein ¢-Winkel von -151 und fiir T201 einer von -153 eingesetzt
wurde. Die Rechnung wurde analog durchgefiihrt. Die Zielfunktionswerte der zunéchst
generierten 500 Strukturen lagen im Bereich von 1.4 -4.1. Nach dem sich anschlieBenden
REDAC-Zyklus waren die Vorgaben etwas besser erfiillt als in der vorhergehenden Rechnung
mit den anderen ¢-Winkeln fiir T193 und T201. In allen 100 Strukturen waren jetzt 27 distance
constraints sowie alle Winkelvorgaben erfiillt. Der backbone-fit der zehn besten Strukturen ist
in Abbildung 43 dargestellt. Da das Saccharid nicht in den Berechnungen beriicksichtigt
wurde, ist hier nur die peptidische Struktur gezeigt. Ebenso wie die Konformationen des
Referenzpeptids sind die des Glycopeptids einander recht &dhnlich mit vergleichbaren

Abweichungen der Strukturen untereinander (rmsd: 0.2-1.7 A).
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Abbildung 42: Stereoplot (crossed eyes) der zehn besten Strukturen des unglycosylierten
Referenzpeptids 31, die aus der DG-Berechnung mit DYANA hervorgingen. In der Abbildung liegt der
C-Terminus oben und der N-Terminus unten.

Abbildung 43: Stereoplot (crossed eyes) der zehn besten Strukturen des Glycopeptids 32 aus der
DYANA-Rechnung mit den veranderten ¢-Winkeln fir T193 und T201. In der Abbildung liegt der C-
Terminus oben und der N-Terminus unten.
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Im Vergleich zu 31 weist das Glycopeptid eine deutlich gestrecktere Konformation auf, die
vermutlich in dem sterischen Anspruch des Saccharids ihre Begriindung findet. Eine
Sekundérstruktur ist auch fiir das Glycopeptid nicht erkennbar. Jedoch wird die postulierte

Schlaufe zwischen dem Glycan und dem C-Terminus durch die DG-Rechnungen bestétigt.

Constrained Molekiilldynamiksimulation

Aus den distance geometry Rechnungen wurden jeweils die Konformationen mit den kleinsten
Ziefunktionswerten als Startstrukturen fiir die constrained MD-Simulation ausgewéhlt. Die
Startstruktur des Glycopeptids ergab sich aus der Rechnung mit den verdnderten ¢-Winkeln.
Das Disaccharid wurde an der entsprechenden Position in die Struktur eingefiigt und die
Winkel des Glycans so vordefiniert, dass die constraints bestmoglich erfiillt waren bzw. das
Saccharid eine energiegiinstige Konformation einnahm. Die in der Sequenz enthaltenen
Glutaminsduren wurden als Glutamate, die Aminogruppe der Lysinseitenkette sowie der N-
Terminus als NH; -Gruppe und der C-Terminus als Amid dargestellt. AnschlieBend wurden
den Atomen nach der Gasteiger-Marsili-Methode Ladungen zugeordnet. Die distance range
und forsion constraints wurden wie auch in den vorhergehenden DG-Rechnungen verwendet.
Fiir das Glycopeptid wurden zusitzlich die Distanzeinschrinkungen eingesetzt, die sich auf die
Saccharid-Einheit beziehen (vgl. Abstinde 43 und 44 in Tabelle 6). Das Strafpotential fiir die
Abstandseinschrinkungen wurde jeweils auf 20 kcal/molA%, das Potential fir die
Winkelbeschrinkungen des Referenzpeptids auf 0.05 kcal/mol[°]* gesetzt. Aufgrund der
vorhergehenden MD-Simulation des Glycopeptids, in der sich die ¢-Winkel im Verlauf der
Simulation teilweise stark &dnderten, wurden die torsion constraints von 32 mit einem
Strafpotential von 0.1 kcal/mol[°]* belegt. Die Strukturen wurden im Vakuum energie-
minimiert und in Wasser solvatisiert. Fiir das Referenzpeptid ergab sich eine Wasserbox eines
Volumens von 30124 A® mit 1315 Wassermolekiilen. Die resultierende Wasserbox des
Glycopeptids enthielt 1558 Wassermolekiile mit einem Volumen von 36422 A’ Nach einer
Energieminimierung der gesamten Box iiber 1000 Iterationsschritte wurde jeweils eine
Simulation einer Dauer von 20 ps zur Relaxation der Wasserbox durchgefiihrt. Die
Endstrukturen dieser Simulationen zeigten jeweils keine deutlichen Abweichungen von den
urspriinglichen, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass die Solvation nicht zu starken
Konformationsédnderungen der Molekiile fiihrte. Die Endstrukturen der kurzen Rechnungen
konnten daher jeweils als Startstrukturen fiir eine 1dngere MD-Simulation {iber einen Zeitraum

von 300 ps eingesetzt werden. Die Auswertung der Simulationen erfolgte anhand der
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Trajektorien aller ¢- und y—Winkel, der Anderungen der interatomaren Abstinde und der
potentiellen Energien der Strukturen.
Wihrend der Simulation des Referenzpeptids 31 dnderte sich die potentielle Energie des

Systems um ca. 1000 kcal/mol. Nach 270 ps schien die Energie einigermallen stabil

(Abbildung 44).
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Abbildung 44: Verlauf der potentiellen Energie wahrend der MD-Simulation des Referenzpeptids 31.

Die ¢-Winkel streuten um ca. = 10°, ihre Durchschnittswerte blieben aber im Verlauf der MD-
Simulation konstant und wichen nur wenig (+ 1°- 7°) von den vorgegebenen Winkeln ab. Die
y—Winkel wiesen mit + 15 -20° eine etwas groBBere Streuung auf. Auch hier blieben die
Durchschnittswerte wihrend der Simulation recht konstant. Hervorzuheben sind allerdings der
y—Winkel von N197, der sich von 0° auf -20° dnderte, und der y—Winkel des C-terminalen
T201, welcher um ca. 70° streute. Betrachtet man die Trajektorie der Strukturen so sind keine
offensichtlichen Strukturinderungen zu beobachten. Keiner der interatomaren Abstéinde
veranderte sich deutlich. Demnach scheint die Struktur des Referenzpeptids durch die Winkel-
und Abstandvorgaben recht gut definiert zu sein. Das Ergebnis ldsst weiterhin darauf
schlieBen, dass die aus der DG-Rechnung hervorgehende Startstruktur energiegiinstig ist. Die
Endstruktur der MD-Simulation von 31 ist mit den distance range constraints in Abbildung 46
gezeigt. Lediglich der intraresiduale Abstand zwischen dem NH-Proton und dem Hp-Proton
von E196 ist stark verletzt. Dabei ist aber zu bedenken, dass Methylenprotonen und
Methylprotonen nicht absolut zugeordnet werden konnten, so dass die distance range
constraints teilweise zu NMR-Pseudoatomen definiert werden mussten. In dem Fall von E196
ist der genannte constraint erfiillt, wenn man den Abstand zu dem HB1-Proton definiert. Die
sich ergebenden ¢-, y- und w-Winkel der energieminimierten Endstruktur sind in Tabelle 9

zusammengestellt.
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Tabelle 9: Die ¢-, y- und o-Winkel der energieminierten Endstruktur des Referenzpeptids 31. Fir die
¢-Winkel sind ebenfalls die experimentell bestimmten Werte aufgefiihrt. ¢- und y-Winkel sind bezogen
auf die schweren Atome angegeben, der «o-Winkel wurde vom Ha-Atom ausgehend entlang der
Seitenkette bestimmt.

ol /ist [°] Yist [°] Oist [°]
T193 -89/-88 -152 170
K194 -77/-75 18 169
G195 | -167/-164 52 -
E196 -83/-81 -4 -164
N197 -89 /-84 -17 99
F198 -83/-80 -20 76
T199 -90/-89 -26 -171
E200 -83/-83 36 -164
T201 -92/-83 -33 55

Das Energieprofil der MD-Simulation des Glycopeptids 32 zeigt, dass sich die potentielle
Energie ab ca. 200 ps einem Grenzwert anndherte (Abbildung45). Sie sank um ca.

700 kcal/mol.
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Abbildung 45: Verlauf der potentiellen Energie wahrend der MD-Simulation des Glycopeptids 32.

Die Trajektorien der Winkel und der Strukturen deuten auch fiir 32 darauf hin, dass die
Struktur durch die constraints gut vordefiniert ist. Die ¢-Winkel wiesen im Vergleich zum
Referenzpeptid eine etwas geringere Varianz auf (ca. = 5 ), was aber vermutlich mit dem fiir 32
hoheren Strafpotentialen der Winkelbeschrankungen zu begriinden ist. Die Durchschnittswerte
wichen um =+ 1°- 3° von den Winkelvorgaben ab. Die Streuung der y—Winkel ist mit der des
Referenzpeptids vergleichbar. Die sich ergebenden ¢-, - und ®-Winkel der energie-

minimierten Endstruktur sind in Tabelle 10 zusammengestellt.
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Tabelle 10: Die ¢-, y- und o-Winkel der energieminierten Endstruktur des Glycopeptids 32. Fur die
¢-Winkel sind ebenfalls die experimentell bestimmten Werte aufgefiihrt. ¢- und y-Winkel sind bezogen
auf die schweren Atome angegeben, der «o-Winkel wurde vom Ha-Atom ausgehend entlang der
Seitenkette bestimmt.

sol st [°] Vist [°] Oist [°]
T193 -151/-152 -127 167
K194 =771 -75 -42 -83
G195 -163 /-162 114 -
E196 -81/-81 -148 -172
N197 -90/-88 176 -172
F198 -86 / -85 150 73
T199 -89 /-88 -46 -101
E200 -83/-82 159 56
T201 -153 /-152 -68 60
GIcNAc -/ 56 -
GlcNAc’ -/-59 -121

In Abbildung 47 ist die Endstruktur der MD-Simulation von 32 gezeigt. Die Saccharid-Einheit
ist rot gekennzeichnet. Die Struktur des Glycopeptids zeigt vier stark verletzte upper limits.
Allerdings sind diese Abstandsvorgaben wiederum zu Pseudoatomen von Methylenprotonen
definiert. Die Pseudoatome weisen dabei in allen Féllen eine groflere rdumliche Distanz zum
jeweiligen Abstands-Partner auf als das ndhergelegene der beiden Methylenprotonen. Man
kann daher auch diese distance constraints als erfiillt annehmen. Die Abstinde von dem NH-
Proton des GlcNAc-Monomers und dem Ho-Proton von N197 zu den Hy-Protonen von T201
stimmen recht gut mit den Distanzen {iiberein, die sich aus der Auswertung der NOE-
Aufbaukurven ergaben. Auffillig ist die normalerweise uniibliche cis-Konformation der
Peptid-Saccharid-Bindung. Sie wird allerdings bestétigt durch einen schwachen NOE-Kontakt
zwischen den B-Protonen von N197 und dem H2-Proton der GlcNAc-Einheit. Der ¢- und
y—Winkel der glycosidischen Bindung variiert im Verlauf der MD-Simulation jeweils um ca.

40°, der Durchschnittswert bleibt aber verhdltnismafig konstant.
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Abbildung 46: Energieminimierte Endstruktur der MD-Simulation des Peptids 31 (crossed eyes). Die
Abstandsvorgaben sind verschieden farbig gekennzeichnet. Stark verletzte upper limits (rot); schwach
verletzte upper limits (violett); erflllte constraints (grin); schwach verletzte lower limits (blau).

I
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Abbildung 47: Energieminimierte Endstruktur der MD-Simulation des Glycopeptids 32 (crossed eyes).
Die Abstandsvorgaben sind verschieden farbig gekennzeichnet. Stark verletzte upper limits (rot);
schwach verletzte upper limits (violett); erflllte constraints (grin); schwach verletzte lower limits (blau).
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Abbildung 48: Die Struktur des Referenzpeptids 31 (rot) ist mit der des Prionproteins29 Ubereinander
gelegt.

Abbildung 49: Uberlagerung der Struktur des Glycopeptids 32 (rot) mit der des Prionproteinszg.
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Die Endstrukturen der MD-Simulationen wurden jeweils mit der NMR-Struktur des
unglycosylierten, humanen Prionproteins® iiberlagert (Abbildung 48 und Abbildung 49). Die
Struktur des Referenzpeptids scheint sich N-terminal gut an die Proteinstruktur anzupassen. In
Richtung C-Terminus werden die Abweichungen zum Proteinriickgrat etwas grofer (rmsd:
2.3 A).

Der Fit der backbones von Protein und Glycopeptid ergibt eine etwas groere Abweichung
(rmsd: 2.6 A). Vor allem im Bereich der Glycosylierungsstelle sind die strukturellen
Unterschiede deutlich. Auch im Vergleich zu der Abbildung 48 in der der Fit des
Referenzpeptids dargestellt ist, wird an dieser Stelle die Verschiedenheit der Strukturen von 31
und 32 besonders offensichtlich. Das Saccharid steht aus der Ebene, die durch die Helices a2,
a3 und die Loop aufgespannt wird, heraus, ist aber in Richtung der Helices geneigt.

Die konformellen Diversitdten von 31 und 32 lassen die Frage autkommen, inwieweit sich die
Struktur des nativen, glycosylierten hPrP“s von der von Zahn et al. verdffentlichen 3D-
Struktur des in E.coli exprimierten, unglycosylierten rhPrPSs unterscheidet. Zuegg et al.
konnten in vergleichenden MD-Simulationen von Homologiemodellen des glycosylierten und
unglycosylierten hPrPSs zeigen, dass die Flexibilitit der Aminosaurereste in der Umgebung um
die Glycosylierungstelle an N197 durch das Saccharid eingeschriinkt zu sein scheint®, was die
strukturelle Bedeutung der Glycosylierungsstelle unterstreicht (vgl. Abschnitt 1.1.3).

In Abschnitt 4.5.1 konnte gezeigt werden, dass die Glycosylierungsstelle eine
Bindungsspezifitdt des Peptidfragmentes T192-T201 gegeniiber thPrP(23-231) hervorruft. Die
Spezifitit kann dadurch zustande kommen, dass das Saccharid Teil des Bindungsepitopes ist,
oder die aktive Konformation des Peptids durch die Kohlenhydrat-Einheit stabilisiert wird. Die
Konformationsanalyse des Glycopeptids und des entsprechenden Referenzpeptids zeigt einen
starken Einfluss des Saccharids auf die Struktur des Peptidfragments T192-T201. Das
Glycopeptid weist im Vergleich zum Referenzpeptid eine deutlich gestrecktere Konformation
auf. Es ist vorstellbar, dass sich die Aminosidureseitenketten dadurch besser in die
Bindungstasche des Proteins einpassen.

Die Substanzmenge des Glycopeptids war weder fiir sich anschlieBende STD NMR-

Experimente noch fiir Aggregationsuntersuchungen ausreichend.
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4.5.3 Untersuchung zur Aggregation des Prionproteins

Die folgenden Untersuchungen sollen kléren, inwieweit die im Rahmen dieser Arbeit
gefundenen Liganden in der Lage sind, Einfluss auf die Aggregation des Prionproteins zu
nehmen. Die Grof3e der gebildeten Aggregate wurde dabei mittels dynamischer Lichtstreuung
untersucht. Eine quantitative Analyse des Aggregationsvorgangs erfolgte durch Konzentra-
tionsbestimmung des Proteins, das sich nach Zentrifugation der grolen Aggregate noch in der
tiberstehenden Losung befand. Fiir die Experimente wurden die Peptide mit den besten
Bindungseigenschaften (8 und 9), das daraus zusammengesetzte 12er Peptid 29 sowie das
unglycosylierte Referenzpeptid 31 ausgewihlt. Die Verbindung 3, die in den SPR-
Untersuchungen negative Sensorgramme lieferte, sollte ebenfalls untersucht werden. Die
Messungen wurden in 5 mM Acetat-Puffer bei pH 5 durchgefiihrt.

Um eine Selbstaggregation der Peptide auszuschlieBen, wurden zundchst die Teilchengroflen
der in den betreffenden 5 mM Stammldsungen befindlichen Partikel bestimmt. Die gemessene
Intensitét des gestreuten Lichtes erwies sich jedoch als so gering, dass fiir die Peptide 8, 9 und
31 keine sinnvollen hydrodynamischen Radien berechnet werden konnten. Daher kann davon
ausgegangen werden, dass diese Peptide keine Neigung zur Selbstaggregation aufweisen. Die
Peptide 3 und 29 zeigten eine messbare, jedoch ebenfalls geringe, zeitabhdngige Fluktuation
der Streuintensitit. Aufgrund der schlechten Messdaten konnte ebenfalls keine Teilchengrof3e
bestimmt werden.

Um zu testen, ob die Verbindungen eine Aggregation des Prionproteins hervorrufen bzw. diese
beschleunigen, wurde zu einer 300 uM Ldsung des Proteinfragments rthPrP(90-231) dquimolar
Peptid hinzugegeben und iiber einen Zeitraum von 19 h bei 37 °C inkubiert. Die Testreihe
wurde fir jedes der fiinf Peptide durchgefiihrt. Als Referenz diente eine entsprechende
Proteinblindprobe, die auf analoge Weise behandelt wurde. Die Blindprobe zeigte Partikel mit
einem Radius von 107 + 9 nm. Die Messung fiir das Peptid 8 ergab ein vergleichbares Ergebnis
(112 £20 nm), was darauf hindeutet, dass dieses Peptid die Aggregation des zelluldren
Prionproteins nicht beeinflusst. Die Losungen der vier anderen Peptide zeigten im Vergleich
zur Proteinblindprobe zusdtzlich weitere Partikel groBerer rdumlicher Ausdehnung (200 -
600 nm).

Die Bestimmung der Proteinkonzentration zur quantitativen Analyse des Aggregations-
prozesses erfolgte jeweils vor und nach der Inkubationszeit. Dazu wurden die Ldosungen
zentrifugiert und dann die Proteinkonzentration in der iliberstehenden Losung mittels UV-

Absorption bei 280 nm bestimmt. Die erhaltenen Werte wurden relativ zueinander in
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Beziehung gesetzt. Es wurden Schwankungen der Konzentration zwischen 2% und 7%
festgestellt. Diese Abweichungen liegen im Rahmen der Messgenauigkeit, so dass davon
ausgegangen werden kann, dass keines der untersuchten Peptide die Aggregation des Proteins
fordert.

Die Aggregation des zelluldren Prionproteins kann durch metallkatalysierte Oxidation induziert
werden (vgl. Abschnitt 1.1.2).”* Um zu untersuchen, inwiefern die Peptide in der Lage sind, die
induzierte Aggregation zu inhibieren, wurde das Protein zundchst iiber einen Zeitraum von
30 min mit dem betreffenden Peptid in dquimolarer Menge preinkubiert, und anschlieBend
durch Zugabe von Cu” die Aggregation eingeleitet. Nach einer Inkubationszeit von 3 h wurde
zum Abbruch der Aggregation das Kupfer aus der Losung entfernt. In allen Proben war
deutlich ein weiBler Niederschlag zu erkennen, was auf die Bildung von Aggregaten hinweist.
Die Proben wurden zentrifugiert und die in den {iiberstehenden Losungen befindlichen
Aggregate mittels DLS untersucht. Da die Kupferionen die Bestimmung der Protein-
konzentration bei 280 nm stort, wurde die Proteinmenge mit Hilfe des Bradford-Assays
photometrisch bei einer Wellenldnge von 595 nm quantitativ bestimmt. Die Ergebnisse der

Untersuchungen sind in Tabelle 11 dargestellt.

Tabelle 11: Messergebnisse des Aggregations-Inhibitions-Assays. Fur die DLS-Experimente sind die
Streuintensitaten als Zahlraten sowie die sich ergebenden hydrodynamischen Radien aufgefiihrt. Die
Proteinkonzentration in der Uberstehenden Loésung nach Zentrifugation der Aggregate ist jeweils
prozentual bezogen auf die der Proteinblindprobe angegeben (Kontrolle); n.b. nicht bestimmbar.

Kontrolle | Peptid 3 | Peptid 8 | Peptid 9 | Peptid 29 | Peptid 31
Zihlrate 18 4 10 30 50
hydrodynamische 72 n.b. 4+0.5 81 4313 5+£0.5
Radien [nm] 37+3 20+ 2 5315 28+6
Proteinkonzentration [%] 100 83 101 126 126 97

Fiir die Verbindungen 9 und 29 wurden im Vergleich zur Proteinblindprobe héhere Intensititen
des gestreuten Lichts und grofere hydrodynamische Radien der in der Losung befindlichen
Partikel beobachtet. Die DLS-Daten sprechen daher dafiir, dass diese Peptide einen Einfluss
auf die Aggregation des Prionproteins haben. Die Peptide 8 und 31 scheinen keinen Effekt zu
zeigen, wihrend die Ergebnisse der Verbindung 3 auf eine erhohte Aggregationstendenz
hindeuten. Die gemessene Proteinkonzentration steht im Einklang mit diesen Beobachtungen.
Durch Zugabe dquimolarer Mengen von 9 bzw. 29 kann demnach die Aggregation zu 25%

verhindert werden.
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Da die Ergebnisse des Bradford-Assays allerdings grole Schwankungen aufwiesen, wurden die
Messungen fiir die potentiellen Inhibitoren (9 und 29) wiederholt werden. Fiir die zweite
Messreihe wurden die Peptide abweichend zur ersten im siebenfachen Uberschuss eingesetzt,
um das Prionprotein mit den Verbindungen abzuséttigen. Das Resultat der Messungen ist in
Tabelle 12 zusammengefasst. Um auszuschlieBen, dass der hohe Peptidiiberschuss die Daten
des Bradford-Assays stort, wurden zusétzlich die entsprechenden Peptidblindproben vermessen
(Tabelle 12B und C). Eine Probe bestehend aus rhPrP® in Gegenwart von 7 eq des Peptids 9,
bei der im Gegensatz zu den anderen Proben die Aggregation nicht durch Zugabe von Kupfer
eingeleitet wurde, gibt den maximal moglichen Messwert fiir die Proteinkonzentration im
Uberstand an (Tabelle 12D). Die Konzentrationen der anderen Proben wurden auf diesen Wert
bezogen.

Tabelle 12: Resultate des Aggregations-Inhibitions-Assays, bei dem die Peptide in siebenfachem
Uberschuss eingesetzt wurden. 'Die Proteinkonzentration in der nach Zentrifugation der Aggregate
Uberstehenden Losung ist dabei jeweils prozentual bezogen auf den Wert von 12D angegeben. %Es

wurde eine Dreifachbestimmung durchgefiihrt. *Die gemessene Absorption lag unter der des Bradford-
Reagenz und ist somit gleich 0.

Probe Zahlrate | hydrodynamischer Radius Proteinkonzentration’
[nm] [%]
A)? | thPrP in Gegenwart von Cu’ | 2-3 ca. 100 6+1.4
B) |Blindprobe von Peptid 9 - - 0°
C) | Blindprobe von Peptid 29 - - 0°
D)? | rhPrP + 7 eq Peptid 9 in - - 100 £5
Abwesenheit von Cu®
E)? | rhPrP + 7 eq Peptid 9 in 5-6 3+0.7 84+6
Gegenwart von Cu’
F) |rhPrP + 7 eq Peptid 29 in 4 ca. 100 33
Gegenwart von Cu’

Das Peptid 9 N153-Q160 mit der Sequenz NMHRYPNQ scheint einen deutlichen Einfluss auf
das Aggregationsverhalten des Proteins auszuiiben (Tabelle 12E). Durch die Zugabe dieser
Verbindung im siebenfachen Uberschuss kann die Aggregation zu ca. 80% verhindert werden.
Der ermittelte hydrodynamische Radius der im Uberstand befindlichen Partikel entspricht im
Rahmen der Messgenauigkeit dem des Monomers. Das Peptid 9 inhibiert demnach unter den
gegebenen Bedingungen nahezu vollstindig die Aggregation des zelluldren, humanen
Prionproteins und stellt somit einen potentiellen anti-CJK Wirkstoff dar. Das Ergebnis flir das
12er-Peptid 29 deutet hingegen darauf hin, dass diese Verbindung im Gegensatz zu den
Resultaten der vorhergehenden Messreihe hier keinen Effekt zeigt (Tabelle 12F).
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In Abbildung 50 sind die Proben des Aggregations-Inhibitions-Assays in An- und Abwesenheit
des Peptids 9 gezeigt.

