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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Aids

Mit dem Auftreten erster Todesfélle 1981, die im Zusammenhang mit dem vollsténdigen
Zusammenbruch des Immunsystems standen, diagnostizierte man eine neue Krankheit, die
heute als erworbene Immunschwéche (AIDS, aquired immune deficiency syndrome) bekannt
ist. Vom vereinzelten Auftreten in der homosexuellen Szene zu Anfang hat diese Krankheit
heute das Ausmal3 einer Pandemie mit weltweit 40 Millionen infizierten Menschen erreicht’.
Davon entfallen alein 70% auf den Teil Afrikas stidlich der Sahara. Ein wesentlicher Grund
fur diese Verhdltnisses ist zum einen die Ignorierung der Krankheit durch offizielle Stellen
und die damit verbundene mangelnde Aufklérung. Zum anderen ist die hohe Sterberate in
diesen Landern bedingt durch deren finanzielle Notlage, die es unméglich macht, die hohen
Kosten fir Therapie und Pflege aufzubringen.

Osteuropa &
Zentralasien

Nordamerika Westeuropa 1.000.000
950.000 550.000 Ostasien &
pazifischer Raum
Nordafrika & 1.000.000
Karibik mittlerer Osten
420.000 500.000 Siid- &
Sudostasien
5.600.000
Siidamerika Afrika sudl.
1.500.000 der Sahara
28.500.000
Australien &
Neuseeland

15.000

Abbildung 1: Zahl der an AIDS erkrankten bzw. mit HIV infizierten M enschen weltweit (Stand 12/2001)".

1.2 Der Erreger

1983 entdeckten Robert Gallo? und Luc Montagnier® den Erreger fiir die bis dahin relativ
unerforschte Krankheit AIDS. Das dafur verantwortliche HIV (human immunodeficiency
virus) gehort zu der Familie der Lentiviren, d.h. es besitzt eine ungewohnlich lange
Inkubationszeit von mehreren Jahren. Der Uberwiegende Teil der HIV-Infektionen ist auf das
HIV-1 zurtckzufiihren. Dartiber hinaus gibt es auch das HIV-2, dessen Genom sich zu 40%
von dem des HIV-1 unterscheidet. HIV-1 unterteilt sich in die M (major)- und
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Einleitung

O (outlier)-Gruppe. Letztere enthdlt allerdings nur einige Varianten, die auf bestimmte
Regionen Afrikas beschrankt sind.*® Die M-Gruppe hingegen ist fiir das Auftreten von AIDS
als Pandemie verantwortlich. Sie |&3t sich durch den Vergleich ihrer Genome in neun weitere
Subtypen (A-1) unterteilen.”™ Bemerkenswert ist das regiona vermehrte Auftreten
bestimmter Subtypen. Die Subtypen A, C, D und G findet man hauptsachlich in Afrika ’**
Der Typ B**" kommt im wesentlichen in Amerika und Europa, E**?° in Asien und F?9% in
Brasilien und Rumanien vor.

Die Erbinformation dieses Retroviruses liegt in Form von ssRNA vor. Diese wird durch die
viruseigene Reverse Transkriptase in DNA transkribiert. Durch die etwa zehnmal hohere
Ungenauigkeit gegenuber vergleichbaren Enzymen entsteht eine ungewohnlich hohe
Mutationsrate, die die Entwicklung eines potenten Impfstoffes oder Medikamentes erschwert.

Das Virus ist in mehrere Kompartimente unterteilt. Die aul3ere Hulle des HIV besteht aus
einer Lipiddoppelschicht, in der sich ca. 72 Trimere des transmembranen Glycoproteins GP41
befinden.?? Jedes GP41 ist nicht kovalent mit einem weiteren Glycoprotein GP120
verbunden.® Sie stammen beide aus dem Vorlauferprotein GP160 und werden durch
proteolytische Spaltung einer viruseigenen Protease gebildet.**?® Dariiber hinaus befinden
sich mehrere zellulére Proteine der Wirtszelle, sogenannte HLA'’s, in der Virusmembran. Die
darunter liegende Schicht besteht aus ca. 2000 Proteinmolekilen P17. Der kegelformige Kern
des Viruspartikels ist aus ungeféhr 2000 Molekilen des P24-Capsid Proteins aufgebaut und
enthdlt aul3er zwei Kopien ssRNA, die durch P7 Nukleocapsid-Proteine stabilisiert werden,
zusétzlich die Enzyme Reverse Transkriptase, Integrase und Protease.?®

HLA Class | HLA Class I, DR

Reverse
Transkriptase

e \
«Q
T
-
N
o

doppelschicht
p24-Capsid

p7-Nucleocapsid

Abbildung 2: Schematischer Aufbau desVirionsvon HIV-1. Durchmesser: ~ 100 nm.
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1.3 Infektionsmechanismus