Abbildung 50: Aggregations-Inhibitions-Assay. Links: Durch Zugabe des Peptids 9 im siebenfachen
Uberschuss kann die Aggregation fast vollstandig inhibiert werden. Rechts: Proteinblindprobe.

In einem weiteren Experiment, in dem die Verbindung 9 zu PrP-Aggregaten gegeben wurde,
welche zuvor durch metallkatalysierte Oxidation induziert worden waren, war zu beobachten,

dass sich die Aggregate nicht in Gegenwart von Peptid 9 aufldsten.
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4.6 Fluor-NMR-Experimente

4.6.1 Das "F{'H}-STD-Experiment

Auf der Grundlage des von Mayer und Meyer beschriebenen Pulsprogramms fiir das
homonukleare "H{'H}-STD-Experiment, das zum screening von Substanzbibliotheken auf
bindungsaktive Substanzen eingesetzt wird,” soll im Rahmen dieser Arbeit das entsprechende
PF{'H}-STD-Experiment entwickelt werden. Der theoretische Hintergrund der 'H{'H}-STD
NMR Spektroskopie wurde in Kapitel 2.1.1 erldutert. Alle Pulsprogramme, die im Verlauf der
vorliegenden Arbeit entwickelt wurden, sowie diejenigen, aus denen die neuen Pulprogramme
hervorgegangen sind, werden im Anhang wiedergegeben.

In dem heteronuklearen '"F{'H}-STD-Experiment soll die Sittigung des Proteins wie
gewOhnlich iiber die Proteinprotonen durch Einstrahlung der Sittigungspulse aufBlerhalb der
spektralen Weite der Ligandresonanzen erfolgen. Im Falle einer Interaktion mit einem
fluorierten Liganden soll die Séttigung auf die Fluorkerne des Liganden iibertragen und nach
der Dissoziation des Protein-Ligand-Komplexes in Losung detektiert werden. Der Vorteil
dieser Methode im Vergleich zu anderen screening-Verfahren, die auf der Detektion von
Protonen basieren, ist, dass weder Protein noch protonierte Losungsmittel (wie Wasser)
storende Hintergrundsignale liefern, die die Interpretation der Spektren erschweren. Weiterhin
filhrt die groBe spektrale Wreite der Fluorresonanzen zu wenig Signaliiberlagerungen. In
Kapitel 2.1.2 wurde gezeigt, dass das heteronukleare ""F{'H}-STD-Experiment theoretisch

moglich ist.

Entwicklung der Pulsprogramme

Fluor und Protonen besitzen sehr dhnliche Frequenzen. Betrdgt die Magnetfeldstirke 11.67
Tesla, so ergibt sich eine Larmorfrequenz von 500 MHz fiir Protonen und 470 MHz fiir den
Fluorkern. Bedingt durch die hardware des verwendeten 500 MHz-Spektrometers muss fiir
beide Kerne iiber den 1H-50-Watt-Verstarker gesendet werden. Probleme tauchen also auf,
wenn das Pulsprogramm die Einstrahlung auf beide Resonanzen erfordert, wie es in dem
PF{'H}-STD-Experiment der Fall ist. Hierzu kann ein sog. "Switch-Befehl" ("SWITO H"
bzw. "SWITO F") verwendet werden, der im Verlauf des Pulsprogrammes zwischen den
beiden Kernen hin- und herschaltet. Dieser "SWITO-Befehl" ist in dem Standard-

Pulsprogramm des '’F-zgig Experiments (zgfhiggn) enthalten. Von einer 5 mM
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1-Deoxy-1-fluoro-a-D-galactose Probe wurde ein ""F-zg (zgflgn) und ein entsprechendes
PF-zgig-Spektrum aufgenommen. In letzterem wurde der power level fiir die
Entkopplungsleistung auf 120 dB gesetzt; dies kommt einem Ausschalten der Entkopplung
gleich. Der Vergleich der Spektren zeigte, dass im Fall des '’F-zgig-Spektrums ein
Intensititsverlust von bis zu 50% zu beobachten war. Der Einbau eines '°F-pass/'H-stop bzw.
eines entsprechenden 'H-pass/'’F-stop-Filters sollte daraufhin die gegenseitige Beeinflussung
der Schwingkreise (‘"H und '°F) verringern und ein Ubersprechen verhindern. Der zuvor
beobachtete Intensitdtsverlust konnte auf diese Weise eliminiert werden.

In der Abbildung 51 ist schematisch das Pulsprogramm fiir das '’F{'H}-STD-Experiment
dargestellt. Im Kanal F2 erfolgt die Sattigung durch eine Kaskade von Gausspulsen auf

Protonen, im Kanal F1 werden dann nach dem 90°-Auslesepuls die Fluorkerne beobachtet.

90°

F1: 19F H »

Fqg1-list ns

Abbildung 51: Schematische Abbildung der Pulssequenz fiir das "°F{'H}-STD-Experiment.

Das zunidchst geschriebene Programm stdsp SWITO 2.bc unterscheidet sich von der
herkommlichen Pulssequenz fiir das homonukleare STD-Experiment std/9sp nur durch das
Wechseln zwischen Protonen und Fluor von Kanal 2 zu Kanal 1 wihrend des Experiments. Als
Testsystem diente zunéchst einer Probe bestehend aus 6-Deoxy-6-fluoro-D-galactose (2 mM)
und dem Lektin ricinus communis agglutinin RCA 5 (13 uM).

Bei der Aufnahme von Spektren mit dieser Probe zeigte sich, dass die Empfindlichkeit des
Experiments aufgrund der hohen Multiplizitit des '’F-Signals sehr gering ist. Weiterhin liegt
das Saccharid im Gleichgewicht zwischen dem a.- und dem B-Anomer in einem Verhéltnis von
1:1.9 (a:p) vor, was zusitzlich zu einem Intensitdtsverlust bei gegebener Konzentration fiihrt.
Daher sollte die Empfindlichkeit des Experimentes durch eine Protonen-Breitbandentkopplung
wihrend der Akquisition erhoht werden.

Die Implementierung der inverse gated Entkopplung in das Pulsprogramm erwies sich anfangs
als nicht trivial, da zunichst versucht wurde, siec im gleichen Kanal wie die Sittigung
einzustrahlen. Die Einstrahlfrequenz fiir die Séattigung wird jedoch iiber eine Frequenzliste
angegeben, die ihrerseits Prioritdt gegeniiber dem offset (O1) besitzt, durch den zunichst

versucht wurde, die Frequenz fiir die Entkopplung anzugeben. Auf der Suche nach dem Fehler
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wurde das vorldufige Pulsprogramm dahingehend verdndert, dass on- und off-resonance
Spektren in zwei Experimenten getrennt voneinander aufgenommen werden konnten
(stdspfhig off 3.bc; stdspfhig _on_3.bc). Der Vergleich der Signalintensititen von on- und off-
resonance Spektren zeigte, dass im on-resonance Fall entgegen der Erwartungen eine hohere
Intensitdt beobachtet wurde. Es war daher notwendig, eine Methode zu finden, mit der sich die
STD-Spektren hinsichtlich ihrer absoluten Phase analysieren lassen.

Dazu wurde das Pulsprogramm stdsp SWITO 2.bc zu einem Pseudo-2D-Experiment
umgeschrieben, in dem die FIDs von on-resonance und off-resonance wahrend der Akquisition
in unterschiedliche Puffer akkumuliert und in einen seriellen File geschrieben werden. Das
neue Pulsprogramm stdspfluor2d.bc bietet den Vorteil, dass durch Splitten des seriellen Files
nach der Aufnahme mit dem AU-Programm "splitser" sich on- und off-resonance Spektren
getrennt betrachten lassen. Uber den Phasenzyklus erhalten die FIDs von on- und off
resonance entgegengesetzte Vorzeichen, so dass ihre Summenbildung zum STD-Spektrum
fiihrt. Mit dem off-resonance Spektrum erhélt man dariiber hinaus eine ideale Referenz, da es
mit exakt den gleichen Parametern aufgenommen wurde wie das aus dem Experiment
resultierende STD-Spektrum. Die Aufnahme eines Referenzspektrums zur Bestimmung der
STD% wird also unnétig, so dass die Pseudo-2D-Variante eine Einsparung von Messzeit
bedeutet. Durch das Pseudo-2D-Experiment ist es weiterhin moglich, das off-resonance
Spektrum zu phasen. Die Phasenwerte lassen sich auf das STD-Spektrum iibertragen, so dass
man als zusitzliche Information die absolute Phase des STD-Spektrums und damit eine
Aussage iliber das Vorzeichen der Signale erhilt.

Ausgehend von der so erhaltenden Pseudo-2D-Pulssequenz fiir das nicht entkopplelte "F{'H}-
STD-Experiment (stdspfluor2d.bc) wurde eine Protonen-Breitbandentkopplung erzielt, in dem
letztere liber einen dritten Kanal eingestrahlt wurde (stdspfhig 5 2d.bc). Auf diese Weise
lassen sich die herkommlichen Frequenzlisten fiir die Séttigung unveréndert verwenden. Die
Pulssequenz fiir das verbesserte '"F{'H}-STD-Experiment ist schematisch in Abbildung 52
gezeigt.



ERGEBNISSE UND DISKUSSION 89

90°

F1: 19F H >~
ol MAAA

Fq1-list ns
F3: 'H BB

Puffer:

A
st ns

Abbildung 52: Verbesserte Pseudo-2D-Pulssequenz fiir das '°F{'H}-STD-Experiment. Eine inverse
gated Entkopplung erhoht die Empfindlichkeit. Mit dem Frequenzwechsel wird auch der memory buffer
gewechselt.

Das ""F{'H}-STD-Pulsprogramm mit inverse gated Protonen-Entkopplung wurde mit der
RCA 15 / 6-Deoxy-6-fluoro-D-galactose-Probe gestestet. Die '*F-STD-Spektren lieferten zwei
gut sichtbare, negative Signale fiir das a- und das B-Anomer des Saccharids. Der Verdacht,
dass die Signalintensititen des on-resonance Spektrums groBer als die im Falle einer off-
resonance Einstrahlung sind, bestétigten sich damit. Um sicherzustellen, dass es sich bei den
ungewoOhnlichen, negativen Signalen nicht um Artefakte handelt, die von der Breitband-
entkopplung hervorgerufen werden, wurde das entsprechende gering sensitive Experiment
ohne Entkopplung stdspfluor2d.bc mit einer groen Anzahl von Scans (96k) aufgenommen.
Abbildung 53 zeigt die '’F-STD-Spektren mit den jeweiligen Referenzspektren. In der
Darstellung sind die Multiplettstrukturen der Fluorsignale fiir beide Anomere im nicht
entkoppelten Spektrum klar zu erkennen (Abbildung 53A und B). Tieffeldig verschoben bei -
230.57 ppm liegt das Signal des -Anomers, das des a.-Anomers ist bei -230.72 ppm zu finden.
Aus der Abbildung geht ebenfalls die deutlich hohere Empfindlichkeit des Experiments mit
inverse gated Entkopplung hervor, welches mit einer knapp 200-fach geringeren Scanzahl

aufgenommen wurde (Abbildung 53C und D).
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Abbildung 53: A) 470 MHz-"°F{'"H}-STD-Spektrum von 6-Deoxy-6-fluoro-p-galactose (2 mM) und
RCA12 (13 uM). Das Spektrum wurde mit dem Pulsprogramm stdspfluor2d.bc bei einer Temperatur
von 280 K mit 96k Scans aufgenommen. In B) ist das entsprechende Referenzspekirum gezeigt. C)
YF{"H}-STD-Spektrum der gleichen Probe mit inverse gated Entkopplung (ns = 520; Pulsprogramm:
stdspfhig_5_2d.bc). In D) ist das entsprechende Referenzspektrum gezeigt.

Auch im nicht entkoppelten '*F{'H}-STD-Experiment sind negative Signale zu beobachten.
Dies zeigt, dass die Breitbandentkopplung nicht im Zusammenhang mit der Signalverstiarkung
im on-resonance Spektrum steht.

Der Vergleich der Signalverstarkungen, die aus den Experimenten mit und ohne Entkopplung
resultieren, ist in der Tabelle 13 zusammengestellt. Bei einem prescan delay von 1 ms wird im
nicht entkoppelten Spektrum fiir das a-Anomer eine Signalverstirkung von 1.8%, fiir das B-
Anomer eine von 1.1% beobachtet. Die Verstarkungen im entkoppelten Fall sind mit 1.6% fiir
das a- und 1.2% fiir das B-Anomer sehr dhnlich. Damit ist gezeigt, dass auch die Grofle der

Signalverstdrkungen nicht durch die Breitbandentkopplung wihrend der Akquisition

zusammenhéngt.

Tabelle 13: Gemessene Verstarkung mit und ohne inverse gated Protonen-Entkopplung bei
verschiedenen prescan delays d7.

d7 [s] |Verstarkung a-Anomer [%] | Verstdrkung B-Anomer [%)]

ohne Entkopplung 0.001 1.8 1.1
inverse gated Entkopplung 0.001 1.6 1.2
inverse gated Entkopplung 5 2.9 2.4

inverse gated Entkopplung 10 2.9 2.2
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Fiir das ""F{'H}-STD-Experiment mit inverse gated Entkopplung wurde der prescan delay
(d7) variiert. Die Verlidngerung des delays auf 5s bzw. 10 s fithrten zu deutlich groBeren
Signalverstiarkungen. So wurde fiir das a-Anomer ein Intensitdtsgewinn um ca. 70% fiir das
B-Anomer eine Signalverstirkung um etwa 100% erzielt. Der Zusammenhang zwischen der
Léange des prescan delays und der Signalverstirkung ist noch nicht vollstindig geklért.

Um auszuschlieen, dass die unerwarteten, negativen Signale nicht doch Artefakte sind, die
durch die neu entwickelten Pulsprogramme hervorgerufen wurden, wurden verschiedene
Experimente durchgefiihrt, die im Folgenden erldutert werden.

Das erste Experiment sollte sicherstellen, dass in dem Fall, dass keine Séttigungspulse
eingestrahlt werden, auch keine Signale im STD-Spektrum zu beobachten sind. Dazu wurde
einerseits die Leistung der Sattigungspulse (spl) auf 120 dB gesetzt, was einem Ausschalten
der Sittigung gleichkommt. In einem anderen Versuch wurde der spl im Pulsprogramm
auskommentiert, in einem weiteren die Sattigungsloop aus dem Pulsprogramm entfernt. In
allen aufgenommenen Spektren waren keine Signale zu beobachten. Dies beweist, dass die in
Abbildung 53C gezeigten Signale auf dem Vorhandensein des Sittigungspulses basieren.

In einem weiteren Experiment sollte gezeigt werden, dass in Abwesenheit des Proteins keine
Signale im ""F{'H}-STD-Spektrum vorzufinden sind. Dazu wurde eine Ligandblindprobe
bestehend aus 2 mM 6-Deoxy-6-fluoro-D-galactose mit dem gleichen Datensatz gemessen.
Tatsdchlich wies das Spektrum keine Signale auf. Somit erfodern die Signale des STD-
Spektrums der Protein-Ligand-Probe die Gegenwart des Proteins. Um zu testen, ob das
negative Vorzeichen der Signale fehlerhaft aus der Prozessierung der Pseudo-2D-Methode
hervorgehen, wurde das entsprechende homonukleare Pseudo-2D-"H{'H}-STD-Pulsprogramm
geschrieben (stdwisp2d.bc) und damit ein Spektrum der RCA;y / 6-Deoxy-6-fluoro-D-
galactose-Probe aufgenommen. Die analoge Prozessierung fiihrte jedoch zu positiven Signalen,

so dass das negative Vorzeichen ein Phanomen des '°F{'H}-STD-Experiments blieb.

Uberlegungen zum Vorzeichen der Signale

Es stellte sich die Frage, wie sich die negativen Signale des Experiments erkléren lassen. Eine
Moglichkeit ist, dass die Sattigung des Proteins zunichst auf die Protonen des Liganden
iibertragen werden und dann nach der Dissoziation des Protein-Ligand-Komplexes ein NOE
von den Ligandprotonen zum Fluor erfolgt. Dieser intramolekulare NOE wiirde zu einer
Signalverstirkung im on-resonance Spektrum und damit zu negativen Signalen im
Differenzspektrum fithren. Diese Situation ist in einem System denkbar, in dem der Abstand

der Proteinprotonen zum Fluoratom des Liganden verhiltnismiBig groB ist (>4 A). Ist der



92 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

intermolekulare Protonenabstand deutlich kleiner, so ist wahrscheinlich, dass der Sattigungs-
transfer zwischen den Proteinprotonen und dem Fluoratom des Liganden nicht direkt, sondern
indirekt liber die Ligandprotonen erfolgt. Der geminale Abstand des Protons an H6 der
Galactose zum Fluor betrigt nur 1.8 A. Die Situation ist in Abbildung 54A schematisch
dargestellt.

Somit ergibt sich die Fragestellung nach dem Bindungsmodus, den das Saccharid zum Protein
einnimmt. Die Arbeiten von Lomas und Brewer, die die Hydroxyl-Gruppen der Galactose
durch Fluor austauschten, zeigen, dass die OH-Gruppen an C3 und C4 der Galactose als
Donoren in einer Wasserstoffbriickenbindung zum Protein fungieren. Die Hydroxyl-Gruppe an
C6 kann als Akzeptor und Donor wirken. Demnach ist die Hydroxyl-Gruppe an C6 an dem
Bindungsepitop beteiligt. Jedoch zeigt die 6-Deoxy-6-fluoro-D-galactose im Vergleich zu -
134;135

GalOMe eine vierfach schlechtere Bindung.
B-GalOMe und a-GalOMe der Bindung an RCA 15 mittels STD NMR.” Um diese Daten mit

Mayer untersuchte die Bindungsepitope von

den Bindungsepitopen des o- und [-Anomers der 6-Deoxy-6-fluoro-D-galactose zu
vergleichen, wurde ein 'H{'H}-STD-Spektrum der RCA 2/ 6-Deoxy-6-fluoro-D-galactose-
Testprobe aufgenommen. Die relativen STD% der Fluorderivate und der Galactoside sind in
Abbildung 54B in einem Balkendiagramm dargestellt. Die STD% der Protonen, die jeweils die
grofite Sattigung erfuhren, wurden dabei auf 100% gesetzt und die Daten der anderen Protonen

jeweils darauf bezogen.
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Abbildung 54: A) Mdgliche Situation der interatomaren Abstande. B) Relative 'H-STD% der
Galactose-Derivate zeigen leicht unterschiedliche Bindungsmodi hinsichtlich ihrer Bindung an RCA 5.

Dem Balkendiagramm ist zu entnehmen, dass sich der Bindungsmodus der Fluorderivate nicht

deutlich von dem der Methylgalactoside unterscheidet. Aufféllig ist, dass dem HI1-Proton der
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Fluorgalactose-Derivate verglichen mit dem HI1-Proton der Galactoside ein wenig mehr
Bedeutung bei der Bindung zukommt, wihrend die rdumliche Néhe der Protonen H3, H4, H5
und H6 zum Protein ein wenig geringer im Vergleich erscheint. Diesen Daten zufolge scheinen
sich die H6-Protonen der Fluorderivate verglichen mit dem Bindungsmodus der Galactoside
ein wenig aus der Bindungstasche herauszudrehen, dennoch weisen sie einen deutlichen,
absoluten STD-Effekt von ca. 13% auf. Aufgrund von Signaliiberlagerungen der H6-Protonen
der beiden Anomere ldsst sich hier nur ein Durchschnittswert angeben. Ein direkter
Séttigungstransfer zwischen den Proteinprotonen und dem Fluoratom des Liganden miisste
also doch moglich sein.

Generell beobachtet man als Effekt der Séttigung des Proteins auf den Liganden die Summe
aus dem Sittigungstransfer, dem transferred NOE im Protein-Ligand-Komplex und dem
intramolekularen NOE im Ligand selbst. Einzig der letztere Effekt fiihrt zu einer
Signalverstarkung. Sowohl der Sattigungstransfer als auch der transferred NOE resultiert in
einer Abschwichung der Signalintensitidt verglichen mit einem Referenzspektrum. Das
Vorzeichen des Signals wird demnach dadurch entschieden, welcher Effekt iberwiegt. Werden
die negativen Signale im '"F{'H}-STD-Spektrum tatsichlich durch einen positiven
intramolekularen NOE nach der Dissoziation des Protein-Ligandkomplexes hervorgerufen, so
konnte sich dies durch eine Verkiirzung der Sattigungszeit zeigen lassen. Der intramolekulare
NOE kann sich erst dann aufbauen, wenn nach der Sattigung des Liganden {iber das Protein der
Rezeptor-Ligand-Komplex zerfallen ist. Das bedeutet, dass bei kurzen Sittigungszeiten der
Effekt des Séttigungstransfers {iberwiegen miisste, da sich der intramolekulare NOE noch nicht
aufgebaut haben kann. Idealerweise wire dann bei kurzen Sattigungszeiten ein positives Signal
im "F{'H}-STD-Spektrum zu beobachten, dass dann mit groBer werdender Sittigungszeit
kleiner und schlieBlich negativ wird. Entsprechende Experimente mit der RCA 5 / Galactose-
Test-Probe, in denen die Séttigungszeit zwischen 200 ms und 2000 ms variiert wurde, ergaben
allerdings bei kleinen Sittigungszeiten (bis zu 1200 ms) gar kein Signal. Erst ab einer
Séttigungszeit von 1400 ms wurden negative Signale sichtbar, die mit steigender Sattigungszeit
einen grofleren Betrag annahmen.

Im Folgenden sollte untersucht werden, wie gro3 der NOE-Effekt ist, der von den
Ligandprotonen intramolekular auf das Fluor iibertragen wird. Die Protonen an H6 der
Fluorgalactose erfahren eine Sittigung von gemittelt 13% (s.0.). Um den NOE-Effekt, der
tatsdchlich von den Protonen auf das Fluor iibertragen wird, experimentell zu bestimmen,
wurde ein entsprechendes Pulsprogramm fiir ein '’F{'H}-HOE-Experiment geschrieben.

Ausgehend von dem "’F-zg Pulsprogramm (zgflgn) wird eine Protonen-Breitbandentkopplung
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vor dem 90°-Auslesepuls eingefiihrt (gated decoupling). In dem resultierenden Pulsprogramm
zgflgn noe cpd.bc erfolgt die Entkopplung iiber ein composite pulse decoupling-Schema
(cpd). Pulssequenzen, die hierfiir allgemein verwendet werden, sind das garp- und das waltz16-
Entkopplungsschema, wobei die garp-Sequenz zu einer im Vergleich etwas breiteren
Anregung fiihrt."*® Das Pulsprogramm fiir das '’F{'H}-HOE-Experiment ist in der
Abbildung 55 schematisch dargestellt.

90°
F1: 19F I .

) BB
F2:'H CPD: garp,
waltz16

Abbildung 55: Schematische Abbildung der Pulssequenz fiir das '°F{'H}-HOE-Experiment.

In der Abbildung 56 sind die Spektren des ""F{'H}-HOE-Experiments bei verschiedenen
Entkopplungsleistungen gezeigt. Das Spektrum, das mit einer Entkopplungsleistung von
120 dB aufgenommen wurde, stellt dabei die Referenz dar, da 120 dB einem Ausschalten der

Entkopplungsleistung entspricht, und das Spektrum dem eines nicht entkoppelten gleicht.

120 dB

40 dB
35dB

33 dB

. “MM‘M‘[W e
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Abbildung 56: Spekiren von 6-Deoxy-6-fluoro-D-galactose in Abhangigkeit von der Entkopplungs-
leistung in einem 1D-19F{1H}-HOE-Experiment (Pulsprogramm: zgfign_noe_cpd.bc). Fir die Entkopp-
lung wurde die waltz16-Pulssequenz verwendet.
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Bei der Betrachtung der Spektren fillt zundchst auf, dass bei den hohen Entkopplungs-
leistungen 17 und 25 dB im Vergleich zur Referenz eine Abschwichung der Signale zu
beobachten ist. Dies ist ungewdhnlich, da die gated-Entkopplung aufgrund des NOEs eher zu
einer Linienverstirkung fithren sollte. Bei Entkopplungsleistungen von 28-40 dB wird
tatsdchlich ein enhancement beobachtet. Kleinere Leistungen (ab 80 dB) zeigen keinen Effekt
mehr.