Das HI-Virusinfiziert Lymphozyten. Diese unterteilen sich in zwei Klassen, die B-Zellen und
die T-Zellen. Die T-Zellen lassen sich welter unterteilen in Tyl-Zellen, Ty2-Zellen
(, T-Helferzellen®) und Tc-Zellen (cytotoxischen T-Zellen). Die Ty-Zellen tragen jeweils
CD4-Rezeptoren auf ihren Oberflachen, die Tc-Zellen den CD8-Rezeptor. CD4 ist ein
stabformiges 55 kDa Glycoprotein, welches sich aus vier immunglobulinartigen Domanen
(D1-D4) zusammensetzt. CD8 ist ein Heterodimer bestehend aus a- und [(-Ketten mit
immunglobulin-artigen Doméanen. CD4 und CD8 haben nur entfernt dhnliche Strukturen, aber
eine sehr &hnliche Funktion. Tpl-Zellen sind fir die Aktivierung von infizierten
Makrophagen, Ty2-Zellen fur die Aktivierung von B-Zellen verantwortlich.

Der este Schritt der HIV-Infektion ist die Wechselwirkung zwischen dem CD4 einer
Lymphozytenzelle und einem diskontinuierlichen Epitop (siehe 1.5) im GP120 auf der
Virusoberflache.?"?® Danach kommt es zu einer Konformationsanderung im GP120, die eine
Exposition der V3-Bindungsepitope (siehe 1.5) zur Folge hat und die Bindung an einen
Chemokin-Rezeptor ermdglicht.>*>* Die Art des Chemokin-Rezeptors hangt vom Typ der
infizierten Zelle ab. T-Zellen besitzen CXCR4-Rezeptoren auf ihrer Oberflache,
Makrophagen CCR5-Rezeptoren. Aufgrund dieser Bindungen kommt es zu einer
Destabiliserung des  GP120-CD4-Komplexes mit  der  Konsequenz  einer
Konformationsanderung des gp41, so dai3 ein hydrophobes "Fusionspeptid" présentiert wird
(siehe Abbildung 3). Dieses Fusionspeptid am N-Terminus des gp4l kann dann in die
Zielzellmembran insertieren und es erfolgt die Fusion von Virus- und Zellmembran.®" Jedes
der drei gp4l besitzt zwei helikale Bereiche (N-Helix und C-Helix). Drei N-Helices bilden
eine Coiled-Coil-Struktur, um die sich die drei C-Helices antiparallel gruppieren und ein
Bindel bilden. Diese Trimer-of-Hairpins bringt die Membranen zusammen und fihrt so zur
Membranfusion.

Zell-Membran

“Trimer-of-Hairpins”
N- HeliXAﬁr
gplZO—»{T 7 # —> Membran-Fusion

gp41—)‘?’ — C- HeI|x

C-Terminus
Virus-Membran

A: Bindung an CD4 und Corezeptor mit Konformationsénderung von gp41.
Das hydrophobe Fusionspeptid (rot) wird freigelegt und insertiert in die Zielmembran.

B: Gp120 wird abgegeben und es bildet sich ein “Trimer-of-Hairpins”.
Abbildung 3: Postulierter M echanismusder M embranfusion.

Nach der Membranfusion gelangen die Virusproteine und die RNA-Kopien in das Zellinnere,

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase wird aus der VirussRNA eine doppelstrangige
12



Einleitung

DNA-Kopie erstellt. Diese wird dann durch die Integrase in die Zell-DNA insertiert. Die
Expression der eingefugten Virus-DNA fihrt zur Produktion aller zur Erzeugung von neuen
Virionen bendtigten Bestandteile. Diese schniiren sich aus der Zellmembran ab und kdnnen
neue Zellen infizieren. Der Virus besitzt aso eine Membran, die aus der Zielzelle entstanden
ist und daher werden einige Zellproteine (HLA’S) auf der Oberflache prasentiert. Dies
erschwert die Erkennung durch das Immunsystem des infizierten Menschen. Der gesamte
Vorgang von der Infektion bis zur Erzeugung neuer Virionen ist in Abbildung 4 schematisch
dargestellt.
Virion
w

gp41/gpl20-Trimere

Reverse +
Bm Transkriptase CD4 ‘Ze”e

—

ud A DNA-Kopie der
Co-Rezeptor  Protease '~ HIV-RNA

CCR5 oder BN - -
HIVE = '\%:E: G
~Provirus_~-7
, F%

CXCR4

Abbildung 4: Lebenszyklus desHIV. A: Anlagerung des Virions an die CD4+-Zelle unter Beteiligung von
CD4 und einem Chemokin-Rezeptor (CCR5 oder CXCR4). B: Fusion der Virusmembran mit der
Zellmembran. C: Einbringen der Virus-ssRNA-Kopien, der Reversen Transkriptase und der Protease in
die Zelle. D: Transkription der VirussRNA in doppelstrangige DNA durch die Reverse Transkriptase.
E: Insertion der DNA in das Genom der Zelle durch die Integrase. F: Das Provirus wird exprimiert. Es
werden virale ssRNA und Virusproteine gebildet. G: Die Protease spaltet ein exprimiertes Virusprotein.
H: Aus den Virusproteinen und den ssRNA Kopien entstehen neue Virionen, die sich von der Membran
abschniiren.®

- CD4

¥ Integrase
T -

e

Es gibt einige wenige HIV-1, HIV-2 und SIV Isolate, die in der Lage sind, ohne eine
vorherige CD4-GP120-Wechselwirkung an Chemokin-Rezeptoren zu binden. Der
Mechanismus ist zur Zeit noch weitgehend ungeklart. Es wird aber vermutet, dal3
Mutationen®® und ein partieller Verlust an Glycosylierungsstellen®*! innerhalb des GP120 zu
einer besseren Prasentation des Chemokin-Rezeptor-Bindungsepitops und damit einer
hoheren Bindungsaffinitét flhren, was eine Notwendigkeit des CD4-Proteins Uberfllssig
erscheinen |&%.
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Wenn ein HIV CD4™-Zdllen infiziert, so fuhrt dies zu einer Zerstérung derselben, mit einer
Halbwertszeit von weniger as zwei Tagen”** Aufgrund des Absinkens des
CD4-T-Zdlen-Titers wird das Immunsystem zunehmend geschwécht und es kommt vermehrt
Zu opportunistischen Infektionen.

In den ersten Wochen nach einer Infektion steigt der Virus-Titer stark an, die Zahl der
CD4-T-Zellen nimmt entsprechend ab. Wahrend dieser Zeit kann es zu grippedhnlichen
Symptomen kommen. Nach dieser Zeit bekommt das Immunsystem die Infektion zunéchst
unter Kontrolle. Es folgt eine Zeit ohne aulere Anzeichen, die auf eine Infektion durch HIV
hindeutet, obwohl auch hier eine standige Interaktion zwischen Infektion, Produktion von
Viren und deren Bekampfung durch das Immunsystem stattfindet. Diese Phase kann einen
Zeitraum von 2 bis 15 Jahren in Anspruch nehmen. Sinkt die Zahl der CD4-T-Zellen von
einem normalen Wert zwischen 600 bis 1200 Zellen pro pL auf unter 200 pro pL Blut, so
spricht man von AIDS. Unbehandelt versterben innerhalb von 15 Jahren etwa zwei Drittel der
Patienten an den Folgen ihrer HIV-Infektion.*

Die Ubertragung findet sowohl durch Sexualkontakt, als auch direkt tber die Blut oder
Blutprodukte, durch z.B. infektidse Blutkonserven oder -derivate statt. Weiterhin besteht das
Risiko der Infektion pré&-, peri- oder postnatal von der infizierten Mutter auf ihr Kind.

1.4 Glycoproteine

Glycoproteine sind bei hoheren Zellen eine sehr weit verbreitete Naturstoffklasse. Der
Zuckeranteil ist bel ihnen mit dem Proteinanteil kovalent verkntpft. Grundsétzlich kann
zwischen zwel Arten von Glycoproteinen unterschieden werden. Bel dem N-Typ ist der
Kohlenhydratrest Gber den Amidstickstoff der Asparaginseitenkette N-glycosidisch gebunden.
Bei dem Groldell der O-Typ-Glycoproteine findet die Verknipfung des Zuckeranteils Uber
das Sauerstoffatom einer Serin- oder Threoninseitenkette statt. Sie treten wesentlich haufiger
auf als der N-Typ.*

Die N-Typ-Glycoproteine sind modular aufgebaut. Ausgehend von einem einheitlichen
Pentasaccharidgrundgertist, das as core-Struktur®’ bezeichnet wird, befinden sich an deren
Ende je nach Organismus und biologischer Funktion weitere Oligosaccharide. In dieser
core-Struktur sind, wie in Abbildung 5 zu sehen, zwei N-Acetylglucosamine [3-glycosidisch
miteinander verknupft. Diese sind wiederum mit einer Mannose [3-glycosidisch verbunden, an
der sich zwei weitere a-glycosidisch verknipfte Mannoseei nheiten befinden.
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a-D-Man(1,6)

N\,

3-D-Man-(1,4)-3-D-GlcNac-(1,4)-3-D-GlcNac-(1,Ny)-Asn

/

A-D-Man(1,3)
Abbildung 5: Core Struktur eines N-glycosidisch ver knlipften Saccharids.