Betrachtet man eine einzelne Linie und vergleicht die Linienintensititen dieser Linie in den
verschiedenen Spektren, beobachtet man, dass die Intensititen stark differieren. Um die
Intensitit einer Linie in Abhédngigkeit von der Entkopplungsleistung besser darstellen zu
konnen, wurden die FIDs der Experimente mit dem AU-Programm "fidtoser" in einen seriellen
file geschrieben. Mit einer weiteren Serie von "°F{'H}-HOE-Experimenten, in der anstelle des
waltz16-Entkopplungsschemas die garp-Pulssequenz verwendet wurde, wurde analog
verfahren. Mit der Routine zur Bestimmung der T,-Relaxationszeiten, die in dem Programm
XWINNMR der Firma Bruker implementiert ist, lassen sich dann die Spektren automatisch
auswerten, und man erhélt eine Tabelle, die die Linienintensitdten bei den einzelnen
Leistungen auflistet. In Abbildung 57 ist das Ergebnis dieser Auswertung fiir die garp- und die
waltz16-cpd-Sequenz gezeigt.

Aus der Abbildung wird zum einen deutlich, dass die Intensitdten der einzelnen Linien sehr
stark mit der Entkopplungsleistung schwanken und nicht dem erwarteten, mit der Leistung
abfallenden Kurvenverlauf folgt. Weiterhin zeigen alle Linien eine unterschiedliche
Abhingigkeit von der Leistung. Vergleicht man die Linienintensititen, die sich durch die
verschiedenen Entkopplungsschemata ergeben, untereinander, so féllt auf, dass sich auch hier
Unterschiede ergeben.

All diese Beobachtungen lassen darauf schlieBen, dass die Entkopplung nicht fehlerfrei
verlauft. Griinde hierfiir sind gegebenenfalls in der hardware des Spektrometers zu suchen.
Um letzteres auszuschlieBen, sollte die Messung des '’F{'H}-Spektrums der 6-Deoxy-6-
fluoro-D-galactose / RCAjy-Testprobe an einem anderen Spektrometer wiederholt werden.
Hierfiir stand ein 250 MHz Spektrometer entsprechend einer Larmorfrequenz von 235 MHz fiir
Fluor in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. T. Peters in der Medizinischen Universitét zu Liibeck
zur Verfligung. Mit diesem Experiment sollte weiterhin gepriift werden, ob die geringere
Frequenzdifferenz zwischen den Larmorfrequenzen von Fluor und Protonen zu einem
effektiveren, heteronuklearen Séttigungstransfer fiihrt. (Beim 500 MHz Spektrometer betridgt
die Frequenzdifferenz 30 MHz, bei einem 250 MHz-Spektrometer hingegen nur 15 MHz.)
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Abbildung 57: Linienintensitat in Abhangigkeit von der Entkopplungsleistung in einem 1D—19F{1H}—
HOE-Experiment. Blau: garp-Sequenz; margenta: waltz16-Entkopplungsschema.
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Die hardware des 250 MHz-Spektrometers gibt ebenfalls vor, dass fiir Fluor und Protonen
gleichermalflen iiber den 1H-50-Watt-Verstirker gesendet werden muss und dementsprechend
das gleiche Pulsprogramm (stdspfhig 5 2d.bc), das den "SWITO-Befehl" zum Umschalten in
der Switchbox enthilt, verwendet werden kann. Das aufgenommene Spektrum zeigt allerdings
ebenfalls negative Signale mit einer Signalverstirkung von 3.1% fiir das a- und 2.1% fiir das
B-Anomer bei einem prescan delay von einer Sekunde. Die Ergebnisse, die mit den
verschiedenen Spektrometern erzielt wurden, sind also vergleichbar (vgl. Tabelle 13). Das
bedeutet, dass die Spektrometer entweder den gleichen hardware-Fehler aufweisen, oder das

Problem der Messung hier nicht zu suchen ist.

4.6.2 Weitere Testsysteme

Eine mogliche Erkldrung fiir das negative Vorzeichen der Signale im ""F{'H}-STD-Spektrum
konnte sein, dass kein direkter Sattigungstransfer zwischen den Proteinprotonen und dem
Fluoratom des Liganden aufgrund von zu groflen intermolekularen Abstanden moglich ist. Ein
intermolekularer NOE zwischen den Protonen und dem Fluor des Liganden wiirde nach der
Dissoziation des Rezeptor-Ligand-Komplexes zu einer Signalverstirkung im on-resonance-
Spektrum fithren. Daher sollte untersucht werden, ob in einem Testsystem, in dem der Fluor-
Protein-Abstand geringer ist, ein direkter, heteronuklearer Séttigungstransfer stattfindet, so
dass im "’F {'H}-STD-Spektrum ein positives Signal resultiert.

Aus der Abbildung 54B, in der das epitope mapping der Galactose-Derivate dargestellt ist, ist
ersichtlich, dass das H3-Proton der Galactose tiefer in die Bindungstasche von RCA | zeigt als
das Proton an C6. Daher sollte als weiteres Testsystem 3-Deoxy-3-fluoro-D-galactose mit
RCA|y als Rezeptor untersucht werden. Die Arbeiten von Lomas und Brewer ergaben
allerdings, dass die OH-Gruppe an C3 als Donor in einer Wasserstoffbriickenbindung zum
Protein fungiert. Die Substitution dieser Hydroxygruppe durch Fluor fiihrt demzufolge zu einer

deutlich schlechteren Dissoziationskonstante des Fluorderivats.'>*!?

Im Vergleich zu (-
GalOMe ist die Bindung > 65-fach schlechter. 'H{'H}-Spektren dieses Systems lieferten STD-
Effekte im Bereich zwischen 2% und 6%. Das '’F{'H}-STD-Spektrum, das in Abbildung 58
gezeigt ist, weist zwei negative Signale fiir das a- und das -Anomer auf. Demnach wird auch
fiir dieses Testsystem eine Signalverstirkung bei on-resonance-Einstrahlung beobachtet (o-

Anomer 0.3% und B-Anomer 0.5%).
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Abbildung 58: A) 470 MHz-"°F{1H}-STD-Spektrum von 13 yM RCA 5 und 2 mM 3-Deoxy-3-fluoro-D-
galactose. Das Spektrum wurde mit dem Pulsprogramm stdspfhig 5 2d.bc mit 10k Scans
aufgenommen. B) Entsprechendes Referenzspektrum.

In einem weiteren Experiment sollte iiberpriift werden, ob in einem System, in dem eine
deutlich festere Protein-Ligand-Bindung vorliegt, und somit die Verweildauer des Liganden in
der Bindungstasche lidnger ist, der Séttigungstransfer zwischen den Proteinprotonen und dem
Fluoratom des Liganden effektiver ist. Daher sollte die Interaktion zwischen bovine serum
albumin (BSA) und 6-Fluortryptophan untersucht werden. In diesem Fall liegt die
Dissoziationskonstante im unteren mikromolaren Bereich;'®* die Bindung von Tryptophan an
BSA ist also deutlich fester als die der Saccharide an Lektine und sollte sich somit als
Testsystem fiir dieses Experiment eignen. Das 'H{'H}-STD-Spektrum zeigt mit bis zu 55%
einen deutlichen absoluten STD-Effekt. Allerdings weist das "F{'H}-STD-Spektrum dieser
Probe ebenfalls ein negatives Signal auf, das darauf hindeutet, dass auch hier kein

Séttigungstransfer stattgefunden haben kann (Abbildung 59).

A)

B). JL

1215 1225 1235 ppm

Abbildung 59: A) 470 MHz-"*F{1H}-STD-Spektrum von 400 uM BSA und 4 mM 6-Fluortryptophan. Das
Spektrum wurde mit dem Pulsprogramm stdspfhig 5 2d.bc mit 2k Scans aufgenommen.
B) Referenzspektrum.
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Die entsprechenden Spektren der jeweiligen Liganden in Abwesenheit des Proteins zeigten

keine Signale.

4.6.3 Schlussbetrachtungen zum "F{'H}-STD-Experiment

Die ""F{'H}-STD-Spektren aller Testsysteme lieferten negative Signale entsprechend einer
Signalverstiarkung bei on-resonance-Einstrahlung. Die Entstehung des negativen Vorzeichens
ist bislang unklar, eine mogliche Erkldrung kdnnte aber ein dominanter intramolekularer HOE
im Liganden nach der Dissoziation des Protein-Ligand-Komplexes sein. F{'H}-HOE-
Spektren der 6-Deoxy-6-fluoro-D-galactose Probe, die mit verschiedenen Entkopplungs-
leistungen aufgenommen wurden, deuten allerdings auf eine fehlerhafte Entkopplung hin.
Auch hier koénnte die Herkunft des unerwarteten Vorzeichens der '"F{'H}-STD-Signale zu
suchen sein. Andererseits wurde das gleiche Ergebnis mit dem 250 MHz-Spektrometer erzielt.
Es bleibt aber zu erwédhnen, dass bei beiden Spektrometern die Pulse in dem Fluor- und
Protonen-Kanal {iber den gleichen Verstirker gesendet werden, was ein Umschalten in der
switchbox erforderlich macht. Es ist daher moglich, dass hier ein prinzipielles Problem bei
beiden Spektrometern vorliegt, da gegebenenfalls das Umschalten zwischen den Kernen (*°F
und '"H) mit dem "SWITO-Befehl” nicht einwandfrei funktioniert. Um dies zu testen, miisste
das gleiche Experiment an einem Spektrometer durchgefiihrt werden, bei dem fiir Fluor und
Protonen iiber verschiedene Verstirker gesendet werden kann, so dass der "SWITO-Befehl”
nicht notwendig ist.

Allerdings zeigen die Versuche, dass ein Signal nur in Anwesenheit des Proteins beobachtet
wird. Ohne Einstrahlung von Sattigungspulsen weisen die Spektren der Protein-Ligand-Proben
ebenfalls keine Signale auf, so dass davon ausgegangen werden kann, dass es sich bei den im
PF{'H}-STD-Experiment beobachteten Signalen nicht um Artefakte handelt, die durch das
Pulsprogramm hervorgerufen werden. Demnach kann das Experiment fiir das screening von
bindungsaktiven Substanzen verwendet werden, auch wenn die Signalintensitit im Vergleich
zum homonuklearen 'H{'H}-STD-Experiment bei allen untersuchten Testsystemen deutlich
geringer ist. Dennoch sind die Spektren leichter interpretierbar. Die Leistungsfahigkeit des

PF {'H}-STD-Experiments ist an weiteren Testsystemen zu priifen.
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4.6.4 NMR Messungen mit rhPrP® und fluorierten Peptiden

Als Anwendungsbeispiel fir das '’F{'H}-STD-Experiment sollte die Interaktion des
Fluorderivats 9a, das in den SPR-Messungen eine Dissoziationskonstante von 114 uM
aufwies, mit dem Prionprotein getestet werden. Das erhaltene '°F {'H}-STD-Spektrum, das in
Abbildung 60 gezeigt ist, weist ein negatives Signal auf. Das entsprechende Referenzspektrum
in Abwesenheit des Proteins zeigte einen vernachldssigbaren Effekt. Die Protein-Ligand-
Interaktion konnte also durch das "’F{'H}-STD-Experiment in diesem Fall visualisiert werden.
Im Falle eines langsamen Austausches lassen sich im Idealfall in Gegenwart des Proteins
separierte Signale fiir den freien und den gebundenen Zustand des Liganden im '’F-zg-
Spektrum beobachten. Auch eine Linienverbreiterung des Ligandsignals im Vergleich zu
einem Referenzspektrum des Liganden in Abwesenheit des Proteins konnte im Fall eines
Bindungsereignisses zu erkennen sein. Daher wurde von einer Protein-Ligand-Probe, in der die
Verbindung 9a in zweifachem Uberschuss eingesetzt wurde, und einer entsprechenden
Ligandblindprobe ein '’F-zgig-Spektrum akquiriert. Das Ergebnis der Messung ist in
Abbildung 60B bzw. Abbildung 60C dargestellt. Beim Vergleich der Spektren ist jedoch keine

Linienverbreiterung zu beobachten.

N e

B)

C)
-76.1  -76.2 ppm

Abbildung 60: A) 470 MHz-"°F{'"H}-STD-Spektrum von Peptid 9a (500 yM) mit rhPrP° (8 uM).
Einstrahlung der Sattigungspulse erfolgte bei -0.3 ppm. B) Das 19F-zgig-Spektrum von 9a (16 yM) mit
hPrP® (8 uM) zeigt weder separierte Signale fiir freien bzw. gebundenen Zustand noch ist eine
Linienverbreiterung im Vergleich zum 1H—Referenzspektrum von 9a (500 pyM) zu beobachten, welches
in C) dargestellt ist.
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4.7 Ausblick

In einem in vitro Aggregations-Inhibitions-Assay konnte gezeigt werden, dass das Peptid 9
N153-Q160 mit der Sequenz NMHRYPNQ (Kp =25 uM) die Aggregation des zelluldren,
humanen Prionproteins bis zu 80% inhibiert. Die Verbindung kann demnach als Leitstruktur
fiir potentielle anti-CJK Wirkstoffe verwendet werden. Zur Optimierung der Leistruktur ist ein
genauerer Einblick in die Protein-Ligand-Wechselwirkung erforderlich. Aus den shifts der
chemischen Verschiebung zwischen 'H'’N-HSQC-Spektren in An- und Abwesenheit des
Liganden lieBe sich die Bindungstasche des Proteins identifizieren. Die Messungen erfordern
die ""N-Markierung des Proteins. Bei bekannter Bindungstasche sind docking-Experimente mit
der von Zahn et al. verdffentlichten NMR-Struktur des humanen Prionproteins moglich.
Gelingt eine Cokristallisation des Prionproteins mit Peptid 9 konnte die Rontgenkristallstruktur
die Ergebnisse der docking-Studien absichern.

Hinweise auf das Bindungsepitop von Verbindung 9 sind {iber einen Alaninscan zugénglich.
Letzterer konnte mit Hilfe von docking-Studien auch in silico durchgefiihrt werden. Bereits
bekannt ist die Beteiligung des in der Sequenz enthaltenen Tyrosins an einer Wasserstoft-
briickenbindung, bei der die Hydroxylgruppe als Protonendonor fungiert. Die Informationen
iiber das Bindungsepitop und die Ergebnisse der docking-Experimente bzw. der
Cokristallstruktur, geben einen Einblick in die 3D-Struktur pharmacophorer Gruppen. Auf
dieser Grundlage konnten neue Liganden mit besserer Bindungseigenschaft und
Bioverfiigbarkeit entwickelt und synthetisiert werden.

Die SPR-Bindungsstudien, die mit dem Referenz- und dem Glycopeptid (31 und 32)
durchgefiihrt wurden, deuten darauf hin, dass das Saccharid zur Spezifitit der Bindung
beitrdgt. Einen Hinweis darauf, ob die Saccharid-Einheit direkt an der Bindung beteiligt ist,
oder lediglich die aktive Konformation des Peptids stabilisiert, konnte durch SPR-Studien

erhalten werden.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Das Prionprotein (PrP) ist geméB der Protein-only-Hypothese von Prusiner das infektidse
Agens der Transmissiblen Spongiformen Enzephalopathien (TSE). Obwohl die Hypothese seit
langem kontrovers diskutiert wird, ist allgemein anerkannt, dass eine Wechselwirkung der
pathogenen und der zelluliren Isoform des Proteins fiir den Ausbruch der Krankheit
erforderlich ist.

Im Rahmen der Dissertation sollten peptidische Inhibitoren des Anlagerungsprozesses der
beiden Konformationsisomere gefunden werden. Dazu wurde eine Bibliothek von 28 sich
iiberlappenden Oktapeptiden aus dem globuldren C-Terminus der humanen Sequenz parallel
synthetisiert. Die Oktapeptide wurden hinsichtlich ihrer Bindungsaktivitit gegeniiber rhPrP®
mittels surface plasmon resonance (SPR) untersucht. Fiir die drei Regionen V121-R136 (a),
Y149-R164 (b) und S231-L242 (c) konnte eine Interaktion mit dem Protein nachgewiesen
werden. Anhand von Konzentrationsreihen wurden die Dissoziationskonstanten der
entsprechenden Oktapeptide unter der Annahme eines one-site-binding Modells bestimmt. Die
Peptide YYRENMHR (8), NMHRYPNQ (9) und YPNQVYYR (10) zeigten mit 21 pM,
25 uM und 164 uM die besten Dissoziationskonstanten. Die Sensorgramme deuten weiterhin
auf eine recht langsame Bindungskinetik der Peptide hin. Die Geschwindigkeitskonstante der
Assoziation wurde fiir das Peptid 9 auf 87 s'"M™, die der Dissoziation auf 1-10” s bestimmt.
Demnach betrdgt die mittlere Verweildauer des Liganden in der Proteinbindungstasche ca.
70 s. Die Zusammensetzung der sich iiberlappenden Peptidfragmente 8 und 9 zum 12er Peptid
29 flihrte zu keiner Verbesserung der Bindungseigenschaft. SPR-Studien der Peptide 9 und 29
mit den Proteinfragmenten PrP(23-231) und PrP(90-231) lieferten jeweils vergleichbare
Affinitatsplots und Dissoziationskonstanten. Demnach ist das Bindungsepitop dieser Peptide
auf dem verkiirzten Proteinfragment PrP(90-231) lokalisiert.

Zur Erhohung der oralen Bioverfligbarkeit wurde im Peptid 9 das Tyrosin durch 4-
Fluorphenylalanin (9a) und 4-Trifluormethylphenyalanin (9b) ersetzt. Derivat 9a wies eine
fiinffach und 9b eine um den Faktor 34 schlechtere Dissoziationskonstante auf. Das Ergebnis
zeigt, dass die Tyrosin-Seitenkette direkt mit dem Protein wechselwirkt, wobei das Tyrosin
vermutlich als Donor in einer Wasserstoffbriickenbindung fungiert. Aus dem Experiment ist
weiterhin abzuleiten, dass der grofle sterische Anspruch der Trifluormethylgruppe fiir die
Interaktion hinderlich ist. In Peptid 10 wurden alle Tyrosine durch 4-Fluorphenylalanin

substituiert (10a), dieses Derivat zeigte keine spezifische Bindung mehr.



ZUSAMMENFASSUNG 103

Mit Hilfe des Sittigungstransfer Differenz (STD) NMR Experimentes sollten die
Bindungsepitope der besten Liganden untersucht werden. Die STD-Spektren zeigten generell
nur sehr geringe STD-Effekte (< 3%) und kritische STD%/Artefakt-Verhéltnisse. Lediglich fiir
das Peptid 9a, das in den SPR-Experimenten eine im Vergleich zu 9 dreifach schnellere
Bindungskinetik aufwies, konnte das Bindungsepitop charakterisiert werden. Das epitope
mapping deutet auf eine Beteiligung der Sequenz RYP hin. Zur Bestitigung des
Bindungsepitops wurde das Peptid RYP (30) synthetisiert, welches als cis/trans-
Rotamerengemisch der Prolin-Einheit im Verhéltnis 1:2.2 vorliegt. Die im Vergleich zu 9
deutlich schlechtere Dissoziationskonstante zeigt allerdings, dass die Sequenz RYP nur einen
Teil des gesamten Epitops darstellt.

In einem in vitro Aggregation-Inhibitions-Assay, in dem die Aggregation von rhPrP(90-231)
durch metallkatalysierte Oxidation eingeleitet wird, konnte gezeigt werden, dass die
Aggregation durch die Zugabe von Peptid 9 im siebenfachen Uberschuss zu 80% inhibiert
werden konnte. Die Verbindung stellt somit einen potentiellen anti-CJK-Wirkstoff dar.

Um den Einfluss der Glycosylierungsstelle an N197 auf die Bindungsaktivitit und die Struktur
des Peptidfragmentes T192-T201 zu untersuchen, wurden das Glycopeptid 32 und das
entsprechende unglycosylierte Referenzpeptid 31 dargestellt. Chitobiose wurde als
Modellzucker verwendet. Der Einbau des Glycans in das Peptid erfolgte mit dem
Ny-Chitobiosylasparagin-Baustein, der in der laufenden Peptidsynthese eingesetzt wurde. Die
SPR-Bindungsstudien mit rhPrP(23-231) wiesen auf eine spezifische Interaktion fiir das
Glycopeptid (455+166 uM) und eine unspezifische Wechselwirkung des Referenzpeptids hin.
Demzufolge nimmt der Zucker entweder direkt an der Bindung teil oder stabilisiert die aktive
Konformation des Peptids.

Anhand von NMR-Daten wurde eine Konformationsanalyse von 31 und 32 durchgefiihrt. Aus
NOE-Aufbau-Kurven wurden jeweils etwa 45 interatomare Abstinde ermittelt. Aus 3JNH,HG-
Kopplungskonstanten wurden Winkelvorgaben berechnet, die zusammen mit den
Abstandsbeschrankungen in DG-Rechnungen einflossen, die mit dem REDAC-Algorithmus
des Programms DYANA durchgefiihrt wurden. Die backbones der zehn besten Strukturen
wurden jeweils gefittet. Beide Peptide zeigten nur geringe konformelle Abweichungen der
Peptidriickgrate (rmsd < 1.7 A), die Strukturen sind demnach gut definiert. Der Vergleich
ergibt, dass die Struktur des Glycopeptids deutlich gestreckter ist. Die Begriindung hierfiir ist
vermutlich in dem groBen sterischen Anspruch des Glycans zu suchen.

Im Verlauf der constrained MD-Simulationen von 31 und 32 blieben die ¢- und y—Winkel

sowie die interatomaren Abstinde in beiden Fillen recht konstant. In den energieminimierten
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Endstrukturen sind die Abstands- und Winkelvorgaben gut erfiillt. Die Strukturen weisen
deutliche konformelle Unterschiede insbesondere im Bereich der Glycosylierungsstelle auf,
womit die unterschiedlichen Bindungsspezifititen von 31 und 32 gegeniiber thPrP® erklirt
werden kdnnten.

Ein zweiter Teil der Arbeit beschéftigt sich mit der Entwicklung eines heteronuklearen STD
Experiments zwischen Protonen und Fluor. Viele Arzneimittel enthalten als Heterokern Fluor,
welches die Metabolisierbarkeit durch Proteasen herabsetzt und als Label fiir NMR-Messungen
gut geeignet ist. Basierend auf dem schon bestehenden 1D-'H{'H}-STD-NMR screening-
Verfahren sollte das analoge '*F{'H}-STD-Experiment entwickelt werden.

Durch inverse gated Entkopplung der Protonen wihrend der Akquisition wurde dabei eine
Erhohung der Signalintensitdt und damit der Empfindlichkeit des Experiments erreicht. Zur
besseren Uberpriifbarkeit der Messergebnisse wurde das Pseudo-2D-STD-Experiment
entwickelt. Da durch die Aufnahme des Pseudo-2D-STD-Experiments ebenfalls das off-
resonance Spektrum zuginglich ist, das als Referenz fiir die Auswertung der Daten
erforderlich ist, bedeutet dieses Messverfahren eine Zeitersparnis um ca. 50%. Als zusétzliche
Information erhdlt man die absolute Phase des STD-Spektrums und damit eine Aussage liber
das Vorzeichen der Signale. Das Pulsprogramm wurde an verschiedenen Rezeptor-Ligand-
Systemen getestet: RCA 20/6-Deoxy-6-fluoro-D-galactose bzw. 3-Deoxy-3-fluoro-D-galactose
und BSA/Tryptophan. Alle drei Systeme zeigten negative Signale im '’F{'H}-STD-Spektrum
entsprechend einer Signalverstirkung im on-resonance-Spektrum. Dies konnte auf einen
intramolekularen NOE nach der Dissoziation des Protein-Ligand-Komplexes hindeuten. Die
Messergebnisse konnten dahingehend bestétigt werden, dass ohne selektiven Sattigungspuls
keine Artefakte zu beobachten waren, und das entsprechende Spektrum der Ligandblindprobe
in Abwesenheit des Proteins keine Signale aufwies.

Das ""F{'H}-STD Spektrum einer Probe bestehend aus dem Fluor-Derivat 9a und rthPrP©
zeigte ebenfalls negative Signale. Der Vergleich der '°F-zgig-Spektren der Probe von 9a in An-
und Abwesenheit des Prionproteins deutete auf keine Linienverbreiterung hin, die im Falle

eines langsamen Austausches zu erwarten wire.
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6 SUMMARY

According to the "Protein-only-Hypothesis" of Prusiner the prion protein (PrP) is the infectious
agent of transmissible spongiform encephalopathy. Although the hypothesis is discussed
controversially it is generally accepted that the interaction of the abnormal and the cellular
isoform is the crucial event for the pathogenesis.

In the course of this thesis peptide inhibitors for the interaction of the two conformational
isomers should be found. Therefore, a library of 28 peptides of the C-terminal folded domain
of the human prion protein was synthesized each sequence with an overlap of four amino acids.
The octapeptides were analyzed with respect to their binding affinity to rhPrP® by surface
plasmon resonance (SPR). Three regions V121-R136 (a), Y149-R164 (b) and S231-L242 (c)
showed an significant interaction. Titration experiments allowed the determination of
dissocation constants of the corresponding octapeptides assuming a one-site-binding model.
The peptides YYRENMHR (8), NMHRYPNQ (9) and YPNQVYYR (10) showed the best
dissociation constants of 21 uM, 25uM and 164 uM, respectively. Furthermore, the
sensorgrams of these peptides indicate slow binding kinetics. The association rate constant was
determined to be 87 s'M™, while the dissociation rate constant is 1-10? s™'. According to these
data the average retention period of the ligand in the protein binding pocket is approximately
70 s. The dodecapeptide 29 which is composed of the overlapping peptides 8 and 9 does not
indicate increased binding properties. SPR studies of the peptides 9 and 29 with the protein
fragments PrP(23-231) and PrP(90-231) show similar affinity plots and dissociation constants.
Thus, the binding epitope of these peptides is located on the shortened protein fragment
PrP(90-231).

In order to enhance the bioavailability of peptide 9 the tyrosine in the sequence was substituted
by 4-fluoro-phenylalanine (9a) or 4-trifluoromethyl-phenylalanine (9b). The derivative 9a
showed a fivefold and peptide 9b a 34 fold inferior dissociation constant. The results suggest,
that the tyrosine residue directly interacts with the protein as a hydrogen bond donor.
Additionally it can be concluded, that the spacial demand of the 4-trifluoromethyl group is
obstructive for the interaction. In the peptide 10 all tyrosine residues were substituted by 4-
fluoro-phenylalanine (10a). This derivative did not show any characteristics of specific
binding.

By means of STD NMR spectroscopy the binding epitopes of the best ligands should be
analyzed. In general, the STD spectra showed only marginal STD effects (<3%) and critical
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STD%/artefact ratios. Merely the binding epitope of peptide 9a could be characterized, which
showed a threefold faster binding kinetic than compound 9. The epitope mapping suggests a
contribution of the sequence RYP to the binding. In order to confirm the epitope the peptide
RYP (30) was synthesized, which exhibits an equilibrium between the cis and the trans
conformer at the proline moiety of a ratio of 1:2.2. The dissociation constant of 30 is clearly
inferior to that of 9, which suggests, that the sequence RYP represents only a part of the
binding epitope.

In an in vitro aggregation-inhibition-assay, where aggregation of the prion protein was induced
by metal-catalyzed oxidation, it could be shown, that aggregation could be inhibited up to 80%
by addition of peptid 9 in a sevenfold excess. Hence, the compound is a potential anti-CJD
drug.

In order to study the influence of the glycosylation site at N197 on the binding activity and the
structure of the peptide fragment T192-T201 the glycopeptide 32 and the unglycosylated
reference peptide 31 were synthesized. Chitobiose was used as a model glycan. The saccharide
was introduced into the peptide by employing the Ny-chitobiosyl asparagine building block
during the peptide synthesis. SPR binding studies with rhPrP(23-231) showed a specific
interaction for the glycopeptide (Kp=455£166 uM), while the interaction of the reference
peptide was found to be unspecific. Thus, the saccharide interacts directly with the protein or
stabilizes the active conformation of the peptide. A conformational analysis of 31 and 32 was
carried out based by analysis of NOE build-up curves, which yielded about 45 interatomic
distances for both peptides. From 3JNH,Ha coupling constants dihedral angle constraints could
be calculated. Both, the distance range and the angle constraints were incorporated in distance
geometry calculations applying the REDAC algorithm of the software package DYANA. The
ten best structures were selected and the backbones were fitted. Both peptides show only small
conformational variations of their backbones (rmsd < 1.7 A). Thus, the structures seem to be
well defined. When comparing the structures of 31 and 32 it becomes evident, that the
glycopeptide is more stretched, probably due to the large spacial demand of the saccharide.
During the constrained MD simulations of 31 and 32 ¢ und y angles as well as interatomic
distances remained relatively constant in both cases. The energy minimized final structures
were in good agreement with the experimentally determined constraints. These structures
clearly exhibit conformational differences especially for the residues in the neighborhood of
the glycosylation site. This yields a possible explanation for their different binding specifities

with respect to rhPrP®.
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A second part of the thesis dealt with the development of a heteronuclear STD experiment
between protones and fluorine. Many drugs contain fluorine to stabilize them against
degradation through proteases and can be used as a NMR-label. Based on the existing 1D-
'H{'H}-STD NMR screening method the corresponding "F{'H}-STD NMR experiment
should be developed.

The application of an inverse gated decoupling scheme for proton resonances lead to a higher
signal intensity and thus to an enhanced sensitivity of the experiment. In order to get a more
precise insight into the results of the spectra the pseudo-2D-STD experiment was developed.
The acquisition of these experiments admits th access of the off-resonance spectrum which is
required for the analysis of the STD data. Hence, this method reduces acquisition time by 50%.
Additionally, the absolute phase of the STD spectrum is available. Thus, the sign of the STD
signals can be deduced from the spectra as well. The novel pulse program was applied to
various receptor ligand systems: RCA j,¢/6-desoxy-6-fluoro-D-galactose, 3-desoxy-3-fluoro-D-
galactose and BSA/tryptophane. The spectra of each system showed negative signals,
indicating an enhancement of the signal intensity in case of on-resonance irradiation. The data
suggest an intramolecular NOE, that occurs after dissociation of the protein ligand complex.
The results could be confirmed since no signals are observable in spectra which are recorded
without selective saturation. Furthermore, the corresponding spectrum of the ligand in absence
of the protein does not show any signals.

The "“F{'H}-STD spectrum of a NMR sample of rhPrP in the presence of the fluorinated
derivative 9a showed a negative signal, too. When comparing the '’F-zgig spectrum of 9a in
presence and absence of the prion protein no line broadening was observed. Thus, slow

exchange processes could be excluded.
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7 EXPERIMENTELLER TEIL

7.1 Chemikalien

Tabelle 14: Hersteller und Chemikalien, die in der vorliegenden Arbeit verwendet wurden.

Hersteller/Lieferant

Chemikalien

Advanced Chemtech,
(Giessen)

Applied Biosystems,
(Darmstadt)

Biacore AB, (Uppsala)

Cambridge Isotope Lab,
(Cambridge)

Deutero GmbH, (Kastelann)
J.T. Baker, (Deventer)
Lancaster (Windham)

Merck, (Darmstadt)

Omicron Biochemicals, Inc,
(USA)

Pierce (Rockford, USA)
Proligo, (Hamburg)

Toronto Research Chemicals,
Inc. (Toronto, Kanada)

Fmoc-L-Ala-OH, Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-L-Asn(Trt)-OH,
Fmoc-L-GIn(Trt)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-L-Leu-OH, Fmoc-L-
Lys(Boc)-OH, Fmoc-L-Met-OH, Fmoc-L-Pro-OH, Fmoc-L-Ser(tBu)-
OH, Fmoc-L-Thr(tBu)-OH, Fmoc-L-lle-OH, Fmoc-L-Trp(Boc)-OH,
Fmoc-L-Val-OH, Fmoc-PAL-PEG-PS-Harz

Piperidin/DMF (1:4), N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA),
O-(Benzotriazol-1-yl)- N,N,N',N'-tetramethyluroniumtetrafluoro-
borat (TBTU), Fmoc-PAL-PEG

N-Hydroxysuccinimid (NHS), N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDC), Ethanolamin (EA), HEPES-P-
Puffer, CM5-Chip

Tris—d11

Deuteriumoxid 99.9%, Essigsaure-d, 99.5%, NAOD
Acetonitril (Ultra Gradient HPLC Grade)
Triisopropylsilan (TIPS) 99%

Aceton, Ammoniak, tert-Butylmethylether, a-Cyano-4-
hydroxyzimtsaure, Dichlormethan, Diethylether,
Dinatriumhydrogenphosphat, Essigsaure, Essigsaureanhydrid,
Kaliumchlorid, Kaliumdihydrogenphosphat, Methanol,
Natriumacetat, Natriumazid, Natriumchlorid, Natriumhydroxid,
Phosporsaure 100%, 2-Propanol, Trifluoressigsaure

3-Deoxy-3-fluoro-D-galactose

Coomassie Plus Bradford Assay Kit
DMF

6-Deoxy-6-fluoro-D-galactose
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Ny-Chitobiosylasparagin-Baustein
Der Ny-Chitobiosylasparagin-Baustein wurde freundlicher Weise von Ilona Miiller zur

Verfligung gestellt.

Proteine und Antikorper

Prionprotein: Sowohl fiir die SPR- als auch fiir die STD-Messungen wurde das rekombinante
humane Prionprotein thrPC(23—231), His-tag, der Firma Merck Biosciences GmbH, Bad
Soden eingesetzt. Das Protein wurde geliefert als eine 83 uM Losung in 50 mM Acetat-Puffer,
pH 4. Das rekombinant in E. coli exprimierte und aufgereinigte Prionprotein Fragment
rhPrP€(90-231) wurde von Dr. Lars Redecke fiir die SPR-Messungen zur Verfiigung gestellt.
Monoklonaler anti-human Prionprotein Antikorper: Als Referenz fiir SPR-Messungen wurde
der monoklonale anti-human Prionen Antikdrper 15B6 der Firma Roboscreen, Leipzig
verwendet, der das lineare Bindungsepitop zwischen den AS 160-170 der humanen Sequenz
erkennt. Reaktivitdt zeigt der Antikoérper sowohl mit dem humanen als auch mit dem bovinen
Protein.

RCA 59 Das ricinus communis agglutinin wurde von der Firma Vector Labatories, Burlingame,
USA bezogen. RCA | liegt als Losung in 10 mM Phosphatpuffer bei pH = 7 vor.

BSA: Albumin aus Rinderserum wurde von der Firma Fluka, Buchs, Schweiz bezogen.

Geliefert wird das Protein als kristallisierter, lyophyllisierter Feststoff.

Puffer

PBS-Puffer: 0.14M NaCl, 0.002M KCIl, 0.008 M Na,HPO,-2H,0, 0.002 M KH,PO,,
0.008 M NaNj3 in D,O, pH = 7.4.

HBS-P-Puffer: 0.01M HEPES, 0.15 M NacCl, 0.005% Polysorbat P20, pH = 7.4.

Acetat-Puffer: 50 mM Acetat, 150 mM NaCl, 4 mM NaNj eingestellt mit NaOD auf pH =4.5;
bzw. 5 mM Acetat eingestellt mit NaOH auf pH 5.

TBS-Puffer: 0.01 M Tris-d;;, 0.15 M, 0.004 M NaNj3 in D,O, pH 7.
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7.2 Verwendete Gerate und Software

Automatisierte Peptidsynthese

Pioneer Peptide Synthesis System: Peptide 10a, 29, 31 und 32 wurden am Peptidsynthesizer
Pioneer Peptide Synthesis System, Perseptive Biosystems, Framingham hergestellt.

Advanced ChemTech MOS 469 (2 Die Peptide 1-28 wurden am Syntheseroboter MOS 469 Q
der Firma Advanced ChemTech, Kentucky synthetisiert.

Chromatographie

BioCAD Sprint Perfusions Chromatography System: Die Aufreinigung der Peptide erfolgte
mittels RP-HPLC an einer BioCAD Sprint HPLC Anlage der Firma PerSeptive Biosystems,
Wiesbaden.

HPLC-Sdulen: Als stationdre RP-Phase im pridparativen Malstab steht eine VP 250/21mm
NUCLEOSIL 100 -7 um C18-Sdule (Flussrate 20 mL/min) zur Verfligung, im
semipriparativen Maf3stab wurde eine 218TP510-Séule (1.0 x 25 cm, 5 um) der Firma Vydac
(Flussrate 5 mL/min) verwendet.

Fraktionssammler: Gilson FC205 ,,Fraction collector, Middleton, WI, USA.

Massenspektrometrie

LC-ESI-MS:

MATI95XL: Die Reinheitsbestimmung und Charakterisierung der Peptide 1-28 erfolgte mit
einem Sektorfeld-lonenfallen-MS-MS-Gerdt vom Typ MAT95XL der Firma ThermoQuest.
Durch eine HPLC vom Typ ConstaMetric 4100 wurden die Gemische aufgetrennt (Trennséule:
LiChrospher 100 RP-18e (5 um), Lange 250 mm der Firma Merck). Mittels UV-Detektor vom
Typ WellChrom Spectro-PhotometerK-2501 wurde dabei bei 280 nm detektiert.
MALDI-TOF-MS:

Bruker Biflex III: HPLC-Chromatogramme wurden mit Hilfe eines MALDI-TOF

Massenspektrometer Biflex III der Firma Bruker Daltonics, Bremen untersucht.

NMR-Spektroskopie
Bruker Avanced 700 Spektrometer: Der Magnet besitzt eine Feldstirke von 16.35 Tesla, was
einer Resonanzfrequenz von 700.13 MHz fiir Protonen entspricht. Das Spektrometer ist

ausgestattet mit einem inversen 5 mm Tripleresonanz-Cryo-Probenkopf mit z-Gradienten und
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abgeschirmten Spulen sowie einem analogen 5 mm Tripelresonanz-Probenkopf ohne Cryo-
Technologie.

Bruker DRX 500 Spektrometer: Die Feldstirke des Magneten betrdgt 11.67 Tesla entsprechend
einer Larmorfrequenz von 499.87 MHz fiir Protonen und 470 MHz fiir den '"F-Kern. Das
Spektrometer ist mit einem inversen 5 mm Tripelresonanz-Probenkopf mit z-Gradienten und
abgeschirmten Spulen ausgestattet. Ein 5mm "C, *'P, "F, 'H-QNP-Probenkopf wurde
freundlicherweise von Dr. Volker Sinnwell zur Verfligung gestellt.

Bruker Avance 250: Einige der "F{'H}-STD NMR Messungen wurden am 250 MHz-
Spektrometer der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Thomas Peters in der Medizinischen Universitit
zu Libeck durchgefiihrt. Die Magnetfeldstirke betrdgt 5.87 Tesla entsprechend einer
Larmorfrequenz von 250 MHz fiir Protonen und 215 MHz fiir den '’F-Kern. Das Spektrometer
ist mit einem 5 mm "°C, *'P, °F, 1H-QNP-Probenkopf mit z-Gradienten ausgestattet.
NMR-Rohrchen: Die NMR-Experimente wurden in 5 mm-Ro6hrchen des Typs Kontes 897240-
0008 (,,Typ240%, Kontes, Vineland, New Jersey, USA) oder Wilmad 528-pp-8 (Wilmad,
Buena, New Jersey, USA) durchgefiihrt. Fiir bessere Empfindlichkeit bei STD-Experimenten
wurden Shigemi-NMR-Rohrchen vom Typ BMS-005TB mit 8 mm Bodendicke (Shigemi
Corporation, Ltd., Tokyo, Japan) verwendet.

Workstations: Die Auswertung der NMR-Spektren erfolgte wahlweise an Silicon-Graphics
Workstations (O,, Octane) oder am PC.

NMR-Software: Zur Auswertung der NMR-Spektren wurden die Programme XWINNMR
(Version 3.1 und 3.0), TOPSPIN (Version 1.3) und AURELIA (Version 3.0.1) der Firma

Bruker verwendet.

SPR-Messungen

Biacore 3000: Die SPR-Messungen erfolgten an einem Biacore 3000-Gerét der Firma Biacore,
Uppsala, Schweden, in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Thomas Peters in Medizinischen
Universitit zu Liibeck. Dabei wurde das Protein auf Sensorchips des Typs CM-5 der Firma
Biacore immobilisiert.

Biacore-Software: Zur Aufnahme bzw. Auswertung der Messdaten wurden die Programme
Biacore Control Software (Version 3.0) und BIAevaluation (Version 3.0.2) verwendet.

Der Fit der Datenpunkte an die Gleichung 13 erfolgte mit dem Programm ORIGIN 6.1.
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Dynamische Lichtstreuung:

Spectroscatter 204: Die Bestimmung der Teilchengréfen in den Aggregationsuntersuchungen
des Prionproteins erfolgte mit dem Spectroscatter 204 der Firma PLS-Design GmbH,
Hamburg.

Software: Die Ergebnisse wurden mit dem Programm PHOTO CORRELATOR ausgewertet.

Photometer

Shimadzu UV-1604: Fiir die Bestimmung der Fmoc-Werte diente das UV-Visible Recording
Photometer Shimadzu UV-160A der Firma Shimadzu, Duisburg.

Kiivetten: Als Kiivette diente die Prizisionskiivette des Typs /04-OS (10 mm) der Firma
Hellma GmbH & Co. KG, Miillheim.

ND-1000 Spektrophotometer: Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte mit dem
Spektrophotometer des Typs ND-1000 der Firma NanoDrop®, Wilmington, USA.

Zentrifugation

Sigma 2K15: Fiir das Umpuffern der RCA |5 bzw. des anti-Prionprotein Antikorpers wurde die
Zentrifuge 2K15 von der Firma Sigma verwendet.

Eppendorfzentrifuge 5804R: Das Abzentrifugieren des Riickstandes nach der Fillung mit zert-
Butylmethylether erfolgte mit der Eppendorfzentrifuge 5804R der Firma Eppendorf, Leipzig.
Eppendorfzentrifuge 5415C: Nicht 16sliche Riickstande in NMR-Proben bzw. Proben fiir die
HPLC wurden zur weiteren Verwendung mit einem Zentrifugenfilter mit Hilfe der
Eppendorfzentrifuge 5415C abfiltriert. Als Filter wurden die Zentrifugenfilter SPIN-X der
Firma Vitaris, Baar verwendet.

Ultrafiltrationsmembran: Zum Umpuffern der RCA |y wurde das Ultrafiltrationsrohrchen
Centricon-10 (MWCO 10 kDa, regenerierte Zellulose) der Firma Millipore Corporation, USA,
verwendet. Fiir den anti-Prionprotein Antikdrper diente ein 4 mL-Ultrafiltrationsrdhrchen

Vivaspin (MWCO 30 kDa) der Firma Vivascience AG, Hannover.

Speedvac

SpeedVac SC110: Zur Gefriertrocknung von wissrigen Losungen diente die SpeedVac SC110
der Firma Savant, New York.

SpeedVac SPD121P: Peptidlosungen, die TFA enthielten, wurden mit der SpeedVac SPD121P
der Firma Savant, New York, USA, gefriergetrocknet.
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7.3 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV1: Fmoc-Abspaltung und Methylenfluoren-Monitoring

Zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wird das betreffende Harz in einer Glasfritte zweimal
mit je 2 mL eines Piperidin/DMF (1:4) Gemisches (deblock) versetzt und liber einen Zeitraum
von je 15 min geschiittelt. Zur Bestimmung der Kupplungsausbeute wird anschlieBend achtmal
mit je 2 mL DMF gewaschen und die vereinigten Phasen je nach AnsatzgroBe 1:20, 1:10 oder
1:5 verdiinnt. Die Menge des abgespaltenen Methylenfluorens ldsst sich photometrisch durch
Messung der UV-Absorption bei einer Wellenlinge von 301 nm (e=7950 L-cm™ mol™)

ermitteln, so dass die Kupplungsausbeute bestimmt werden kann."*’

AAV2: Acetylierung

Zur Acetylierung der nicht umgesetzten Aminofunktionen (cappen) wird das Harz mit einem
Gemisch aus Essigsdureanhydrid und DMF im Verhéltnis 1:9 bedeckt und iiber einen Zeitraum
von ca. 30 min geschiittelt. AbschlieBend wird das Acetylierungsreagenz im Unterdruck

entfernt und das Harz ausgiebig mit DMF gewaschen.

AAV3: Manuelle Kupplung der Aminosiurederivate

Nach der Trocknung des Harzes im Hochvakuum wird abs. DMF zum Quellen auf das Harz
gegeben. Nach 10 min wird das DMF im Uberdruck entfernt. Die Aminosiure wird, falls
notwendig, mit Seitenkettenschutzgruppe als N-terminal geschiitztes Fmoc-Derivat im
vierfachen Uberschuss eingesetzt. Als Aktivator wird TBTU, als Base DIPEA verwendet und
jeweils im fiinffachen Uberschuss hinzugesetzt. Die Reagenzien werden dazu in wenig DMF
gelost und nach einer Voraktivierungszeit von ca. 5 min dem Harz zugesetzt. Der
Schwierigkeit der jeweiligen Kupplung angepasst, wird die Reaktionsdauer variiert, und die
Kupplung gegebenenfalls wiederholt. Nach Beendigung einer Kupplung wird die

Reaktionslosung entfernt und mit DMF gewaschen.

AAV4: Abspaltung der Peptide von der Festphase und Entschiitzung der Seitenketten

Das Harz wird mit Isopropanol gewaschen, welches im Uberdruck entfernt wird. AnschlieBend
werden 4 mL Abspaltlosung bestehend aus TFA/TIPS/H,O (95:5:2) auf das Harz gegeben und
fiir eine Stunde geschiittelt. Die Losung wird in einem Kolben aufgefangen. Der Vorgang wird

einmal wiederholt. Der Riickstand wird in HO aufgenommen und lyophyllisiert.
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AAVS: Entschiitzung des Ny-Chitobiosylasparagin-Bausteines
Der Baustein wird eingewogen, mit 1 mL TFA/H,O im Verhéltnis 19:1 versetzt und iiber einen
Zeitraum von 20 min geschiittelt. AnschlieBend wird das Reaktionsgemisch im

Olpumpenvakuum getrocknet, und nach zwei Stunden wird dreimal mit Toluol codestilliert.

AAV6: Kupplung des Ny-Chitobiosylasparagin-Bausteines

Zur Bausteinkupplung werden 1.2 eq frisch entschiitzter Baustein unter Stickstoffatmosphire
in wenig abs. DMF geldst und im N,-Gegenstrom auf das zuvor im Olpumpenvakuum
getrocknete Harz gegeben. Getrennt davon werden TBTU und DIPEA in abs. DMF gel6st und
dem Harz ebenfalls im Stickstoff-Gegenstrom hinzugesetzt. Dabei sollte das Verhiltnis
Baustein/Base/Aktivator 1:1.5:1.5 betragen. Es wird eine Zweifachkupplung durchgefiihrt,
wobei die Reaktionszeit je Kupplung ca. 12 h betrégt.

AAVT: Deacetylierung des Chitobiosylrestes am Harz

Das im Olpumpenvakuum getrocknete Harz wird mit einem Gemisch aus Hydrazinhydrat und
abs. MeOH 1im Verhéltnis (1:5) im Stickstoff-Gegenstrom bedeckt und iiber einen Zeitraum
von sechs Stunden geschiittelt. Nach Beendigung der Reaktion wird das Harz griindlich mit

DMF, 2-Propanol und Dichlormethan gewaschen und anschlieend getrocknet.

AAVS: Aufreinigung der Peptide bzw. der Glycopeptide mittels RP-HPLC

Es werden max. 5-10 mg Rohsubstanz in 1 mL eines Gemisches aus H,O und MeCN (95:5) +
0.1% TFA suspendiert. Die Suspension wird iiber einen Zeitraum von 2 min gevortext und
anschlieBend flir 10 min im Ultraschallbad homogenisiert. Nichtlosliche Riickstdnde werden
mittels Zentrifugenfilter abfiltriert.