Das weitere Glycosylierungsmuster unterscheidet zwischen drei Haupttypen. Der
High-Mannose-Typ, welcher nur in hdheren Organismen zu finden ist, enthdt mindestens
zwei weitere a-glycosidisch gebundene Mannosen. Der Komplex-Typ besitzt je nach
Verzweigungsgrad zwei bis sechs Antennen aus (Sialyl-)(Fucosyl-)-Lactosaminresten. Die

dritte, als Hybrid-Typ bezeichnete Art, enthadlt die Strukturmerkmale beider vorangegangener
Typen.’

SA SA
a 2,3 oder 6 l a 2,3 oder 6
v
Man Man Man Gal Gal Gal
la 1,2 Ja 1,2 la 1,2 ald la 1,4 JB 1,4
v
Man GIcNAc GIcNACc GIcNAc
Man Man Man Man
Jq 1,2 W’S Ja16 al?2 JG 12 JB 12 Xﬁ,s 01,6
» v »
Man Man Man Man Man Man
al& /1,6 al\ /16 al\ /16
Man Man GIcNAc B—» Man
JB 1,4 JB 1,4 JB 1,4
B1,4
GIcNAc +GIcNAc ——— GIcNAc GIcNAc
B1,4 B1,4 B1,4
GIcNAC +Fuc —9L6 5 GIcNAC GIcNAC
Asn Asn Asn
High-Mannose Komplex Hybrid

Abbildung 6: Haupttypen der Oligosaccharidstrukturen bei N-Typ Glycoproteinen.

Die Biosynthese der Glycoproteine beginnt im rauhen endoplasmatischen Retikulum durch
Ubertragung eines an Dolicholphosphat gebundenen Tetradecasaccharids auf einen
Asparaginrest im ribosomal hergestellten Protein. Damit ein Asparagin glycosyliert werden
kann, mui3 es Teil der Sequenz NXT/S sein, wobei X eine beliebige Aminosdure sein kann.
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Das heifdt jedoch nicht, da3 ale diese Sequenzen glycosyliert sind. Die entstandenen
Vorstufen werden in Vesikeln zur cis-Seite des Golgi-Apparates transportiert. In den
verschiedenen Kompartimenten des Golgi-Apparates werden durch zahlreiche Enzyme, wie
Glycosyltransferasen und Glycosidasen Modifikationen (Prozessierung) vorgenommen, d.h.
eine grof3e Vielfat an unterschiedlichen Glykanen erzeugt. Unvollstandige Glycosylierungen
und ein Mangel an absoluter Spezifitét der Enzyme beim Prozessieren sind im wesentlichen
fur diese Mikroheterogenitdt verantwortlich. Daneben spielt auch die dreidimensionae
Struktur des Proteinanteils eine Rolle. Die so entstandenen Oligosaccharidseitenketten dienen
auch as Erkennungsmerkmale fir die abschlief3ende Sortierung in der trans-Zisterne des
Golgi-Apparates, bevor sie, wiederum in Vesikeln, zu ihren Zielorten transportiert werden.*®
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Abbildung 7: Schematische Dar stellung der Glycopr oteinbiosynthese.

Wahrend die funktionelle Bedeutung der reinen Kohlenhydrate als GerUst- und Speicherstoffe
sowie die der Proteine als Strukturbildner oder Tréger spezifischer Funktionen (z.B. Enzyme)
weitgehend aufgeklart sind, ist die spezielle Funktion der Glycoproteine noch ungeklart.
Verglichen mit anderen Informationstragern wie Nukleinsduren oder Proteinen, ist die Menge
an Informationen pro Gewichtseinheit bei Kohlenhydraten sehr viel grof3er. Dieses Potential
an struktureller Diversitdét kommt durch die vielfdtigen Verknipfungsmoglichkeiten der
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unterschiedlichen Monosaccharide zustande. Diese macht sie zu den effizientesten
Informationstragern und &t vermuten, dald ihnen eine vielféltige Bedeutung zukommit.
Gesichert ist u.a ihr groRRer Einflul bei zellul&ren Erkennungsprozessen.***°

Die Theorie, dai Zellen Uber komplementdre Saccharidstrukturen miteinander
wechselwirken, wurde zwar schon lange diskutiert, setzte sich aber erst mit Entdeckung der
Glycokaix langsam durch.®® Zahlreiche Experimente belegen diese These. Adhérent
wachsende Zellen, die durch Einwirkung von Enzymen voneinender getrennt wurden, bilden
schon nach kurzer Zeit wieder Aggregate® Auch ist es Zellen mit Hilfe ihrer
Kohlenhydratstrukturen moglich, andere Zellen der eigenen Spezies zu erkennen, wie der
Versuch einer Befruchtung von Eizellen mit Spermien derselben und fremder Spezies gezeigt
hat.>