Die klare Losung wird tliber eine 1 mL Probenschleife auf die Trennsdule gegeben. Je nach
Menge des aufzutrennenden Gemisches wird eine semipréperative oder priparative C18 Saule
verwendet. Als Laufmittelsystem wird ein entgastes Gemisch aus 95% Reinstwasser + 5%
MeCN + 0.1% TFA (Eluent A) und ein Gemisch aus 95% MeCN + 5% Reinstwasser + 0.1%
TFA (Eluent B) verwendet. Die Gradienten der Elution lassen sich iiber die Anzahl der
Sdulenvolumina  (column  volume, CV) bestimmen, innerhalb derer sich ein
Mischungsverhéltnis der beiden Eluenten einstellen soll. Eluiert wird bei Raumtemperatur und
einer Flussrate von 5 mL/min (semiprdparative Sdule) oder 20 mL/min (priparative Séule).

Die Detektion erfolgt photometrisch bei einer Wellenldnge von 215 oder 280 nm. Mittels
MALDI-TOF-Massenspektrometrie werden die peaks des erhaltenen Chromatogramms den

Massen der Produkte zugeordnet. Die getrennt gesammtelten Fraktionen der einzelnen Liufe,
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die das gleiche Produkt enthalten, werden zusammengegeben. Die vereinten Phasen werden

dann zunédchst am Rotationsverdampfer eingeengt und abschlieBend gefriergetrocknet.

AAV9: CCA-Matrix

Es wird eine gesittigte Losung von a-Cyano-4-hydroxyzimtsidure in H,O (bidest)/MeCN im
Verhiltnis (2:1) + 0.1% TFA hergestellt. Dazu wird die Suspension zwei Minuten gevortext,
fiir flinf Minuten ins Ultraschallbad gestellt und abschlieBend zentrifugiert.

AAV10: DHB-Matrix
Zur Herstellung der DHB-Matrix werden 10 mg 3,5-Dihydroxybenzoesdure in 1 mL eines

Gemisches aus Wasser (bidest) und Ethanol im Verhiltnis (1:1) gelost.

AAV11: Vorbereitung der Proben fiir die Aufnahme der MALDI-TOF-Spektren
Die zu untersuchende Substanz, deren Konzentration ca. 10 pmol/uL betragen sollte, wird

zusammen mit der Matrix (siche AAV9 und AAV10) auf dem Probenteller auskristallisiert.

AAV12: Vorbereitung der NMR-Proben

Zur Charakterisierung der Peptide wird eine Losung der zu untersuchenden Substanz in
H,0/D,0 (9:1) hergestellt und auf pH 3-3.5 mit TFA eingestellt.

Die STD-Experimente mit dem Prionprotein wurden in einer deuterierten Acetat-Pufferlosung
durchgefiihrt bei pH 4.5. Die "F{'H}-STD-Experimente erfolgten in einer TBS- oder PBS-
Puffer-Losung bei pH 7.4. Dazu wird das jeweilige Aliquot des Peptids im Puffer
aufgenommen 2 min gevortext, liber einen Zeitraum von ca. 10 min im Ultraschallbad
homogenisiert und anschlieBend mit einem Zentrifugenfilter filtriert.

Auf gleiche Weise wurde mit den Proteinen verfahren. Die Proteinldsungen wurden stets
wihrend der Bereitung der NMR-Proben unter Eiskiihlung verwahrt.

Alle NMR-Proben wurden nach der Zusammengabe der Komponenten 2 min gevortext, fiir ca.

10 min im Ultraschallbad homogenisiert und abschlie8end mittels Zentrifugenfilter filtriert.

Umpuffern der RCA 2 und des anti-Prionen-Antikorpers

RCAp: Die RCAjy liegt herkommlich als Losung in PBS-Puffer in H,O vor, wobei die
Protein-Konzentration 5 mg/mL betrdgt. Zum Umpuffern der RCAj, fiir NMR-Experimente
wird ein PBS-Puffer in D,0 angesetzt und auf den pH-Wert 7.4 eingestellt. Dieser Puffer dient
als Basislosung. Fir das Umpuffern der Proteinlosung wird ein Centricon-10
Ultrafiltrationsrohrchen (MWCO 10 kDa) zunidchst iiber Nacht in H,O (bidest) belassen und

anschlieend zweimal bei 20 °C und 6000 Umdrehungen/min mit D,O danach dreimal mit der
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Basislosung gespiilt, um Glycerin aus der Membran zu entfernen. 500 uL der kommerziell
erwerblichen Proteinlosung werden dann bei 20 °C und 6000 Umdrehungen/min auf ein
Retentatvolumen von 200-300 pL konzentriert. Das Ultrafiltrationsrohrchen wird achtmal mit
dem deuterierten PBS-Puffer auf 2 mL aufgefiillt und die Ldosung jeweils auf 200-300 uL
konzentriert. Nach der letzten Zentrifugationsrunde verbleiben 700 uL, die in ein
Eppendorftube tberfiihrt wurden. Unter der Annahme, dass das gesamte Protein erhalten
wurde, betrigt die Konzentration der auf diese Weise erhaltenen Stammldsung 30 uM.

Monoklonaler anti-PrP-Antikérper: Der monoklonale anti-human Prionprotein Antikodrper
15B6 liegt als eine Losung von 100 pg in 50 uL PBS-Puffer vor. Zum Umpuffern des
Antikorpers wird HEPES-P-Puffer angesetzt, der als Basislosung diente. Zunédchst wird ein
Ultrafiltrationsrohrchen (MWCO 30 kDa) achtmal mit je 3 mL H,O (bidest) bei 10 °C und
2500 Umdrehungen/min gespiilt. Abschlieend wird der Vorgang zweimal mit der Basisldsung
wiederholt. 25 pL der Antikérper-Losung werden nun aufgegeben und das Volumen auf 3 mL
mit HEPES-P-Puffer aufgefiillt. Bei 2500 Umdrehungen/min wird die Losung auf 200-400 pL
konzentriert. Dieser Zyklus wird fiinfmal wiederholt, bis schlieBlich 666 uL der umgepufferten
Losung verbleiben. Unter der Annahme, dass der Antikdrper vollstindig zuriickgewonnen
wird, ergibt sich bei einem angenommenen Molekulargewicht von 150 kDa eine Antikdrper-

Konzentration von 500 nM.

7.4 Peptidsynthesen

7.4.1 Automatisierte Peptidsynthesen

Die Peptidsynthese der im Verlauf der Arbeit dargestellten Peptide erfolgte weitestgehend
vollautomatisch ausgehend vom C-Terminus an der Festphase nach Fmoc-Strategie. Als feste
Phase wird dazu das Fmoc-geschiitzte Polyethylenglycol-Polystyrol-Harz (PEG-PS-Support)
mit Peptidamid-Linker (PAL) verwendet. Als Aminosduren dienen die Fmoc-geschiitzen L-
Aminosiurederivate, die im vierfachen Uberschuss eingesetzt werden, und deren funktionelle
Gruppen an den Seitenketten durch entsprechende Schutzgruppen blockiert sind (siehe
Abkiirzungsverzeichnis). Als Aktivator dient TBTU, und als Base wird DIPEA verwendet.
Sowohl Aktivator als auch Base werden jeweils im fiinffachen Uberschuss eingesetzt.

Die Synthese beginnt mit dem Quellvorgang des Harzes, wobei DMF als Quellmedium dient.
Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgt innerhalb von 10 min mit einem Gemisch aus

Piperidin/DMF (1:4). AnschlieBend wird griindlich mit DMF gewaschen. Es werden je drei
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Kupplungsschritte durchgefiihrt, wobei Aminosdure, Aktivator und Base als Losung in DMF
auf das Harz gegeben wird. Die Reaktionszeiten eines Kupplungsschrittes betragen im
allgemeinen 30 min, 60 min und 90 min. Bei schwierigen Kupplungen, bei denen eine geringe
Reaktionsausbeute bereits bekannt ist, werden die Reaktionszeiten gegebenenfalls auf dreimal
120 min verladngert. Im letzten Schritt des Synthesezyklus werden nicht umgesetzte, freie
Aminofunktionen mit einer 10%-igen Essigsdureanhydrid-Losung in DMF acetyliert (capping-
Schritt). Die Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe Ileitet einen neuen
Reaktionszyklus ein. Nach Beendigung der Peptidsynthese wird die N-terminale Fmoc-
Schutzgruppe abgespalten, der N-Terminuns aber nicht acetyliert. Die Abspaltung der Peptide
vom Harz und die Entschiitzung der Aminosdureseitenketten wird in einer Ldsung von

Trifluoressigsdure/TIPS/H>O im Verhiltnis 95:5:2 durchgefiihrt.

7.4.2 Synthese am Syntheseroboter Advanced ChemTech MOS 469 (2.

Parallelsynthese und Reinigung der Peptide 1-28

Die Peptide 1-28 wurden im Parallelsynthesesystem vollautomatisch in 20 pmol Ansétzen
dargestellt. Das Harz wird in dquivalenter Menge in einen Reaktionsblock eingewogen. Von
den Aminoséduren, Aktivator und Base wird je eine 0.5 M Losung in DMF hergestellt und den
daflir vorgesehenen Behiltern bereit gestellt. Sowohl Fmoc-Abspaltung als auch Wasch-,
Kupplungsschritt und Acetylierung der nicht umgesetzten, freien Aminofunktionen erfolgen
nach einem Standard-Reaktionsprotokoll, das im Anhang beispielhaft aufgefiihrt ist. Auf eine
Bestimmung des Fmoc-Wertes zur Ermittlung der Rohausbeute wurde zugunsten der
Einfachheit der vollautomatischen Abspaltung verzichtet. Fiir den Abspaltvorgang der Peptide
vom Harz wird das Harz in einen speziellen Abspalt-Reaktionsblock iiberfiihrt. Die
synthetisierten Peptide werden in dem Abspaltblock als TFA-Losung in Nalgenfldschen
aufgefangen. Auch fiir die TFA-Abspaltung ist im Anhang ein Standardprotokoll angegeben.
Die TFA wird im Vakuum entfernt und das Rohprodukt lyophyllisiert.

Auf das lyophyllisierte Rohprodukt werden je 3 mL fert-Butylmethylether gegeben, 2 min
gevortext und 5 min im Ultraschallbad verweilt. Die Losungen werden iiber Nacht bei -18 °C
auskristallisiert. Dann wird bei —9 °C und 5000 U/min zentrifugiert. Der organische Uberstand
wird vorsichtig entfernt, und der Vorgang wiederholt. Auf den =zuriickbleibenden,
vorgereinigten Feststoff wird nun je 1 mL eines Gemisches aus H,O (bidest), Acetonitril und
TFA im Verhéltnis 95:5:0.1 gegeben, 2 min gevortext und 10 min im Ultraschallbad
homogenisiert. Es wird bei 20 °C und 5000 U/min zentrifugiert. Die iiberstehende Losung wird

abgenommen, lyophillisiert und die Ausbeute ermittelt. Die Bestimmung der Reinheit der auf
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diese Weise aufgereinigten Produkte erfolgt mittels LC-ESI-MS. Sowohl die Ausbeute als
auch die Reinheit der Peptide sind in Tabelle 15 angegeben.

Tabelle 15: Ausbeuten, Reinheiten und Molekulargewichte der parallel synthetisierten Peptide 1-28
nach dem Ausschiutteln mit tert-Butylmethylether und anschlieRender Aufnahme in H,O/MeCN (95:5) +
0.1% TFA. 'Die Ausbeuten sind in bezug auf die ermittelten Reinheiten angegeben. n.b. nicht bestimmt.

Peptide Sequenz Fragment Reinheit | Ausbeute | Ausbeute |Molmasse
[%] [mg] [%]' [g/mol]
1 VVGGLGGY V121-T128 100 12.7 88 719.39
2 LGGYMLGS L125-S132 93 10.8 53 795.38
3 MLGSAMSR M129-R136 60 17.3 61 850.41
4 AMSRPIIH A133-H140 73 9.2 36 922.51
5 PIIHFGSD P137-D144 42 2.0 5 883.45
6 FGSDYEDR F141-R148 n.b 11.5 n.b. 986.41
7 YEDRYYRE Y145-E152 49 14.5 30 1191.52
8 YYRENMHR Y149-R156 47 20.8 36 1166.53
9 NMHRYPNQ N153-Q160 88 4.5 19 1057.48
10 YPNQVYYR Y157-R164 86 13.9 54 1100.53
11 VYYRPMDE V161-E168 71 6.3 21 1070.48
12 PMDEYSNQ P165-Q172 41 1.3 3 981.38
13 YSNQNNFV Y169-V176 97 8.7 43 983.44
14 NNFVHDSV N173-V180 68 1.1 41 929.44
15 DSVNITIK D178-K185 >95 10.8 61 887.51
16 ITIKQHTV 1182-V189 83 10.4 46 937.58
17 QHTVTTTT Q186-T193 4 15.4 3 886.47
18 TTTTKGEN T190-N197 45 16.5 44 849.43
19 FTETDVKM F198-M205 93 9.1 44 968.48
20 DVKMMERV D202-V209 7 9.0 34 1005.52
21 MERVVEQM M206-M213 92 5.3 24 1019.49
22 VEQMSITQ V210-Q217 86 8.6 40 933.46
23 ITQYERES 1215-S222 83 5.3 22 1023.49
24 ERESQAYY E219-Y226 19 4.7 4 1043.46
25 QAYYQRGS Q223-8230 40 9.3 19 970.46
26 QRGSSMVL Q227-1.234 n.b. 13.3 n.b. 875.46
27 SMVLFSSP S231-P238 95 5.1 28 865.43
28 FSSPPVIL F235-L242 91 5.8 31 857.49

Fiir die ESI-MS-Analyse wird eine Losung von 100 pg/uL zu untersuchende Substanzmenge in
H,O/MeCN (95:5) + 0.02% TFA hergestellt. 20 uL der klaren Losung werden iiber eine

Probenschleife auf eine analytische C18 Saule gegeben. Als Losungsmittelsystem wird ein
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entgastes Gemisch aus 95% Reinstwasser + 5% MeCN + 0.02% TFA (Eluent E) und ein
Gemisch aus 95% MeCN +5% Reinstwasser + 0.02% TFA (Eluent F) verwendet. Das
Peptidgemisch wird mittels HPLC aufgetrennt und ein Teil der Eluats wird zum ESI-
Massenspektrometer weitergeleitet, so dass die peaks des HPLC-Chromatogramms den
Massen zugeordnet werden konnen. Zur Bestimmung der Reinheit werden die lonenstrome der
Massen der verschiedenen Komponenten integriert und ins Verhéltnis zueinander gesetzt.
Diejenigen Peptide, die eine Reinheit von unter 80% aufwiesen, sowie Peptid 15 wurden
mittels RP-HPLC aufgereinigt (AAVS). Die Ausbeuten der Produkte nach der Reinigung sind
in der folgenden Tabelle aufgefiihrt.

Tabelle 16: Ausbeute der Peptide nach der Aufreinigung mittels RP-HPLC.

Ausbeute Ausbeute

[mg] [%]
3 5.15 30
4 2.72 15
5 0.51 3
6 1.43 7
7 0.10 0.4
8 1.04
11 1.94
14 0.29 2
15 10.8 61
18 1.03 6
20 0.35 2
24 0.04 0
25 0.26 1

7.4.3 Synthesen am Peptidsynthesizer Pioneer Peptide Synthesis System

Fiir den Peptidsynthesizer wird das Harz in eine Stempelsdule gegeben, und die Aminosiduren
werden je nach Kupplungszahl gegebenenfalls mehrfach in Reagenzglidser im vierfachen
Uberschuss abgewogen. Aktivator und Base werden als 0.5 M Losung bereitgestellt. Zum
Quellen des Harzes wird DMF iiber einen Zeitraum von einigen Minuten kontinuierlich durch
die Saule gepumpt. Es wird die Fmoc-Schutzgruppe abgespalten, wobei die Fmoc-Werte
online wihrend der Synthese photometrisch gemessen werden. Anschliefend wird die im
néchsten Schritt zu kuppelnde Aminosdure in DMF geldst und zyklisch mit Aktivator und Base
durch die Sédule gepumpt. Zum Abschluss des Kupplungszyklus wird ein capping-Schritt
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durchgefiihrt. Da die Fmoc-Werte relativ unprédzise sind, wird die Fmoc-Gruppe der
N-terminalen Aminosdure am Peptid belassen und manuell abgespalten (AAV1). Die
Abspaltung des Peptids vom Harz und die Entschiitzung der Aminoséureseitenketten mit 95%-

iger TFA erfolgt ebenfalls manuell (AAV4).

Synthese des 12er Peptids YYRENMHRYPNQ (29)

Die Darstellung des 12er-Peptids erfolgte beginnend beim C-Terminus vollautomatisch in
einem 50 umol Ansatz am Festphasenpeptidsynthesizer. Es wurden Dreifachkupplungen
durchgefiihrt, bei denen die Reaktionszeiten der ersten Kupplung 30 min, die der zweiten
60 min und die der letzten 90 min betrug. Nach Beendigung der Synthese am Synthesizer
wurde das Harz in eine Glasfritte tiberfiihrt und die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe manuell
abgespalten. Der Fmoc-Wert der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe ergab eine Rohausbeute
von 38 umol entsprechend einer Rohausbeute von 78%. Das Peptid sowie die
Seitenkettenschutzgruppen wurden mit TFA abgespalten, und das Rohprodukt lyophyllisiert.
Nach der Aufreinigung des Peptids mittel RP-HPLC wurden 9.5 mg (5.7 umol) gereinigtes
Produkt erhalten. Die Gesamtausbeute betrug damit 11%. (AAV1/4/8)

Synthese von des unglycosylierten Referenzpeptids TTKGENFTET (31)

Die Synthese des Peptids wurde vom C-Terminus ausgehend an einem vollautomatischen
Festphasenpeptidsynthesizer durchgefiihrt. Die Ansatzgrof3e betrug 50 pumol. Jede Aminosédure
wurde dreimal gekuppelt, wobei jeder Kupplungsschritt 120 min betrug. Aminoséure,
Aktivator und Base wurden in den unter Abschnitt 7.4.1 beschriebenen Uberschiissen
eingesetzt. Die Fmoc-Wertbestimmung der N-terminalen Schutzgruppe ergab eine Stoffmenge
von 35 umol entsprechend 70% Ausbeute bezogen auf einen 50 umol Ansatz. AnschlieBend
wurde das Peptid vom Harz und die Seitenkettenschutzgruppen mit TFA abgespalten und das
Produkt gefriergetrocknet (AAV1/4). Die Aufreinigung des Lyophyllisats erfolgte mittels
HPLC (AAVS). Es wurden 33.2 mg gereinigtes Produkt erhalten. Dies entspricht bei einer
Molmasse von 1125.53 g/mol einer Stoffmenge von 29.5 pumol und damit einer Ausbeute von

58% bezogen auf die theoretische Ausbeute eines 50 pmol-Ansatzes.

Synthese des Glycopeptids TTKGEN|[B-D-GlcNAc-(1-4)-B-D-GIcNACc]FTET (32)

Vom C-Terminus ausgehend erfolgten die Kupplungen der ersten vier Aminosduren bis zur
Glycosylierungsstelle am vollautomatischen Festphasenpeptidsynthesizer. Dabei wurde ein auf
50 pmolAnsatz gewihlt. Jede Aminosiure wurde dreimal mit den iiblichen Uberschiissen

gekuppelt, wobei jeder Kupplungsschritt 120 min betrug. Nach Beendigung der ersten
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Teilsynthese wurde das Harz in eine Glasfritte tiberfiihrt und das Harz {iber mehrere Stunden
im Hochvakuum getrocknet. Die Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe ergab eine
Rohausbeute von 45 pmol entsprechend 90% beziiglich eines 50 umol Ansatzes (AAV1).

Fiir die Kupplung des Fmoc-geschiitzten Ny-Chitobiosylasparagin-Bausteins wurde letzterer
mit TFA entschiitzt (AAVS5) und dann direkt im Anschluss manuell nach Arbeitsvorschrift
AAV6 unter Ny-Bedingungen an das Peptid gekniipft. Nach der Acetylierung nicht
umgesetzter Aminofunktionen ergab die Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe
eine noch verbleibende Stoffmenge von 13.1 pumol (AAV2/1) entsprechend einer Ausbeute
dieses Kupplungsschrittes von 90%.

Die Kupplungen der restlichen Aminosduren wurden am Peptidsynthesizer in gewohnter Weise
durchgefiihrt. Es wurde dreimal mit einer Reaktionszeit von jeweils 120 min. gekuppelt. Die
Deacetylierung der Hydroxyl-Gruppen des Zuckers wurde nach AAV7 durchgefiihrt. Die
Fmoc-Wert Bestimmung ergab eine Ausbeute von 7 umol entsprechend 54%. Nach
Aufreinigung mittels RP-HPLC (AAVS8) wurden 9 mg entsprechend einer Gesamtausbeute von
11% gereinigtes Produkt 32 erhalten.

Synthese des Fluorderivats (10a)

Das Peptid 10a wurde vollautomatisch am Peptidsynthesizer in einem 50 pmol-Ansatz
dargestellt. Es wurden im allgemeinen Dreifachkupplungen vorgenommen, wobei die
Kupplungszeiten jeweils 30 min, 60 min und 90 min betrugen. Lediglich die Ankniipfung von
4-Fluorphenylalanin erfolgte iiber eine Zweifachkupplung mit jeweils 120 min Reaktionsdauer.
Nach der Reinigung des Peptids mittels RP-HPLC (AAVS) wurden 15.9 mg gereinigtes

Produkt 10a erhalten. Dies entspricht einer Gesamtausbeute von 29%.

Manuelle Synthese des 3er Peptids RYP (30)

Das 3er Peptid 30 wurde in einem 50 pmol Ansatz manuell synthetisiert. Es wurden jeweils
Zweifach-Kupplungen durchgefiihrt, wobei die Reagenzien in den iiblichen Uberschiissen
eingesetzt wurden. Die Reaktionsdauer des jeweils ersten Kupplungszyklus betrug ca. 4 h, die
des zweiten 12 h. Freie, nicht umgesetzte Aminofunktionen wurden gecappt. Vor jedem
Kupplungszyklus wurde die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe abgespalten, der Fmoc-Wert aber
nicht bestimmt (AAV1/2/3). Die Abspaltung des Peptids vom Harz und der
Seitenkettenschutzgruppen erfolgte mittels TFA (siche AAV4). Nach der Aufreinigung des
Peptids mittels RP-HPLC (AAVS8) wurden 17.7mg (41 umol) entsprechend einer

Gesamtausbeute von 82% erhalten.
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Manuelle Synthese des Fluorderivats (9a)
Die Darstellung des Peptids 9a erfolgte in einem 30 pmol-Ansatz analog zu der oben
beschriebenen Synthese von 30. Es wurden 15.6 mg (entsprechend einer Gesamtausbeute von

49% gereinigtes Produkt 9a erhalten.

Manuelle Synthese des Fluorderivats (9b)
Das Peptid 9b wurde in einem 30 pmol-Ansatz analog zu der oben beschriebenen Synthese
von 30 synthetisiert. Es wurden 15.1 mg gereinigtes Produkt 9b erhalten, was einer

Gesamtausbeute von 45% entspricht.

7.5 SPR-Experimente

Immobilisierung des Proteins auf dem Sensorchip

Die SPR-Messungen erfolgten an einem BIACORE 3000 Gerdt mit einem CM5-Chip. Als
Puffer diente der kommerziell erhiltliche HEPES-P-Puffer, der jeweils vor Beginn der
Messreihe iiber einen Zeitraum von 10 min entgast wurde.