Die Differenzierung aber auch die Erkrankung von Zellen geht haufig einher mit einer
charakteristischen Anderung des Glycosylierungsmusters auf der Zelloberflache. Bestimmte
Tumorzellen verlieren oft einen Grofdteil ihrer Oligosaccharidstrukturen, was zur Folge hat,
da die Zellen sich aus dem Verband ldsen und so Metastasen ausbilden kénnen.> Neben der
Zellwachstumskontrolle spielen sie auch bei Wechselwirkung mit bioaktiven Molekllen in
Regul ationskaskaden und Prozessen der Signaltransduktion eine wichtige Rolle.>%>*

Das Immunsystem arbeitet auf der Grundlage der Erkennung von kérperfremden
Oberflachenstrukturen, wie sie haufig durch Glycoproteine dargestellt werden. Werden
spezifische strukturelle Toleranzgrenzen der korpereigenen Strukturen Uberschritten, so setzt
eine Immunabwehr ein.

K ohlenhydrate haben ein hohes Wasserbindungsvermdgen. Mucine, deren Zuckeranteil 50 bis
85% der Molmasse ausmacht, kénnen auf diese Weise schleimartige Schutzfilme ausbilden,
die die darunterliegenden Zellen vor pathogenen Einflissen, wie z.B. Keimen oder niedrigen
pH-Werten im Verdauungstrakt schiitzen.™

1.5 Das virale Glycoprotein GP120

GP120 und GP41 werden durch eine viruseigene Protease aus dem Vorlauferprotein GP160
gebildet.**>" Das GP120 Glycoprotein ist nicht kovalent an das membranstandige Protein
GP41 gebunden.® Dieses Heterodimer liegt als Trimer auf der Virusoberflache vor. Die
Molmasse des GP120 betragt 120 kDa, wovon auf den Kohlenhydratantell ca. 50%
entfallen.>® Das GP120 besteht aus fiinf hypervariablen Loops (V1-V5), die tiber finf relativ
konservierte Bereiche (C1-C5) miteinander verbunden sind und enthat neun Disulfidbricken.
Dariiber hinaus weist es ca. 24 N-Typ Glycosylierungsstellen auf, von denen 13 auf den
komplexen und 11 auf den mannosereichen Typ entfallen.®® Die hypervariablen Bereiche
weisen neben einer replikationsbedingten Varianz in der Aminosauresequenz auch Deletionen

17



Einleitung

und Insertionen auf. Dies fuhrt zu Differenzen von bis zu 25% in der Sequenz der
verschiedenen HIV-Stamme.

Anhand von Rontgenstrukturdaten®®? wurde festgestellt, dai? die fiir die Bindung an den
CD4-Rezeptor verantwortlichen Aminosauren ein diskontinuierliches Epitop aus verschie-
denen Bereichen des Glycoproteins bilden.®

Kurzlich wurde belegt, daid die dritte variable Region des GP120 die Bindung an den CCR5
Corezeptor, der zur Gruppe der Chemokin-Rezeptoren gehort, bewirkt.**® Die V3-Loop
enthdt in den meisten Falen 35 Aminosduren, die durch zwei disulfidbrickenbildende
Cysteinreste an N- und C-Terminus abgeschlossen wird. Dariliber hinaus gibt es Sequenzen
mit Deletionsstellen, aber auch solche mit Insertionen. Sie machen aber nur einen kleinen Teil
der Gesamtpopulation aus. Die grofRe Zahl an unterschiedlichen Sequenzen ist durch die
relativ hohe Fehlerquote der reversen Transkriptase und der dadurch hohen Mutationsrate
bedingt. Bemerkenswert ist jedoch eine kurze hochkonservierte Sequenz innerhalb der V3-
Loop, die je nach HIV-Subtyp nur etwas variiert.™

HIV-1 Subtyp Sequenz der PND
A GPGQAF
B GPGRAF
C GPGQTF
D GPGQAL
E GPGQVF

Tabelle 1: Variation der prinzipiell neutraliserenden Doméne je nach HIV-1 Subtyp. Angegeben ist
jewells die am haufigsten vertretene Sequenz.