Fir die SPR-Studien wurde das Prionprotein rhPrP(23-231) der Firma Calbiochem
immobilisiert. Dazu wurde der Chip iiber einen Zeitraum von 7 min bei einer Flussrate von
5 uL/min mit einer frisch angesetzten Losung aus 0.05 M NHS und 0.2 M EDC (1:1) aktiviert
(Befehl: Quickinject). Zur Immobilisierung des Proteins wurde die handelsiibliche PrP-Losung
von 5 ug/mL (ca. 83 uM) in 10 mM Acetatpuffer (pH 4,5) so verdiinnt, dass eine 1 uM
Proteinlosung resultierte. Die Belegung des Chips erfolgte mit dem Befehl Manual Inject
portionsweise in 1 pL-Schritten auf der Messzelle oder wahlweise mit dem Befehl Quickinject
mit 5 pL bei einer Flussrate von 5 pL/min. Nach Beendigung der Belegung wurden
verbliebene, nicht belegte Carboxymethylgruppen der Mess- und Referenzzelle gecappt. Dazu
wurden die Flusszellen fiir 7 min mit einer 1 M Ethanolamin-Losung bei einer Flussrate von
5 uL/min iiberstromt. Die Belegung des Chips wurde iiber die Differenzbildung der RU-Werte
nach der Aktivierung mit NHS und EDC und nach dem capping mit Ethanolamin ermittelt.

Um zu iiberpriifen, ob die synthetisierten Peptide an dem globuléren oder am flexiblen Teil des
Prionproteins binden, wurde ein Chip (Chip 3) auf der Messzelle 2 mit thPrP(23-231) und auf
der Messzelle 3 mit dem Protein-Fragment rhPrP“(90-231) belegt. In der folgenden Tabelle

sind die fiir die vorliegende Arbeit verwendeten Chips mit ihren Belegungen aufgefiihrt:



EXPERIMENTELLER TEIL 123

Tabelle 17: Chips und deren Belegungen. 1Belegung der Flusszelle 2; 2Belegung der Flusszelle 3.

RU-Wert |Bindungsstellen [fmol ] | Durchgefiihrte Messungen
Chip 1 3427 143 -Screening der Bibliothek
27587 115 -Konzentrationsreihen von 1-3, 8-10 und 28
Chip 2 3587 149 Konzentrationsreihen von 9a, 9b, 10a, 31 und 32
Chip 3 6760" 280 -Konzentrationsreihen von 29 und 30
2197° 129 -Vergleich zwischen den verschiedenen PrP-
Fragmenten PrP(23-231) und PrP(90-231)

SPR-Messungen

Fiir alle Messungen wurden die Peptidldsungen im jeweils fiir die Messungen verwendeten
HEPES-P-Puffer hergestellt. Nicht 16sliche Riickstinde wurden iiber einen Zentrifugenfilter
abfiltriert. Fiir jeden Messzyklus wurden die Peptidlosungen iiber einen Zeitraum von 5 min
und einer Flussrate von 10 pL/min mit dem Befehl Quickinject injeziert. Nach der Injektion
wurde gewartet, bis die Basislinie wieder erreicht war.

Fiir das screening der Peptidbibliothek wurden von den Peptiden 500 uM Ld&sungen
hergestellt. Die Messungen erfolgten mit dem Chip 1 bei einer Belegung von 115 fmol. Die
Konzentrationsreihen der Peptide 1, 2, 3, 8, 9, 10 und 28 wurden mit dem gleichen Chip
durchgefiihrt. Vor der Messung wurde die Aktivitit des Chips mit der Verbindung 10 bei einer
Konzentration von 500 uM auf 48% der vorherigen Aktivitit bestimmt. Die
Konzentrationsreihen der Fluorderivate 9a, 9b und 10a sowie die des unglycosylierten
Referenzpeptids 31 und des Glycopeptids 32 erfolgten mit dem Chip 2 bei einer Belegung
149 fmol. Die Untersuchungen der Peptide 29 und 30 hinsichtlich ihrer Bindungseigenschaften
gegenliber den Fragmenten PrP(23-231) und PrP(90-231) wurden mit dem Chip 3
vorgenommen. In der Tabelle 18 sind die Konzentrationen, die fiir die einzelnen Peptide

vermessen wurden, zusammengestellt.
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Tabelle 18: Peptide und die jeweils untersuchten Konzentrationen. 'Es wurde eine Doppelbestimmung
durchgefiihrt.
Peptid | Konzentrationen [uM]

1 50, 100, 250, 500
50, 100, 250, 500
20, 50, 100, 250, 500
10", 20", 50, 100", 250"
2,5, 10, 20, 50, 100
9a [10',20",50", 100", 250", 400’
9b | 100, 120, 175, 250", 375
10 20,50, 100", 250", 500
10a |50', 100", 250", 500
28 |100, 250, 500
29 |25 50", 100", 150", 250, 500°
30 |150, 350, 500, 750, 1000°
31 |500', 750", 1000, 2000'
32 |10,50", 100, 250", 500, 750, 1000, 1500

© 00 W N

Da nach der Injektion der Peptide 9b und 10a die Basislinie auch nach langerer Wartezeit nicht
wieder erreicht wurde, wurde die Chipoberfliche mit einer wissrigen Losung aus 100 mM
H3PO, regeneriert. 5 ul. der Regenerationslosung wurden bei einer Flussrate von 10 uL/min

mit dem Befehl Quickinject injeziert.

7.6 Aggregationsassays

7.6.1 DLS-Messungen

Es wurden 5 mM Stammldsungen der zu untersuchenden Peptide in Acetat-Puffer (5 mM,
pH 5) angesetzt und die Losungen steril filtriert. Die DLS-Messungen erfolgten mit einem
Probenvolumen von 30 pL iiber einen Zeitraum von 20 - 40 s.

Fiir alle Messungen in Gegenwart des Proteins wurde die Proteinstammldsung zunichst {iber
einen Zeitraum von 45 min bei 4 °C und 14000 U/min zentrifugiert und die iiberstehende
Losung anschlieBend entnommen. Fiir alle Untersuchungen wurde das verkiirzte Fragment
thPrP“(90-231) verwendet.

Die Selbstaggregation der Peptide wurde jeweils anhand einer 5 mM Peptidlosung untersucht.
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In den Aggregations-Amplifikations-Tests, betrug die Konzentration des Protein 300 pM. Das
Peptid wurde dquimolar hinzugegeben, wobei das gesamte Probenvolumen 60 puL betrug. Das
Gemisch wurde bei 37 °C fiir 19 h inkubiert und anschlieBend vermessen.

Fiir die ersten Aggregations-Inhibitionsversuche wurde jeweils zu einer 300 pmolaren
Proteinlosung dquimolar Peptid hinzugegeben (zu einem Probenvolumen von 60 pL). Nach
einer Preinkubationszeit von 30 min bei 37 °C wurden dem Gemisch 15 - 20 mg Cu® zugesetzt
und somit die Aggregation eingeleitet. Die Proben wurden erneut bei 37 °C iiber einen
Zeitraum von 3 h inkubiert. Mit einer Proteinblindprobe wurde auf gleiche Weise verfahren.

In zweiten Inhibitionsassay wurden zu einer 210 pmolaren Proteinlosung 7 eq Peptid
(Probenvolumen 60 pL) gegeben und ansonsten die gleichen Arbeitsschritte durchgefiihrt wie
in den ersten Untersuchungen. Als zusitzliche Referenz diente eine Probe, in der zu dem
Protein Peptid 9 im siebenfachen Uberschuss gegeben, die Aggregation aber nicht durch

Zugabe von Cu’ eingeleitet wurde.

7.6.2 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Bestimmung der Proteinkonzentration erfolgte in den Aggregations-Amplifikations-
Versuchen durch Messung der UV-Absorption bei 280 nm jeweils vor und nach der
Inkubationszeit. Fiir die Konzentrationsbestimmung nach der Inkubationszeit wurde die Probe
liber einen Zeitraum von 45 min bei 4 °C und 14000 U/min zentrifugiert und 2 pL der
tiberstehenden Losung gemessen. Die Proteinkonzentration wurde dabei nicht absolut
bestimmt, sondern die erhaltenen Daten relativ zueinander in Beziehung gesetzt.

Die Proteinkonzentration nach den Aggregations-Inhibitions-Versuchen wurde mit Hilfe des
Bradford-Assays bestimmt. Dazu wurden die Proben wie gewohnt zentrifugiert und von den
tiberstehenden Losungen 5-, 10-, 20- und gegebenenfalls 40-fache Verdiinnungen in H,O
hergestellt. Zu jeweils 10 pL Losung wurden 300 pL. des Bradford-Reagenzes gegeben, fiir
10 min bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend die UV-Absorption bei 595 nm
bestimmt. Die Zuordnung der Proteinkonzentrationen erfolgte iiber Eichkurven von BSA und
Lysozym. Aus den Konzentrationen, die sich auf diese Weise ergaben, wurde dann jeweils der

Mittelwert gebildet.
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7.7 NMR-Experimente

Alle NMR Proben wurden entsprechend der Arbeitsvorschrift AAV12 vorbereitet.

7.7.1 STD-Experimente mit dem Prionprotein

Die STD-Bindungsstudien mit dem Prionprotein wurden im Acetat-Puffer pH 4.5 bei 305 K
am 500 MHz-Spektrometer mit einem inversen 5 mm Tripelresonanz-Probenkopf
durchgefiihrt. Die Ligandenkonzentration betrug jeweils 500 uM, die des Proteins 5 uM. Es
wurde ein Probenvolumen von 250 pL im 5 mm Shigemi-Réhrchen mit 8 mm Bodendicke
vermessen.

Die Spektren der Prion Protein-Blindprobe zur Ermittlung der erreichten Sittigung wurden mit
dem Pulsprogramm stdw52s2d.bc aufgenommen, das die Unterdriickung von zwei
Losungsmittelsignalen ermoglicht. Die Sittigung erfolgt dabei iiber eine Kaskade von
Gausspulsen iiber einen Zeitraum von 4 s mit einer Abschwichung der Pulsleistung von 40 dB,
wobei der Einstrahlpunkt der Sattigungspulse im Bereich von -0.1 bis -1 ppm variiert wurde.
Die Wasserunterdriickung wird tiber eine DPFGSE-Pulssequenz (double pulsed field gradient
spin echo) erzielt. Die Unterdriickung des Acetat-Signals erfolgt {iber einen zusétzlichen,
selektiven 180° Puls in den Gradientenechos. Fiir den selektiven 180°-Impuls wurde eine
Gaussfunktion verwendet, die beidseitig bei 20% der Amplitude trunkiert war. Der Puls wurde
mit einer Dauer von 4 ms und mit einer Abschwichung der Pulsleitung von 42 dB eingestrahlt.
Die Protein-Ligandproben wurden mit dem analogen Pulsprogramm stdw52ssl2d.bc
vermessen. Die Unterdriickung der Proteinsignale wird hier iiber einen zusitzlichen T,,-Filter
erreicht. Der Spinlock-Puls wurde in den STD-Experimenten iiber einen Zeitraum von 15 ms
bei einer Abschwichung der Pulsleistung von 20 dB eingestrahlt. Bei einer spektralen Weite
von 10 - 14 Hz wurden 16k - 32k Datenpunkte aufgenommen. Die Daten wurden mit einer
Linienverbreiterung von 1-3 Hz prozessiert. Die Bestimmung der absoluten STD% erfolgte
durch den Vergleich des STD-Spektrums mit dem durch das Pseudo-2D-Experiment
zuginglichen off-resonance Spektrum. Letzteres kann direkt als Referenzspektrum verwendet
werden, da es unter exakt den gleichen Bedingungen wie das STD-Spektrum aufgenommen

wurde.
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19F{IH}-STD Experimente

Alle PF-NMR Spektren wurden mit dem lH, 13C, 31P, Y QNP-Probenkopf am 500 MHz
Spektrometer bei 280 K aufgenommen. Das Probenvolumen war jeweils 550 pL. Die
Experimente mit dem RCA|y / Galactose-Testsystem 1 wurden in 10 mM PBS-Puffer,
diejenigen mit dem BSA/Tryptophan-Testsystem 2 in 10 mM Tris-d;-Puffer durchgefiihrt. Die
Sattigung der Proteinprotonen erfolgte wie gewohnt mit einer Kaskade von Gausspulsen, die
mit einer Abschwéchung der Pulsleistung von 40 dB im Testsystem 1 bei +0.2 ppm und im
Testsystem 2 bei -1.1 ppm eingestrahlt wurden. Die Séttigungszeit betrug im allgemeinen 2 s.
Die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten '’F-Pulsprogramme (stdsp SWITO 2.bc,
stdspfhig off 3.bc, stdspfluor2d.bc, stdspfhig 5 2d.bc, zgflgn noe cpd.bc) sind im Anhang
aufgefiihrt.

NMR-spektroskopische Charakterisierung der synthetisierten Peptide

Die NMR-Spektren zur Charakterisierung der synthetisierten Peptide wurden wahlweise am
500 MHz-Spektrometer mit einem inversen 5 mm Tripelresonanz Probenkopf oder am
700 MHz-Spektrometer mit einem 5 mm Tripelresonanz-Probenkopf mit bzw. ohne Cryo-
Technologie aufgenommen. Dazu wurden die Peptide in 550 - 600uL H,O/D,0 im Verhéltnis
9:1 aufgenommen, und der pH-Wert mit verdiinnter TFA auf 3.5 - 4 eingestellt. Die Zuordnung
der einzelnen Spinsysteme erfolgte mit einem 2D-TOCSY-Spektrum, das mit dem Standard-
Pulsprogramm mlevgpphl9 akquiriert wurde. Die TOCSY-Mischzeit betrug dabei 115 ms. Fiir
die sequenzielle Zuordnung wurde ein 2D-NOESY-Spektrum mit dem Pulsprogramm
ngptp19v9.mm aufgenommen, das liber den variablen delay v9 (5% der jeweiligen Mischzeit)
eine effektive Nullquantenunterdriickung erzielt.. Die Wasserunterdriickung wurde durch die
WATERGATE-Pulssequenz erreicht. Die 2D-Spektren wurden mit 256 Inkrementen in der F1-
Dimension aufgenommen. Bei einer spektralen Weite von 10 - 14 ppm wurden 4k Datenpunkte
pro Inkrement akkumuliert. Zur Prozessierung der Spektren wurde der FID mit einer um 30 -
45° verschobenen, quadratischen Sinusfunktion multipliziert. Zur Integration wurde weiterhin
ein 1D-'H-Presat-Spektrum mit dem Standard-Pulsprogramm zgpr aufgenommen, bei dem die

Wasserunterdriickung durch eine Vorséttigung des Wasser erreicht wird.
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7.8 Konformationsanalyse

7.8.1 NOESY-Spektren und Berechungen der NOE-Aufbaukurven

Die NOESY-Spektren des unglycosylierten Referenzpeptids 31 und des Glycopeptids 32
wurden mit dem Pulsprogramm ngptpl9v9.mm aufgenommen. Fiir beide Peptide wurden
NOESY-Spektren bei den Mischzeiten 50, 100, 200, 400, 800 und 1200 ms bei 276 K am
700 MHz-Spektrometer mit inversem 5 mm Tripelresonanz-Probenkopf ohne Cryo-
Technologie aufgenommen. Die Konzentration des Referenzpeptids betrug 20 mM, die des
Glycopeptids war 10 mM. Der pH-Wert beider Proben lag bei 4.

Zur Erstellung der NOE-Aufbauraten von 31 und 32 wurde das Programm AURELIA
verwendet. Die Multiplettmaxima jedes auszuwertenden Kreuzsignale wurden in den sechs
Spektren manuell gesetzt. Das segmentation level der Integration lag bei 0.7, d.h. nur die
oberen 30% jedes NOE-Kreuzsignals wurden beriicksichtigt. Die Feinheit der Segmentierung
wurde von 30 auf 50 erhoht. Die Startwerte fiir den anschlieBenden doppeltexponentiellen Fit
wurden auf p0 = 1.00, p1 = 0.1 und p2 = 2.0 gesetzt.

Die Berechnung der Protonendistanzen erfolgte aus den Anfangssteigungen der Aufbaukurven
durch Vergleich mit dem Referenzprotonenpaar F198-3/B". Der Abstand dieser beiden [3-
Protonen wurde auf 1.8 A festgelegt. Abstiinde, die sich aus Kreuzsignalen ergaben, die mehr
als zwei Protonen zuzuordnen waren, wurden mit einem Korrekturfaktor (Tabelle 2) berichtigt.
Es ergaben sich 42 interatomare Distanzen fiir das Referenzpeptid und 44

Interprotonenabstinde fiir das Glycopeptid Tabelle 5 und Tabelle 6.

7.8.2 Berechnung der ¢-Winkel

Fiir die Berechnung der ¢-Winkel wurden fiir 31 und 32 1D-'H-Presat-Spektren mit dem
Standardpulsprogramm zgpr bei einer spektralen Weite von 10 ppm aufgenommen. Aus den
Spektren wurden die *Ju no-Kopplungskonstanten des Fragments T192-T201 ermittelt. Da die
N-terminale Aminogruppe von T192 bedingt durch schnellen Austausch im Spektrum kein
Signal aufwies, konnte fiir diese Aminosdure kein ¢-Winkel bestimmt werden. Mit dem
Programm Excel wurden aus den Kopplungskonstanten iiber die Gleichung 9 Winkel
berechnet, wobei sich fiir eine Kopplungskonstante bis zu vier Winkel ergaben. Der Vergleich
der Winkel mit dem Ramachandran Plot ergab fiir jeden ¢-Winkel zwei mdgliche Werte.
Lediglich fiir G195, dessen NH-Proton im 'H-presat-Spektrum ein Triplett zeigte, konnte ein
¢-Winkel von -167° fiir 31 und -163° fiir 32 eindeutig bestimmt werden.
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7.8.3 DG-Rechnungen

Die aus den NOE-Aufbauraten berechneten distance range constraints wurden dem Programm
DYANA in Form von unteren und oberen Limits vorgegeben. Dazu wurde der fiir ein
Protonenpaar bestimmte Abstand jeweils um 5% vergroBert (upper limif) bzw. um 5%
vermindert (lower limit) (Tabelle 5 und Tabelle 6). Fiir Protonenpaare, zwischen denen keine
NOE-Kontakte bestanden, wurden keine negativen constraints gesetzt, d.h. auch fiir diese
Protonenpaare waren Abstinde unterhalb von 5 A erlaubt. Methylenprotonen wurden nicht
stereospezifisch zugeordnet, weswegen die Abstinde wie auch fiir Methylprotonen- und nicht
dispergierte Methylenprotonen zu NMR-Pseudoatomen definiert wurden. Die Winkelbeschrin-
kungen wurden in einem Bereich von + 15° um den tatséchlich iiber die Kopplungskonstanten
ermittelten Wert angegeben (Tabelle 7). Da eine Nomenklatur fiir die Zuckerprotonen im
Programm nicht implementiert ist, wurden die Strukturen fiir das Glycopeptid ohne die
Saccharid-Einheit gerechnet.

Es wurden jeweils 500 Strukturen unter Beriicksichtigung der distance und der dihedral angle
constraints berechnet. Aus diesen 500 Strukturen wurden jeweils die 100 besten ausgewihlt
und unter Verwendung der REDAC-Strategie erneut berechnet. Fiir beide Peptide wurden drei
REDAC-Zyklen durchgefiihrt, welche jeweils 150, 400 und 800 Schritte beinhalteten. Im
ersten Zyklus wurden dabei redundant dihedral angle constraints erzeugt, wenn die lokale
Abweichung kleiner als 0.4 A* war. Fiir die weiteren Zyklen wurden keine redundant dihedral
angle constraints generiert. Mit dem Programm SYBYL wurden dann jeweils die zehn besten

Strukturen iibereinander gelegt, wobei die Peptidbackbones als Ausrichtungsachse dienten.

7.8.4 Constrained MD-Simulation

Alle Molekiildynamik-Berechnungen wurden auf einer Octane-Workstation der Firma Silicon
Graphics mit dem SYBYL-Softwarepaket von Tripos durchgefiihrt. Die DY ANA-Strukturen,
mit der jeweils kleinsten farget function dienten als Startstrukturen fiir eine MD-Simulation. Im
Falle des Glycopeptids wurde das Saccharid nachtraglich manuell mit N197 so verkniipft, dass
die constraints zwischen Peptid- und Saccharid-Einheit bestmoglich erfiillt waren.

Die bestehenden Atomtypen wurden tiberpriift und korrigiert. Weiterhin wurde der C-Terminus
als Amid, der N-Terminus als NH;'-Gruppe, E196 und E200 als Glutamat und die
Aminogruppe der Seitenkette von K194 als NH; -Gruppe dargestellt. AnschlieBend wurden die
Ladungen mit Hilfe der Methode, die von Gasteiger und Marsili beschrieben wurde,
zugewiesen.”**  Die Strukturen wurden in 1000 Iterationsschritten im Vakuum

energieminimiert, und anschlieBend in Wasser (wat) mit dem Silverware-Algorithmus
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solvatisiert. Dabei wurde sichergestellt, dass die Wassermolekiile Ladungen trugen. Das
gesamte System wurde jeweils in 1000 Iterationsschritten energieminimiert. Vor der
eigentlichen constrained MD-Simulation wurden fiir beide Peptide zur Relaxation der
Wasserbox kurze constrained MD-Rechnungen (20 ps bei 300 K) vorgeschaltet. Die
Endstrukturen fungierten dann ihrerseits als Startstrukturen einer weiteren MD-Simulation iiber
einen Zeitraum von 300 ps bei 300 K. Das Integrationsintervall wurde auf 1 fs gesetzt, und alle
100 fs wurden die charakteristischen Daten der Simulation aufgezeichnet (Druck, Temperatur,
Dichte, Volumen, potentielle, kinetische und Gesamtenergie des Systems sowie Atomabstinde
und Torsionswinkel des Peptids).

Die Berechnungen erfolgten unter Beriicksichtigung der gleichen distance und angle
constraints, die schon fiir die DYANA-Berechnungen verwendet wurden. Die Abstinde
wurden dabei wie gewohnt als Bereich angegeben. Fiir die forsion constraints wurden
Gleichgewichtswinkel eingesetzt. Das Strafpotential fiir die Abstandsbeschrinkungen wurde
auf 20 kcal/molA? gesetzt, das der Winkelbeschrankungen betrug 0.05 oder 0.1 kcal/mol[°]*.
Die Anfangsgeschwindigkeiten waren nach Boltzmann gewichtet. Die Parameter der
Simulation sind in Tabelle 19 zusammengestellt. Abschliefend wurden die Endstrukturen in

1000 Iterationsschritten im Vakuum energieminimiert.

Tabelle 19: Startwerte der Molekulardynamik-Simulationen und Energien der jeweils energie-
minimierten Endstrukturen.

Parameter MD des MD des
Referenzpeptids Glycopeptids
Druck [atm] 8716 7807
Temperatur [K] 308 310
Dichte [g/ml] 1.34 1.35
Volumen [A%] 30124 36422
Anzahl der Wassermolekile 1315 1558
potentielle Energie [kcal/mol] -22065 -26948
kinetische Energie [kcal/mol] 3676 4517
Gesamtenergie [kcal/mol] -18389 -22432
Energie der minimierten Startstruktur [kcal/mol] 44 34
Energie der minimierten Endstruktur [kcal/mol] 20 14




EXPERIMENTELLER TEIL

131

7.9 Toxikologie und Handhabung der Chemikalien

Substanzname Gefahrensymbol R-Satze S-Satze
Aceton F 11 9-16-23.2-33
Acetonitril F, T 11-23/24/25 16-27-45
O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'- Xi 36/37/38 26-36
tetramethyluroniumtetrafluoro-
borat (TBTU)
tert-Butylmethylether F 11-66 16-23.2-29-33
Chloroform Xn 22-38-40- 36/37
48/20/22
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure Xn 20/21/22- 26-36
36/37/38
Dichlormethan Xn 40 23.2-24/25/36/37
2,5-Dihydroxybenzoeséaure - - 24/25
N,N-Diisopropylethylamin F,C 11-22-34-52/53 | 16-26-36/37/39-45-61
N,N-Dimethylformamid T 61-E20/21-36 53-45
Dimethylsulfoxid Xi 36/38 26
Essigsaure C 10-35 23.2-26-45
Essigsdureanhydrid C 10-20/22-34 26-36/37/39-45
Ethanol F 11 7-16
Methanol F, T 11-23/24/25- 7-16-36/37-45
39/23/24/25
Natriumazid TN 28-32-50/53 28.1-45-60-61
Piperidin F, T 11-23/24-34 16-26-27-45
2-Propanol F, Xi 11-36-67 (2-)7-16-24/25-26
Salzséure C 34-37 26-36/37/39-45
Trifluoressigsaure C 20-35-52/53 9-26-27-28.1-45-61
Triisopropylsilan Xi 10-36/37/38 26-36
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7.10 Charakterisierung der Peptide

Die Charakterisierung der im Rahmen der Arbeit synthetisierten Verbindungen erfolgte mittels
MALDI-TOF-MS und NMR-spektroskopisch am 500 MHz-Spektrometer in H,O/D,O (9:1)

bei den Peptiden, die sich als bindene Liganden des Prionproteins herausstellten.

Peptid 1: Val-Val-Gly-Gly-Leu-Gly-Gly-Tyr; (V121-Y128)
Molekulargewicht: 719.39 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 720.60 [M+H]"

Tabelle 20: 'H-NMR chemische Verschiebungen des Peptids 1 in ppm. Kalibriert wurde das Spektrum
auf HDO bei 4.7.

NH Ho Hp Hy Sonstige
V121 3.659 2.026 0.815
V122 8.478 3.961 1.870 0.795

G123 8.512 3.796

G124 8.131 3.780

L125 8.202 4.190 1.461 1.461 | H5 0.724

G126 8.409 3.741

G127 8.052 3.687

Y128 7.918 4.343 | 2.930/2.753 HJ 6.972; He 6.673; CONH, 7.423/6.970

Peptid 2: Leu-Gly-Gly-Tyr-Met-Leu-Gly-Ser; (L125-S132)
Molekulargewicht: 795.38 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 796.60 [M+H]"

Tabelle 21: "H-NMR chemische Verschiebungen des Peptids 2 in ppm. Kalibriert wurde das Spektrum
auf HDO bei 4.7.

NH Ho Hp Hy Sonstige

L125 4.681 1.621 1.621 | H5 0.847

G126 8.653 3.909

G127 8.246 3.881

Y128 8.029 4.452 2.884 Ho 7.017; He 6.736

M129 8.211 4.306 1.850 | 2.340 | He 1.963

L130 8.063 4.213 1.535 | 1.535 | H5 0.826

G131 8.358 3.880

S$132 8.092 4.321 3.778 CONH, 7.570/7.066
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Peptid 3: Met-Leu-Gly-Ser-Ala-Met-Ser-Arg; (M129-R136)
Molekulargewicht: 850.41 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 851.20 [M+H]"

Tabelle 22: "H-NMR chemische Verschiebungen des Peptids 3 in ppm. Kalibriert wurde das Spektrum
auf HDO bei 4.7.

NH Ha Hp Hy Sonstige

M129 3.853 1.882 | 2.311 | He 1.812

L130 8.558 4.128 1.362 | 1.362 | H5 0.626

G131 8.443 3.691

S132 8.048 4.154 | 3.592

A133 8.305 4.018 1.118

M134 8.106 4.155 1.753 | 2.296 | He 1.807

$135 8.080 4130 | 3.581

R136 8.182 4.020 1.611 1.420 | H8 2.923; He 6.951; CONH, 7.423 / 6.970

Peptid 8: Tyr-Tyr-Arg-Glu-Asn-Met-His-Arg; (Y149-R156)
Molekulargewicht: 1166.53 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 1168.00 [M+H]"

Tabelle 23: "H-NMR chemische Verschiebungen des Peptids 8 in ppm. Kalibriert wurde das Spektrum
auf HDO bei 4.7.

NH Ha Hp Hy Sonstige
Y149 3.872 2.817 Hb 6.509; He 6.804
Y150 8.358 | 4.225 | 2.595/2.679 Hb6 6.491; He 6.787
R151 7.973 | 3.830 1.368 1.176 | H5 2.845; He 6.871
E152 8.075 | 3.816 | 1.681/1.592 | 2.135
N153 8.375 | 4.308 2.506 H 6.715/7.419
M154 8.145 | 4117 | 1.695/1.614 | 2.189 | He 1.759
H155 8.347 | 4.336 2.931 HS 8.325; He 6.983
R156 8.191 3.984 1.456 1.342 | HG 2.899; He 6.942; CONH, 7.478/6.937
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Peptid 9: Asn-Met-His-Arg-Tyr-Pro-Asn-GIn; (N153-Q160)
Molekulargewicht: 1057.48 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 1158.50 [M+H]"

Tabelle 24: "H-NMR chemische Verschiebungen des Peptids 9 in ppm. Kalibriert wurde das Spektrum
auf HDO bei 4.7.

NH Ho Hp Hy Sonstige
N153 4.023 2.653 Hd 7.495/6.827
M154 8.592 4.159 1.695 2.217
H155 8.444 4.269 2.791 H& 8.247; He 6.696
R156 8.134 3.994 1.342 1.156 | HS 2.844; He 6.896
Y157 8.209 4.569 | 2.511/2.848 H& 6.909; He 6.515
P158 4117 2.011 1.727 | HS 3.559/3.445
N159 8.382 4.349 2.544 HS 7.455/6.731
Q160 8.110 3.996 | 1.697/1.860 | 2.079 | CONH, 7.336/6.650

Peptid 10: Tyr-Pro-Asn-GIn-Val-Tyr-Tyr-Arg; (Y157-R164)
Molekulargewicht: 1100.53 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 1101.94 [M+H]"

Tabelle 25: "H-NMR chemische Verschiebungen des Peptids 10 in ppm. Kalibriert wurde das Spektrum
auf HDO bei 4.7.

NH Ho Hp Hy Sonstige

Y157 4.242 | 2.766/2.934 H3 6.911; He 6.575

P158 4172 2.035 1.703 H5 3.480/3.179

N159 8.486 4.300 2.549 H3 7.431/6.736

Q160 8.019 3.903 | 1.480/1.591 1.864

V161 7.987 3.697 1.618 0.469/0.580

Y162 8.088 4.245 2.604 H3 6.748; He 6.462

Y163 8.010 4.190 2.631 H3 6.802; He 6.516

R164 8.002 3.861 1.508 1.296 H3 2.875; He 6.917;
CONH, 7.233/6.602
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Peptid 28: Phe-Ser-Ser-Pro-Pro-Val-lle-Leu; (F235-L242)
Molekulargewicht: 857.49 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 858.80 [M+H]"

Tabelle 26: 'H-NMR chemische Verschiebungen des Peptids 28 in ppm. Kalibriert wurde das Spektrum
auf HDO bei 4.7.

NH Ho HB Hy H&

F235 4212 | 3.118 HS 7.289 He, £ 7.194

S236 8.493 4.441 | 3.702

S237 8.317 3.798 | 3.680

P238 4.587 | 1.953 1.798 Ho 2.256

P239 4332 | 1.897 1.738 HS 2.151

V240 8.136 3.944 | 1.893 0.825

1241 8.224 4.071 1.744 | 1.365/1.069 | H50.781

L242 8.304 4.247 | 1.561 1.478 Ho 0.798; CONH; 7.474/6.951

Peptid 9a: Asn-Met-His-Arg-4-F-Phe-Pro-Asn-Gin; (N153-Q160)
Molekulargewicht: 1059.50 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 1060.90 [M+H]"

Tabelle 27: "H-NMR chemische Verschiebungen des Peptids 9a in ppm. Kalibriert wurde das Spektrum
auf HDO bei 4.7.

NH Ho Hp Hy Sonstige
N153 4.243 2.856 Hd 7.623/6.969
M154 8.703 4.371 1.909 2.438
H155 8.549 4.556 3.047
R156 8.230 4.195 1.575 1.403 | HS 3.061; He 7.077
4-F-F (Y157) 8.339 4.828 | 2.804/3.120 Hd 7.220; He 6.987
P158 4.347 2.222 1.950 | HS 3.748/3.613
N159 8.458 4.578 2.769 H& 7.565/6.864
Q160 8.222 4.232 1.929/2.084 | 2.299 | CONH, 7.449/6.768

YF_chemische Verschiebung bei 470 MHz: 1.253 ppm (referenziert auf Trifluorethanol).
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Peptid 9b: Asn-Met-His-Arg-4-CF;-Phe-Pro-Asn-Gin; (N153-Q160)
Molekulargewicht: 1109.50 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 1110.60 [M+H]"

Tabelle 28: 'H-NMR chemische Verschiebungen des Peptids 9b in ppm. Kalibriert wurde das Spektrum
auf HDO bei 4.7

NH Ho Hp Hy Sonstige
N153 4.243 | 2.866/2.868 Hd 7.623/6.960
M154 8.700 4.370 1.909 2.436
H155 8.517 4.528 3.023
R156 8.237 4.175 1.379 1.559 | H§ 3.059; He 7.072
4-CF;-F (Y157) 8.414 4919 | 2.905/3.220 Ho 7.564; He 7.408
P158 4.352 2.231 1.967 | H5 3.755/3.648
N159 8.491 4.574 2.758 H3 7.566/6.861
Q160 8.213 4.243 1.919/2.074 | 2.290 | CONH, 7.446/6.765

YF-chemische Verschiebung bei 470 MHz: 1.131 ppm (referenziert auf Trifluorethanol).

Peptid 10a: 4-F-Phe-Pro-Asn-GIn-Val-4-F-Phe-4-F-Phe-Arg; (N157-Q164)
Molekulargewicht: 1106.50 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 1107.30 [M+H]"

Tabelle 29: 'H-NMR chemische Verschiebungen des Peptids 10a in ppm. Kalibriert wurde das
Spektrum auf HDO bei 4.7.

NH Ho HB Hy Sonstige
4-F-F (Y157) 4.242 2.898/3.022 H3 7.139; He 6.935
P158 4.264 2.116 1.703/1.760 Hd 3.563/3.222
N159 8.494 4.430 2.633 Ho 7.484/6.790
Q160 8.165 4.074 1.671/1.744 | 2.008
V161 8.027 3.806 1.733 0.569/0.672
4-F-F (Y162) 8.194 4.372 2.767 HS 6.977; He 6.821
4-F-F (Y163) 8.118 4.313 2.789 Ho 7.016; He 6.878
R164 8.085 3.961 1.588 1.382/1.444 HS 2.984; He 7.017;

CONH, 7.335/6.703

YF_chemische Verschiebung bei 470 MHz: 1.119 ppm (referenziert auf Trifluorethanol).
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Peptid 29: Tyr-Tyr-Arg-Glu Asn-Met-His-Arg-Tyr-Pro-Asn-Gin; (Y149-Q160)
Molekulargewicht: 1668.74 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 1669.90 [M+H]"

Tabelle 30: 'H-NMR chemische Verschiebungen des Peptids 29 in ppm. Kalibriert wurde das Spektrum
auf HDO bei 4.7.

NH Ho HB Hy H5
Y149 3.950 3.976 H5 6.842; He 6.569
Y150 8.374 | 4.293 2.691 H5 6.828; He 6.551
R151 8.006 | 3.909 | 1.402/1.501 | 1.226 | Hg2.905; He 6.915
E152 8.100 | 3.901 | 1.636/1.753 | 2.179

N153 8.389 | 4.382 2.547 HG 7.436/6.748
M154 8.142 | 4155 | 1.655/1.771 | 2.243

H155 8.304 | 4.320 2.867 H& 8.298; He 6.793
R156 8.039 | 4.019 1.195 1.381 | H5 2.867; He 6.927
Y157 8.157 | 4.624 | 2.554/2.887 H5 6.940; He 6.560
P158 4.159 2.052 1.785 | H5 3.471/3.588
N159 8.389 | 4.382 2.607 HG 7.444/6.751
Q160 8.127 | 4.059 | 1.754/1.901 | 2.125 | CONH, 7.336/6.663

Peptid 30: Arg-Tyr-Pro; (R156-P158)
Molekulargewicht: 433.24 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 434.60 [M+H]"

Das Peptid 30 liegt als trans/cis- (30a/30b)-Isomerengemisch im Verhaltnis 2.2/1 vor.

Tabelle 31: 'H-NMR chemische Verschiebungen des Peptids 30a in ppm. Kalibriert wurde das
Spektrum auf HDO bei 4.7.

NH Ho Hp Hy Sonstige
R156 3.735 1.331 1.626 | HG5 2.934; He 6.977
Y157 8.651 | 4.663 | 2.730/2.866 H3 6.984; He 6.614
P158 4.098 2.024 1.715 | H5 3.609/3.257

Tabelle 32: 'H-NMR chemische Verschiebungen des Peptids 30b in ppm.

NH | Ha Hp Hy H5
R156 3.766 | 1.372 1.645 | Hs 2.962; He 6.977
Y157 8.595 |4.366 | 2.651/2.768 H3 6.900; He 6.626
P158 3.395 | 1.636 1.479 | H 3.255/3.100
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Peptid 31: Thr-Thr-Lys-Gly-Glu-Asn-Phe-Thr-Glu-Thr; (T192-T201)
Molekulargewicht: 1125.53 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 1126.55 [M+H]"

Tabelle 33: 'H-NMR chemische Verschiebungen des Peptids 31 in ppm, kalibiriert auf HDO bei 4.7.

NH Ha Hp Hy H5
T192 3.832 3.637 0.956
T193 | 8.779 | 4.324 4.091 1.148
K194 | 8.643 | 4.203 1.718 1.356 | H5 1.580; He 2.889; HC 7.521
G195 | 8596 | 3.875
E196 | 8.219 | 4.222 1.865 2.275
N197 | 8533 | 4.609 | 2.619/2.703 H3 7.339/6.635
F198 | 8.329 | 4.603 | 2.968/3.104 H3 7.265; He,(, 7.189
T199 | 8.154 | 4.217 4.075 1.101
E200 | 8.444 | 4.363 | 1.951/2.098 | 2.440
T201 | 8234 | 4.214 4.214 1.139 | CONH, 7.362/6.939

Peptid 32: Thr-Thr-Lys-Gly-Glu-Asn[f-D-GlcNAc-(1-4)-3-D-GlcNAc]-Phe-Thr-Glu-Thr;
(T192-T201)

Molekulargewicht: 1532.59 g/mol

MALDI-TOF (m/z): 1533.70 [M+H]"

Tabelle 34: 'H-NMR chemische Verschiebungen des Peptids 32 in ppm, kalibriert auf HDO bei 4.7.

NH Ha Hp Hy H5
T192 4.113 3.934 1.240
T193 | 8.779 | 4.327 4.093 1.142
K194 | 8.631 | 4.205 1.708 1.339 | H5 1.573; He 2.880; H( 7.517
G195 | 8579 | 3.877
E196 | 8.188 | 4.188 1.829 2.234
N197 | 8575 | 4.619 | 2.607/2.744
F198 | 8227 | 4579 | 2.978/3.095 H3 7.179; He,(, 7.275
T199 | 8.160 | 4.190 4.052 1.102
E200 | 8.430 | 4.328 | 1.943/2.081 | 2.411
T201 | 8.226 | 4.201 4.201 1.143 | CONH, 7.636/7.222
NH | NHAc 1 2 3 4 5 6a 6b
GIcNAC 8.672 | 8255 | 4.932 | 3.778 | 3.587 | 3.656 | 3.452 | 3.730 | 3.566
GlcNAc 8.503 | 4.502 | 3.682 | 3.482 | 3.655 | 3.411 | 3.846 | 3.389
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Peptid 4: Ala-Met-Ser-Arg-Pro-lle-lle-His; (A133-H140)
Molekulargewicht: 922.51 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 923.51 [M+H]"

Peptid 5: Pro-lle-lle-His-Phe-Gly-Ser-Asp; (P137-D144)
Molekulargewicht: 883.45 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 884.55 [M+H]"

Peptid 7: Tyr-Glu-Asp-Arg-Tyr-Tyr-Arg-Glu; (Y145-E152)
Molekulargewicht: 1191.52 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 1193.10 [M+H]"

Peptid 11: Val-Tyr-Tyr-Arg-Pro-Met-Asp-Glu; (V161-E168)
Molekulargewicht: 1070.48 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 1071.64.10 [M+H]"

Peptid 12: Pro-Met-Asp-Glu-Tyr-Ser-Asn-Gin; (P165-Q172)
Molekulargewicht: 980.38 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 981.38 [M+H]"

Peptid 13: Tyr-Ser-Asn-GIin-Asn-Asn-Phe-Val; (Y169-V176)
Molekulargewicht: 983.44 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 984.73 [M+H]"

Peptid 14: Asn-Asn-Phe-Val-His-Asp-Ser-Val; (N173-H180)
Molekulargewicht: 929.44 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 930.34 [M+H]"

Peptid 16: lle-Thr-lle-Lys-Glu-His-Thr-Val; (1182-H189)
Molekulargewicht: 937.58 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 938.66 [M+H]"

Peptid 17: Glu-His-Thr-Val-Thr-Thr-Thr-Thr; (Q186-Thr193)
Molekulargewicht: 886.47 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 887.70 [M+H]"

Peptid 18: Thr-Thr-Thr-Thr-Lys-Gly-Glu-Asn; (T190-N197)
Molekulargewicht: 849.43 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 850.60 [M+H]"
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Peptid 19: Phe-Thr-Glu-Thr-Asp-Val-Lys-Met; (F198-M205)
Molekulargewicht: 968.48 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 969.55 [M+H]"

Peptid 20: Asp-Val-Lys-Met-Met-Glu-Arg-Val; (D202-R209)
Molekulargewicht: 1005.52 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 1006.00 [M+H]"

Peptid 21: Met-Glu-Arg-Val-Val-Glu-GIn-Met; (M206-M213)
Molekulargewicht: 1019.49 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 1020.55 [M+H]"

Peptid 22: Val-Glu-GIn-Met-Ser-lle-Thr-Gin; (V210-Q217)
Molekulargewicht: 933.46 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 934.53 [M+H]"

Peptid 23: lle-Thr-GIn-Tyr-Glu-Arg-Glu-Ser; (T215-S222)
Molekulargewicht: 933.46 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 934.53 [M+H]"

Peptid 24: Glu-Arg-Glu-Ser-GIn-Ala-Tyr-Tyr; (E219-Y226)
Molekulargewicht: 1043.46 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 1044.00 [M+H]"

Peptid 25: GIn-Ala-Tyr-Tyr-Glu-Arg-Gly-Ser; (Q223-S230)
Molekulargewicht: 970.46 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 971.80 [M+H]"

Peptid 27: Ser-Met-Val-Leu-Phe-Ser-Ser-Pro; (S231-P238)
Molekulargewicht: 865.43 g/mol
MALDI-TOF (m/z): 866.8 [M+H]"
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8 ANHANG

8.1 Syntheseprotokolle des Robotors Advanced
ChemTech MOS 469 2

In einem Hauptprogramm werden die unten aufgefiihrten Unterprogramme fiir den Ablauf der

Synthese zusammengestellt. Die Darstelleung der Peptide 1-28 erfolgte nach folgenden Teilschritten:
1. Quellen des Harzes

Entschiitzung (Fmoc-Abspaltung)

Waschen

Kupplung

Cappen

Waschen

Entschutzung (Fmoc-Abspaltung)

Waschen

Abspaltung vom Harz und Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen

©CENOORA~WN

Schritt 4. bis Schritt 8. wurden solange wiederholt, bis das komplette, gewiinschte Peptid aufgebaut
war. In einem Sequenz-File werden die Sequenzen der verschiedenen, zu synthetisierenden Peptide
angegeben. Auf dieses Sequenz-File wird innerhalb des Unterprogramms "Kupplung" durch den
Befehl "Dipense Matrix" zugegriffen.

Quellen

1 REM quellen

2

3 Dispense System Fluid DMF13* (1,3) 1000pl to Reaktionsblock[1-28]
4 Mix for 5.00 minutes at 600 rpm(s)

5 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

6

7 Dispense System Fluid ISOPROPANOL4 (4) 1000uLI to Reaktionsblock[1-28]
8 Mix for 5.00 minutes at 600 rpm(s)

9 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

10

11 Dispense System Fluid DMF13* (1,3) 1000ul to Reaktionsblock[1-28]
12 Mix for 5.00 minutes at 600 rpm(s)

13 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

14

15 Repeat from step 3, 1 times

16

17 Return

Fmoc-Abspaltung

1 REM Fmoc-Abspaltung

2

3 Transfer 1000ul from FlaschenLinks [1] (PIP/DMF) to Reaktionsblock[1-28] using DMF2 (2)
4 Mix for 10.00 minutes at 600 rpm(s)

5 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

6 Transfer 1000ul from FlaschenLinks [2] (PIP/DMF) to Reaktionsblock[1-28] using DMF2 (2)
7 Mix for 10.00 minutes at 600 rpm(s)

8 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

9

10 Return
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Waschen

1 REM waschen

2

3 Dispense System Fluid DMF13* (1,3) 1000ul to Reaktionsblock[1-28]
4 Mix for 1.00 minutes at 600 rpm(s)

5 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

6

7 Repeat from step 3, 4 times

8 Empty Reaktionsblock for 3.000 minute(s)

9 Return

Kupplung

1 REM 30 60 90

2

3 Dispense System Fluid DMF13* (1,3) 150ul to Reaktionsblock[1-28]

4<Dispense Matrix>

5 Transfer 1000ul from FlaschenMitte[3] (TBTU) to Reaktionsblock[1-28] using DMF2 (2)
6 Transfer 1000pl from Reagenzien[1] (DIPEA) to Reaktionsblock[1-28] using DMF2 (2)
7 Mix for 30.00 minutes at 600 rpm(s)

8 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

9 Dispense System Fluid DMF13* (1,3) 1500pl to Reaktionsblock[1-28]

10 Mix for 60 seconds at 600 rpm(s)

11 Empty Reaktionsblock for 2.000 minute(s)

12

13 Dispense System Fluid DMF13* (1,3) 150ul to Reaktionsblock[1-28]

14<Dispense Matrix>

15 Transfer 1000pul from FlaschenMitte[3] (TBTU) to Reaktionsblock[1-28] using DMF2 (2)
16 Transfer 1000pl from Reagenzien[2] (DIPEA) to Reaktionsblock[1-28] using DMF2 (2)
17 Mix for 60.00 minutes at 600 rpm(s)

18 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

19 Dispense System Fluid DMF13* (1,3) 1500ul to Reaktionsblock[1-28]

20 Mix for 60 seconds at 600 rpm(s)

21 Empty Reaktionsblock for 2.000 minute(s)

22

23 Dispense System Fluid DMF13* (1,3) 150pl to Reaktionsblock[1-28]

24<Dispense Matrix>

25 Transfer 1000ul from FlaschenMitte[3] (TBTU) to Reaktionsblock[1-28] using DMF2 (2)
26 Transfer 1000ul from Reagenzien[3] (DIPEA) to Reaktionsblock[1-28] using DMF2 (2)
27 Mix for 90.00 minutes at 600 rpm(s)

28 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

29 Dispense System Fluid DMF13* (1,3) 1500ul to Reaktionsblock[1-28]

30 Mix for 60 seconds at 600 rpm(s)

31 Empty Reaktionsblock for 2.000 minute(s)

Capping

1 REM Capping

2

3 Transfer 1000ul from FlaschenMitte[1] (Ac20) to Reaktionsblock[1-28] using DMF2 (2)
4 Mix for 5.00 minutes at 600 rpm(s)

5 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

6

7 Transfer 1000ul from FlaschenMitte[2] (Ac20) to Reaktionsblock[1-28] using DMF2 (2)
8 Mix for 5.00 minutes at 600 rpm(s)

9 Empty Reaktionsblock for 1.000 minute(s)

11

12 Return
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Abspaltung des Peptids vom Harz und Entschiitzung der Aminosaureseitenketten

1 REM TFA-Abspaltung

2

4 Transfer 1500ul from Flaschenmitte[3](TFA) to Abspaltblock[1-28] using ISOPROPANOL4 (4)
5 Transfer 2.00ml from Reagenzien[4](TIPS) to Abspaltblock[1-28] using ISOPROPANOL4 (4)
6 Mix for 60 minutes at 600 rpm(s)

7 Empty Abspaltblock for 10.000 minute(s)

2

4 Transfer 1500pl from Flaschenmitte[3](TFA) to Abspaltblock[1-28] using ISOPROPANOL4 (4)
5 Transfer 2.00ml from Reagenzien[4](TIPS) to Abspaltblock[1-28] using ISOPROPANOL4 (4)
6 Mix for 60 minutes at 600 rpm(s)

7 Empty Abspaltblock for 10.000 minute(s)

8.2 NMR Pulsprogramme

8.2.1 Verwendete, bestehende Pulsprogramme

ngptp19v9.mm

;avance-version

;2D homonuclear correlation via dipolar coupling

;dipolar coupling may be due to noe or chemical exchange.