Sie wird as prinzipiell neutralisierende Domane (PND) bezeichnet, da die gegen diese
Region gebildeten Antikorper in der Lage sind, entsprechende HIV-Stdmme zu neutralisieren.
Allerdings vermbgen sie nicht langfristig vor einer Infektion zu schitzen. Trotzdem wird
diesem Epitop eine entscheidende Rolle bel der Wechselwirkung mit humanen Zellen
zugeschrieben, da es mal3geblich an der Bindung an einen der Chemokin-Rezeptoren beteiligt
ist.®® Inwieweit die flankierenden Aminosiuren hier eine Rolle spielen, ist noch nicht
eindeutig geklart. Antikérper, die gegen Bereiche gebildet wurden, die nicht zur PND-Region
gehdren, sind nicht in der Lage einen HIV-Stamm zu neutralisieren. Das |8/ vermuten, dafi3
sie bel der Bindung an den Corezeptor keine Rolle spielen. NMR-Studien zeigen alerdings
eine  Wechsalwirkung der zur PND benachbarten Aminosduren mit  einem
anti-(PND)-Antikorper®”.

Ein zweiter hochkonservierter Bereich innnerhalb der VV3-Loop befindet sich in der Nahe des
N-Terminus, der eine potentielle Glycosylierungsstelle beinhaltet und mit einem
Oligosaccharid des komplexen Typs besetzt ist. Die Bedeutung dieses Bereichs fir
Rezeptorbindung ist ebenfalls noch nicht geklart.
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Abbildung 8: Schematische Darstellung eines GP120 mit potentiellen Glycosylierungsstellen, den
hypervariablen Loops V1 bis V5, den CD4-Bindungsstellen sowie der prinzipiell neutralisierenden
Doméane V3.

Die Aufgabe des Kohlenhydratanteils im GP120 ist immer noch weitgehend umstritten.
Wéhrend einige Arbeiten die Auffassung vertreten, dal3 eine Glycosylierung unbedingt
erforderlich ist fir eine Infektion, schreiben andere ihr nur eine Bedeutung bei der
Proteinfaltung zu.®® Grundsétzlich 143t sich aber festhalten, daR die Glycosylierungen fir den
Erhalt und die Ausbildung der Funktion des Proteins notwendig sind. Dies zeigt die
Expression in einem nicht glycosylierenden System, welche zu einem Protein fihrt, das nicht
an CD4 bindet.®® Andere Arbeiten versuchen diesen Befund wiederum einzuschranken und
beschreiben, dal3 die meisten der N-Typ Glycosylierungen fur die virae Infektiositéat
entbehrlich sind, weil einzelne Mutationen an einem Teil der Glycosylierungsstellen nur einen
geringen inhibitorischen Effekt auf die virale Infektiositat besitzen.”® Neuere Erkenntnisse
haben jedoch gezeigt, da’3 bei einer Behandlung von humanen, mit HIV-1 infizierten
T-Lymphozyten mit Desoxynojirimycin, eéinem a-Glucosidase I-11 Inhibitor, die Vermehrung
des Virus behindert wird.”* Die Bindung zum CD4 findet zwar zunéchst statt, aber es erfolgt
keine anschliefende Membranfusion. Das legt den Schlul? einer Interaktion der
Oligosaccharide bei der Bindung an den Corezeptor nahe. Darlber hinaus fihrt die
Abspaltung der Neuraminsauren zu einer reduzierten Produktion an Antikérpern. Bel der
Inkubation mit mannosespezifischen Lektinen wird die Infektion von CD4'-T-Zellen
vollstandig verhindert.”

Wahrend die Mehrzahl der Glycosylierungen entbehrlich oder nur einen geringen Einflul? auf
Infektiositdt haben soll,” ist der Kohlenhydratanteil in CD4-"* oder corezeptorbindenden”
Regionen essentiell fir eine Bindung. Das Fehlen von drei Glycosylierungen in
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CD4-bindenden Regionen fiihrt zu einer verminderten Bindungsstérke.” Ebenso sorgt eine
Entfernung der Glycosylierung innerhalb der V3-Loop fur eine verdnderte Infektiositét und
beeinfluft auch den Wechsel des Corezeptors.”®"® Vergleicht man die Neutralisationsrate
durch anti-V3 und anti-CD4-bindende Antikorper, so ist ein drastischer Anstieg zu
verzeichnen, wenn die entsprechenden Glycosylierungen fehlen.”>"*#° Dies spricht im Fall
einer Glycosylierung fr eine Maskierung der Peptidepitope durch den Saccharidteil.

Wie diese Auflistung verschiedener, teils widersprichlicher Arbeiten zur Aufklérung der
Funktion des Kohlenhydratteil im GP120 verdeutlicht, ist noch viel Forschungsarbeit
insbesondere im Bereich der Strukturaufklérung und der Bindungsstudien zu leisten. DafUr ist
die Synthese von Peptiden und Glycopeptiden, as Einzelverbindungen oder
Substanzbibliotheken, unerl&aich.