;phase sensitive using TPPI

;water suppression using 3-9-19 pulse sequence with gradients

;M. Piotto, V. Saudek & V. Sklenar, J. Biomol. NMR 2, 661 - 666 (1992)
;V. Sklenar, M. Piotto, R. Leppik $ V. Saudek, J. Magn. Reson.,

;Series A 102, 241 -245 (1993)

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

"d0=3u"
"d12=20u"

1ze

2d1

3d12 pl1:f1
p1 ph1
do
p1 ph2
d8:r
p1 ph3
d12 pl18:f1
50u UNBLKGRAD
p16:gp1
d16
p28*0.231 ph4
d19*2
p28*0.692 ph4
d19*2
p28*1.462 ph4
d19*2
p28*1.462 ph5
d19*2
p28*0.692 ph5
d19*2
p0*0.231 ph5
46u
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p16:gp2
d16
4u BLKGRAD
go=2 ph31
d1 wr #0 if #0 idO ip1 zd
lo to 3 times td1
exit

ph1=0 2
ph2=0000000022222222
ph3=00223311

ph4=0

ph5=2
ph31=0220133120023113

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl18: f1 channel - power level for 3-9-19-pulse (watergate)
;p0 : f1 channel - 90 degree pulse at pl18

;use for fine adjustment

;p1: f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse
;p16: homospoil/gradient pulse

;p28: f1 channel - 90 degree pulse at pl18

;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]
;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d8 : mixing time with variable delay V9

;d12: delay for power switching [20 usec]
;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;d19: delay for binomial water suppression

;d19 = (1/(2*d)), d = distance of next null (in Hz)
;in0: 1/(2 * SW) = DW

:nd0: 2

:NS:8*n

;DS: 16

;td1: number of experiments

;MC2: TPPI

;use gradient ratio: gp1:gp2

; 20: 20

wb52sgp32.ro

;avance-version (03/11/2004)

;1D sequence

;water suppression using W5 pulse sequence with gradients
;using double echo (DPFGSE)

;second solvent (2s) suppression by shaped inversion pulse (p12)

:set O1 on first solvent resonance

;set spoffs2 to second solvent resonance (offset to O1, upfield = negative)
;M. Piotto, V. Saudek & V. Sklenar, J. Biomol. NMR 2, 661 - 666 (1992)
;V. Sklenar, M. Piotto, R. Leppik & V. Saudek, J. Magn. Reson.,

;Series A 102, 241 - 245 (1993)

;M. Liu, X. Mao, C. Ye, H. Huang, J. K. Nicholson & J. C. Lindon

;J. Magn. Reson. 132, 125 - 129 (1998)

;gradient blanking according to bruker pulse program zgesgp

;long phase cycle (32 steps)

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

1ze
2 4u BLKGRAD
d1 pl1:f1
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p1 ph1

50u UNBLKGRAD

p16:gp1
d16 pl0:f1

(p12:sp2 ph3:r):f1

20u pl18:f1
p27*0.0867 ph3
d19*2
p27*0.2056 ph3
d19*2
p27*0.4133 ph3
d19*2
p27*0.7822 ph3
d19*2
p27*1.4911 ph3
d19*2
p27*1.4911 ph4
d19*2
p27*0.7822 ph4
d19*2
p27*0.4133 ph4
d19*2
p27*0.2056 ph4
d19*2
p27*0.0867 ph4
46u

p16:gp1

d16

50u

p16:gp2

d16 pl0:f1

(p12:sp2 ph5:r):f1

20u pl18:f1
p27*0.0867 ph5
d19*2
p27*0.2056 ph5
d19*2
p27*0.4133 ph5
d19*2
p27*0.7822 ph5
d19*2
p27*1.4911 ph5
d19*2
p27*1.4911 ph6
d19*2
p27*0.7822 ph6
d19*2
p27*0.4133 ph6
d19*2
p27*0.2056 ph6
d19*2
p27*0.0867 ph6
46u
p16:gp2
d16
go=2 ph31
wr #0
4u BLKGRAD
exit

ph1=02020202020202020202020202020202
ph3=00112233001122330011223300112233
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ph4=22330011223300112233001122330011
ph5=00000000111111112222222233333333
ph6=22222222333333330000000011111111
ph31=02200220200220020220022020022002

;pl0: 120 dB

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;pl18: f1 channel - power level for w5-pulse (watergate)
;sp2: f1 - power level for shaped pulse (180 degree)
;p1: f1 channel - 90 degree high power pulse

;p12: shaped inversion pulse (2-5ms)

;shape: gauss (trunc 20-40%), sine (1lobe) or sinc (1 lobe)
;p16: homospoil/gradient pulse (500-1000us)

;p27: 90 degree pulse at pl18

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d16: delay for homospoil/gradient recovery (100-300us)
;d19: delay for binomial water suppression

;d19 = (1/(2*d)), d = distance of next null (in Hz)

:NS:32*n
;DS: 16
;use gradient ratio: gp 1 : gp 2
; 34% : 22% (c.f. zggpwb)
31% : 11% (c.f. zgesgp)
7.5 G/lcm : 4.5 G/cm (e.g 20:12 or 30:18)
; 5.0 G/cm : 3.5 G/em (e.g 20:14 or 30:21)
;;for z-only gradients:
;apz1: 20%
;a9pz2: 14%

;use gradient files:
;gpnam1: SINE.100
;gpnam2: SINE.100

std19sp

;avance-version

;1D difference sequence with f2 presaturation defined by frequency list
;presaturation by shaped pulses

;frequency alternates after every scan, defined by fq1list

;water suppression by watergate, use p3919gp to optimize parameters
;define 1H on channel f2 in edasp

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

1ze

2 20u pl1:f1
d7 fq1:f2

3 p11:sp1:f2
d11
lo to 3 times I7
p1 ph1
50u UNBLKGRAD
p16:gp1
d16 pl18:f1
p28*0.231 ph3
d19*2
p28*0.692 ph3
d19*2
p28*1.462 ph3
d19*2
p28*1.462 ph4
d19*2
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p28*0.692 ph4
d19*2
p0*0.231 ph4
46u
p16:gp2
d16
4u BLKGRAD
go=2 ph31
wr #0

exit

ph1=0 2
ph3=00112233
ph4=2233001 1
ph31=002 2

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;pl18: f1 channel - power level for 3-9-19-pulse (watergate 12dB)

;sp1: f2 - channel - power level for shaped pulse

;between 50 - 60 dB depending on protein and ligand

;;p1: f1 channel - 90 degree high power pulse

;p0 : f1 channel - 90 degree pulse at pl18

;use for fine adjustment

;p28: f1 channel - 90 degree pulse at pl18

;p11 : f2 channel - presaturation shaped pulse (gauss ca. 50 msec)

;;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d7 : additional delay (if nessesary) for complete T1 relaxation [min 20usec]
;d11 : delay between shaped pulses [1msec]

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;d19: delay for binomial water suppression

;d19 = (1/(2*d)), d = distance of next null (in Hz)

;d19 should be around 150-220 usec.

;presaturation = (p11 + d11) * 17 (presaturation should be around 2 sec)
;fq1 : define frequencies for on and off resonance presaturation

;O 499.87000 off resonance 1x(15-20000 HZ) on resonance 1x(xxx HZ)
;on frequency list f1.

;NS = 16"n

;DS =16

;use gradientratio gp1 : gp2

; 20 20

8.2.2 Im Verlauf der Arbeit geschriebene oder variierte Pulsprogramme

t1irw5gp_2.bc

;avance-version (04/11/11)

;T1 measurement using inversion recovery
;and wb water suppression.

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

"02=p1*2"
"d11=30m"
1ze
2d1
30u pl1:f1
p2 ph1
vd
p1 ph2
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50u UNBLKGRAD
p16:gp1
d16 pl18:f1
p27*0.0867 ph3
d19*2
p27*0.2056 ph3
d19*2
p27*0.4133 ph3
d19*2
p27*0.7822 ph3
d19*2
p27*1.4911 ph3
d19*2
p27*1.4911 ph4
d19*2
p27*0.7822 ph4
d19*2
p27*0.4133 ph4
d19*2
p27*0.2056 ph4
d19+2
p0*0.0867 ph4
46u
p16:gp1
d16
4u BLKGRAD
go=2 ph31
d11 wr #0 if #0 ivd
lo to 1 times td1
exit

ph1=0 2
ph2=002 2
ph3=001 1
ph4=2233
ph31=000 0

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;pl18 : power level for water supression

;p1: f1 channel - 90 degree high power pulse

;d19 : delay for binominal water supression

;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d11: delay for disk 1/0O [30 msec]

;vd : variable delay, taken from vd-list

;NS: 8 *n

;DS: 4

;td1: number of experiments = number of delays in vd-list
;define VDLIST

;this pulse program produces a ser-file (PARMOD = 2D)
;$1d: t1ir,v 1.2.6.5 2000/05/08 14:09:17 eng Exp $

stdw5slisp2d.bc

;avance-version

;1D difference sequence with f2 presaturation defined by frequency list
;presaturation by shaped pulses

;frequency alternates after every scan, defined by fq1list

;spin lock for protein suppression

;using different memory buffers for on- and off-resonance irradiation
;water suppression by watergate, use w5 to optimize parameters
;define 1H on channel f2 in edasp
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#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

1ze
10u st0

2 20u pl1:f1
d7 fq1:f2 st

3 p11:sp1:f2
d11
lo to 3 times 17
p1 ph1
20u pl10:f1
p10 ph2
50u UNBLKGRAD
p16:gp1
d16 pl18:f1
p27*0.0867 ph3
d19*2
p27%0.2056 ph3
d19*2
p27*0.4133 ph3
d19*2
p27*0.7822 ph3
d19*2
p27*1.4911 ph3
d19*2
p27*1.4911 ph4
d19*2
p27*0.7822 ph4
d19*2
p27%0.4133 ph4
d19*2
p27*0.2056 ph4
d19*2
p0*0.0867 ph4
46u
p16:gp1
d16
4u BLKGRAD
go=2 ph31
30m wr #0 if #0

exit

ph1=0 2
ph2=1 3
ph3=00112233
ph4=2233001 1
ph31=0022

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;pl18: f1 channel - power level for 3-9-19-pulse (watergate 12dB)
;pI10: f1 channel - power level for spin lock pulse (10-15 dB)
;sp1:f2 - channel - power level for shaped pulse

;between 50 - 60 dB depending on protein and ligand

;p1 : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p0 : f1 channel - 90 degree pulse at pl18

;use for fine adjustment

;p28: f1 channel - 90 degree pulse at pl18

;p10: f1 channel - spin lock pulse for protein suppr. (10-30 ms, depending on the protein)
;p11: f2 channel - presaturation shaped pulse (gauss ca. 50 msec)
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;d1: relaxation delay; 1-5 * T1

;d7: additional delay (if nessesary) for complete T1 relaxation [min 20usec]
;d11: delay between shaped pulses [1msec]

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;d19: delay for binomial water suppression

;d19 = (1/(2*d)), d = distance of next null (in Hz)

;d19 should be around 150-220 usec.

;presaturation = (p11 + d11) * 17 (presaturation should be around 2 sec)
;fq1 : define frequencies for on and off resonance presaturation

;O 499.87000 off resonance 1x(15-20000 HZ) on resonance 1x(xxx HZ)
;on frequency list f1.

;NBL = number of memory buffers with TD size = 2 for two irradiation frequencies
;td1 =NBL =2

;this pulse program produces a ser file (PARMOD = 2D)

;NS" = NS+DS"
;DS" = DS/2
;use gradientratio gp1 : gp2

: 20 20
Das entsprechende Pulsprogramm stdwbsp2d.bc unterscheidet sich von dem oben aufgeflhrten
Sequenz nur dadurch, dass der Spinlock-Puls aus der obigen Pulssequenz entfernt wurde. Es fehlen
also die Zeilen "20u pl10:f1", "p10 ph2" und dementsprechend die Phase "ph2".

stdw52ssl2d.bc

;avance-version (15/02/2005)

;1D difference sequence with f2 presaturation defined by frequency list
;presaturation by shaped pulses

;frequency alternates after every scan, defined by fq1list

;spin lock for protein suppression

;using different memory buffers for on- and off-resonance irradiation
;water suppression using W5 pulse sequence with gradients

;using double echo (DPFGSE)

;second solvent (2s) suppression by shaped inversion pulse (p12)

;set O1 on first solvent resonance

;set spoffs2 to second solvent resonance (offset to O1, upfield = negative)
;M. Piotto, V. Saudek & V. Sklenar, J. Biomol. NMR 2, 661 - 666 (1992)
;V. Sklenar, M. Piotto, R. Leppik & V. Saudek, J. Magn. Reson.,

;Series A 102, 241 - 245 (1993)

;M. Liu, X. Mao, C. Ye, H. Huang, J. K. Nicholson & J. C. Lindon

;J. Magn. Reson. 132, 125 - 129 (1998)

;gradient blanking according to bruker pulse program zgesgp
;randomization of p12 (... :r) according to bruker pulse program zgesgp (v9=5% ?)
;long phase cycle (32 steps)

#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>

1ze
10u st0

2 4u BLKGRAD
20u pl1:f1
d7 fq1:f2 st

3 p11:sp1:f2
d11
lo to 3 times 17
p1 ph1
20u pl10:f1
p10 ph2
50u UNBLKGRAD
p16:gp1
d16 plO:f1
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(p12:sp2 ph3:r):f1
20u pl18:f1
p27*0.0867 ph3
d19*2
p27*0.2056 ph3
d19*2
p27*0.4133 ph3
d19*2
p27*0.7822 ph3
d19*2
p27*1.4911 ph3
d19*2
p27*1.4911 ph4
d19*2
p27*0.7822 ph4
d19*2
p27*0.4133 ph4
d19*2
p27*0.2056 ph4
d19*2
p27*0.0867 ph4
46u
p16:gp1
d16
50u
p16:gp2
d16 plO:f1
(p12:sp2 phb:r):f1
20u pl18:f1
p27*0.0867 ph5
d19*2
p27*0.2056 phS
d19*2
p27*0.4133 ph5
d19*2
p27*0.7822 ph5
d19*2
p27*1.4911 ph5
d19*2
p27*1.4911 ph6
d19*2
p27*0.7822 ph6
d19*2
p27*0.4133 ph6
d19*2
p27*0.2056 ph6
d19*2
p27*0.0867 ph6
46u
p16:gp2
d16
go=2 ph31
30m wr #0 if #0
4u BLKGRAD
exit

ph1=02020202020202020202020202020202
ph2=13

ph3=00112233001122330011223300112233
ph4=2233001122330011223300112233001 1
ph5=00000000111111112222222233333333
ph6=22222222333333330000000011111111
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ph31=00220022220022000022002222002200

;pl0: 120 dB

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;pl10: f1 channel - power level for spin lock pulse (10-15 dB)

;pl18: f1 channel - power level for w5-pulse (watergate)

;sp2: f1 - power level for shaped pulse (180 degree)

;p1: f1 channel - 90 degree high power pulse

;p10: f1 channel - spin lock pulse for protein suppr. (10-30 ms, depending on the protein)
;p12: shaped inversion pulse (2-5ms)

;shape for second solvent supression: gauss (trunc 20-40%), sine (1lobe) or sinc (1 lobe)
;p16: homospoil/gradient pulse (500-1000us)

;p27: 90 degree pulse at pl18

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d16: delay for homospoil/gradient recovery (100-300us)

;d19: delay for binomial water suppression

;d19 = (1/(2*d)), d = distance of next null (in Hz)

;presaturation = (p11 + d11) * 17 (presaturation should be around 2 sec)

;fq1 : define frequencies for on and off resonance presaturation

;O 499.87000 off resonance 1x(15-20000 HZ) on resonance 1x(xxx HZ)

;on frequency list f1.

;NBL = number of memory buffers with TD size = 2 for two irradiation frequencies
;td1 =NBL =2

;this pulse program produces a ser file (PARMOD = 2D)

;NS" = NS+DS"

;DS" =DS/2

;use gradient ratio: gp 1 : ap 2

; 34% : 22% (c.f. zggpw5)

; 31% : 11% (c.f. zgesgp)

; 7.5 G/lcm : 4.5 G/cm (e.g 20:12 or 30:18)
; 5.0 G/cm : 3.5 G/cm (e.g 20:14 or 30:21)
;for z-only gradients:

;gpz1: 20%

;9pz2: 14%

;use gradient files:
;gpnam1: SINE.100
;gpnam2: SINE.100

Das entsprechende Pulsprogramm stdwbsp2d.bc unterscheidet sich von dem oben aufgefihrten
Sequenz nur dadurch, dass der Spinlock-Puls aus der obigen Pulssequenz entfernt wurde. Es fehlen
also die Zeilen "20u pl10:f1", "p10 ph2" und dementsprechend die Phase "ph2".
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®F.Pulsprogramme

stdsp_SWITO_2.bc

;avance-version

;19F-observe

;for QNP-operation (F-19 via X-QNP output of switchbox)

;1D difference sequence with f2 presaturation defined by frequency list
;presaturation by shaped pulses

;frequency alternates after every scan, defined by fq1list

;define 1H on channel f2 in edasp

#include <Avance.incl>

"d12=30m"
"d13=20u"

30m QNP_X
1ze
20u pl1:f1
2 d7 fq1:f2
20u SWITO_H
3 p11:sp1:f2
d11
lo to 3 times 17
20u SWITO_F
p1 ph1
go=2 ph31
wr #0
exit

ph1=0220133120023113
ph31=0022113322003311

;pl1: f1 channel - power level for pulse (default)

;sp1: f2 - channel - power level for shaped pulse

;between 40 - 50 dB depending on protein and ligand

;p1: f1 channel - 90 degree high power pulse

;p11 : f2 channel - presaturation shaped pulse (gauss ca. 50 msec)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d7 : additional delay (if nessesary) for complete T1 relaxation [min 20usec]
;d11 : delay between shaped pulses [1msec]

;d12 : switching delay [20u]

;presaturation = (p11 + d11) * 17 (presaturation should be around 2 sec)
;fq1 : define frequencies for on and off resonance presaturation

;0 499.87000 off resonance 1x(15-20000 HZ) on resonance 1x(xxx HZ)
;on frequency list f1.

;NS = 16*n

;DS =16

stdspfhig_off 3.bc

;avance-version

;19F-observe

;for QNP-operation (F-19 via X-QNP output of switchbox)

;1D difference sequence with f2 presaturation defined by frequency list
;presaturation by shaped pulses

;set frequency off-resonance in frequency list

;define 1H on channel f2 and f3 in edasp

;1H inversed gated decoupling on f3

#include <Avance.incl>
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30m QNP_X
1ze
20u pl1:f1
2 d11 do:f3
d7 fq1:f2
3 20u SWITO_H
p11:sp1:f2
d11
lo to 3 times 17
20u SWITO_F
p1 ph1
20u SWITO_H
d11 pl12:f3
go=2 ph31 cpd2:f3
wr #0
d11 do:f3
exit

ph1=0220133120023113
ph31=0220133120023113

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;sp1:f2 - channel - power level for shaped pulse

;between 50 - 60 dB depending on protein and ligand

;p1 : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p11 : f2 channel - presaturation shaped pulse (gauss ca. 50 msec)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d7 : additional delay (if nessesary) for complete T1 relaxation [min 20usec]
;d11 : delay between shaped pulses [1msec]

;d12 : switching delay [20u]

;presaturation = (p11 + d11) * 17 (presaturation should be around 2 sec)
;fq1 : define frequencies for off resonance presaturation

;O 499.87000 off resonance 1x(15-20000 HZ) on resonance 1x(xxx HZ)
;on frequency list f1.

;cpd2: use garp-sequence for inverse gated decoupling

;NS = 16"n

;DS =16

Das entsprechende Pulsprogramm flr den on-resonance Fall unterscheidet sich von dem
stdspfhig_off _3.bc nur durch den Phasenzyklus. Im Pulsprogramm stdspfhig_on_3.bc sind ph1 und
ph31 zueinander um 180° verschoben, so dass es im Verlgeich zu stdspfhig off 3.bc das
entgegengesetzte Vorzeichen erzeugt.

stdspfluor2d.bc

;avance-version

;19F-observe

;for QNP-operation (F-19 via X-QNP output of switchbox)

;1D difference sequence with f2 presaturation defined by frequency list
;presaturation by shaped pulses

;frequency alternates after every scan, defined by fq1list

;using different memory buffers for on- and off-resonance irradiation
;define 1H on channel f2 in edasp

#include <Avance.incl>

30m QNP_X
1ze

10u st0

20u pl1:f1
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2 d7 fq1:f2 st
20u SWITO_H
3 p11:sp1:f2
d11
lo to 3 times 17
20u SWITO_F
p1 ph1
go=2 ph31
30m wr #0 if #0
exit

ph1=0220133120023113
ph31=0022113322003311

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;sp1:f2 - channel - power level for shaped pulse

;between 50 - 60 dB depending on protein and ligand

;p1: f1 channel - 90 degree high power pulse

;p11 : f2 channel - presaturation shaped pulse (gauss ca. 50 msec)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d7 : additional delay (if nessesary) for complete T1 relaxation [min 20usec]
;d11 : delay between shaped pulses [1msec]

;d12 : switching delay [20u]

;presaturation = (p11 + d11) *I7 (presaturation should be around 2 sec)
;fq1 : define frequencies for on and off resonance presaturation

;0 499.87000 off resonance 1x(15-20000 HZ) on resonance 1x(xxx HZ)
;on frequency list f1.

;NBL = number of memory buffers with TD size = 2 for two irradiation frequencies
;td1 =NBL =2

;this pulse program produces a ser file (PARMOD = 2D)

;NS" = NS+DS"

;DS" = DS/2

stdspfhig_5_2d.bc

;avance-version

;19F-observe

;for QNP-operation (F-19 via X-QNP output of switchbox)

;1D difference sequence with f2 presaturation defined by frequency list
;presaturation by shaped pulses

;frequency alternates after every scan, defined by fq1list

;using different memory buffers for on- and off-resonance irradiation
;1H inversed gated decoupling on 3

;define 1H on channel f2 and f3 in edasp

#include <Avance.incl>
"d12=30m"

30m QNP_X
1ze
10u st0
20u pl1:f1
d12 pl12:f3
2 d12 do:f3
d7 fq1:f2 st
3 p11:sp1:f2
d11
lo to 3 times |7
20u SWITO_F
p1 ph1
20u SWITO_H
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go=2 ph31 cpd2:f3
30m wr #0 if #0
d12 do:f3

exit

ph1=0220133120023113
ph31=0022113322003311

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)

;sp1:f2 - channel - power level for shaped pulse

;between 50 - 60 dB depending on protein and ligand

;p1 : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p11 : f2 channel - presaturation shaped pulse (gauss ca. 50 msec)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d7 : additional delay (if nessesary) for complete T1 relaxation [min 20usec]
;d11 : delay between shaped pulses [1msec]

;d12 : switching delay [20u]

;presaturation = (p11 + d11) * 17 (presaturation should be around 2 sec)
;fq1 : define frequencies for on and off resonance presaturation

;O 499.87000 off resonance 1x(15-20000 HZ) on resonance 1x(xxx HZ)
;on frequency list 1

;cpd2: use garp-sequence for inverse gated decoupling

;NBL = number of memory buffers with TD size = 2 for two irradiation frequencies
;td1 =NBL =2

;this pulse program produces a ser file (PARMOD = 2D)

;NS" = NS+DS"

;DS" =DS/2

zgflgn_noe_cpd.bc

;avance-version (00/02/07)

;1D sequence for F-19 observe

;H-1 gated decoupling

;for QNP-operation (F-19 via X-QNP output of switchbox)
;define 1H on channel f2 in edasp

#include <Avance.incl>

10m QNP_X
1ze

20u pl14:f2
2d1

20u SWITO_H

d20 cpd2:f2

3u do:f2

20u SWITO_F

p1 ph1

go=2 ph31

wr #0
exit

ph1=02201331
ph31=022013 31

;pl1 : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl14 : f2 channel - power level for cw decoupling

;p1 : f1 channel - high power pulse

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d20 : irradiation time

;$1d: zgflgn,v 1.1.8.5 2000/05/08 14:09:29 eng Exp $
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