1.6 Behandlung der HIV-Infektion

Die heute Ubliche Behandlungsform von HIV-Infektionen ist die antiretrovirale Therapie
(HAART, highly active antiretroviral therapy). Alle hier eingesetzten Medikamente richten
sich gegen die Replikation des Virus, indem sie die Enzyme Reverse Transkriptase und
Protease hemmen. Zur Zeit stehen verschiedene Medikamente zur Verfigung (siehe Tabelle
2), die sich in drei Gruppen einteilen lassen: Die Nukleosid- bzw. Nukleotid-analogen-
Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI), die Nicht-Nukleosid- bzw. Nicht-Nukleotid-
anal ogen-Reverse-Transkriptase-Hemmer (NNRTI) und die Protease Inhibitoren (PI).%*

Nukleosid analoge Reverse- Nicht Nukleosid analoge  Protease-Inhibitoren (PI)

Transkriptase-Inhibitoren Reverse-Transkriptase-

(NRTI) Inhibitoren (NNRTI)

Retrovir (AZT) Viramune (Nevirapin) Invirase, Fortovase (Saquinavir)
Videx (ddl) Efavirenz (Stocrin) Crixivan (Indinavir)

Hivid (ddC) Norvir (Ritonavir)

Epivir (3TC) Viracept (Nelfinavir)

Zerit (d4T)

Ziagen (Abacavir)

Tabelle 2: Zur Zeit in der HAART eingesetzte M edikamente (Stand 06/2002).%

Um einer Resistenz des HIV gegen eines dieser Medikamente zuvor zu kommen, werden sie
in einer Kombinationstherapie eingesetzt. Mit Hilfe der HAART ist jedoch keine Hellung nach
einer HIV-Infektion moglich, dadurch sie lediglich der Titer an CD4"-Zellen zu- und die Zahl
der freien Viren im Blut abnimmt. FUr den Patienten bedeutet dies eine lebenslange
medikamenttse Behandlung mit teilweise starken Nebenwirkungen.

Eine Impfung ware im Gegensatz zur HAART die bessere Alternative, um die zunehmende
Ausbreitung von AIDS zu stoppen, da sie eine Infektion grundsétzlich verhindern konnte. Bel
den ersten Impfstoff-Strategien wurden genetisch veranderte, nicht pathogene, lebende Viren
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einsetzt. Die Infektion von Affen mit einem SI-Virus, in einer nicht pathogenen Form,
schiitzte sie zunachst vor einer Infektion mit dem entsprechenden Wild-Typ des Virus.®
Andere Untersuchungen zeigten jedoch, dal3 nicht pathogene Stamme durch Mutationen in
der Lage waren, ihr pathogenes Potential wieder zu erlangen.®® Aufgrund dieser
sicherheitsrelevanten Fragestellungen solcher Impfungen und deren Fahigkeit lediglich
isolatspezifisch zu immunisieren, stellte man die Bemihungen in dieser Richtung relativ
schnell ein.
Der néchste Schritt war die Verwendung von monomerem GP120 oder seiner Peptide als
Impfstoff. Relevant fur die Verhinderung einer Infektion ist hier die Produktion von
neutralisierenden Antikorpern. Sie sind in der Lage im Blut befindliche freie Viren zu
neutralisieren, d.h. unschadlich zu machen. Zu den Proteinen, die neutralisierende Antikorper
hervorrufen, gehoren die CD4 bindende Region und die V3-Loop des GP120, das
Transmembranprotein GP41 und das Capsidprotein.®® Diese Versuche zeigten zunéchst aber
nur bedingten Schutz vor einer HIV-Infektion. Zwar ist der Impfstoff nicht pathogen, aber die
produzierten Antikérper waren nur in der Lage den spezifischen HIV-Stamm, nicht aber ein
HIV-1-Isolat zu neutralisieren.®®” Der Nachteil der hohen Spezifitat und damit verbundenen
geringen oder nicht vorhandenen Kreuzreaktivitét von gebildeten Antikdrpern, die auf der
Immunisierung mit Proteinen oder Peptiden eines HIV-Stammes beruhen, kénnte durch eine
Impfung mit einem Cocktail an Proteinen/Peptiden verschiedener Subtypen umgangen
werden.®® Verschiedene Studien bestétigen die Vermutung, da eine hohe Diversitét an
Antigenen eine breitere Immunantwort erzeugt.28°
In einer anderen Strategie wird der Einsatz von vektor- oder plasmidbasierten DNA-V akzinen
untersucht. Dazu werden zundchst die proteinkodierenden Gene des HIV in en
ungefahrliches Virus oder ein Bakterium insertiert. Die anschlief3ende Infektion mit diesem
rekombinanten Organismus fuhrt zu einer Immunantwort gegen diesen Organismus und die
Produkte der insertierten Gene. Experimente mit dieser Impfstoffklasse zeigten eine
virusspezifische zelluldre und humorale Immunreaktion bei Affen.®®! In vitro Tests haben
auch gezeigt, dal3 die Blutseren von geimpften Probanden eine Immunantwort bei der
Infektion mit verschiedenen HIV-1 Subtypen hervorzurufen vermégen.*
Die zur Zeit am meisten erfolgversprechende Methode ist ein Kombinationsimpfung von
einem DNA-Vakzin mit einem Protein/Peptid-Booster. Es konnte gezeigt werden, dal3 eine
solche Impfung Affen vor einer Infektion mit verschiedenen SIV-Isolaten schiitzt,®® bzw. die
Seren von geimpften Menschen in der Lage waren, HIV-subtypuibergreifende
Neutralisationsaktivitét der erzeugten Antikorper zu zeigen.
Zur Zeit befinden sich mehrere der oben beschriebenen Impfstoff-Typen in verschiedenen
klinischen Phasen.** Die Ergebnisse lassen einen Impfstoff zwar moglich erscheinen, einen
umfassenden Schutz vor einer HIV-Infektion kann jedoch nicht geboten werden. Es besteht in
dieser Richtung noch ein enormer Forschungsbedarf, der strukturrelevante Fragen aber auch
solche der erforderlichen Diversitét eines Impfstoffes beinhaltet.
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2 Methoden

2.1 Synthese von Peptiden und N-Typ Glycopeptiden

Bel der Peptidsynthese unterscheidet man grundsétzlich zwischen drel verschiedenen
Methoden. Neben enzymatischen Methoden und gentechnischen Synthesen in
Expressionssystemen hat vor allem die rein chemische Synthese an einer festen Phase elnen
hohen Stellenwert bel der Herstellung von Peptiden und Glycopeptiden. Begriindet wurde
diese durch die Entwicklung von R. B. Merrifield,? der aufgrund seiner Leistungen in diesem
Bereich 1984 den Nobelpreis erhalten hat. Wahrend die Festphasensynthese vor allem im
Labormalistab ihre Anwendung findet, trifft man die chemische Synthese in Losung eher im
industriellen Mal3stab an.

Bel der Festphasensynthese erfolgt der Aufbau des Peptids entgegen der natirlichen
Syntheserichtung vom C- zum N-Terminus. Man hat es mit sich wiederholenden
Synthesezyklen zu tun, die in drei Einzelschritten erfolgen und jeweils durch Waschschritte
unterbrochen werden. In Abbildung 9 sind die einzelnen Schritte der Festphasensynthese
schematisch dargestellt. Der erste Schritt besteht aus der Entschiitzung des N-Terminus am
Harz. Darauf folgt die Kupplung einer aktivierten Aminosaure in Form eines Aktivesters und
anschlief3ende Blockierung aller nicht umgesetzten Aminogruppen, durch Acetylierung. Ein
entscheidender Vorteil gegentiber der Synthese in Losung ist die Méglichkeit des Einsatzes
hoher Uberschiisse, da aufgrund der Fixierung des wachsenden Peptids nicht reagierte
Komponenten problemlos durch Waschen entfernt werden konnen.

Damit die an das Harz zu knipfenden Aminosduren nur mit der a-Aminogruppe des
N-Terminus reagieren, mussen sie ihrerseits N-terminal und seitenkettengeschiitzt eingesetzt
werden. Die Schutzgruppen fiur die a-Aminofunktion und fir eventuell vorhandene
funktionelle Gruppen in der Seitenkette missen orthogonal zueinander sein, da letztere tber
die gesamte Synthese stabil geschiitzt bleiben mussen, wahrend der Schutz des N-Terminus
nur temporéar erforderlich ist. Aus einer Reihe von Schutzgruppen hat sich im Laufe der Zeit
die basenlabile Fmoc-Gruppe® fir den Schutz der a-Aminogruppe etabliert. Als
Seitenkettenschutz dienen Trt-, Pbf-, tBu-, Boc- und StBu-Gruppen (siehe Abbildung 10), die
sich bis auf die StBu-Gruppe problemlos mit wasserhaltiger TFA unter Zusatz von
Triisopropylsilan® as scavanger entfernen lassen. Das Triisopropylsilan fungiert als
Hydridionendonator und sorgt durch Reaktion mit den wahrend der Abspaltung gebildeten
Carbokationen dafir, dal3 diese nicht wieder mit dem Peptid reagieren konnen. Die
StBu-Schutzgruppe 803t sich durch Reduktion, z.B. mit DTT, selektiv entfernen (s.u.).
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Abbildung 9: Allgemeines Schema der Peptid-Festphasensynthese.
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Abbildung 10: In dieser Arbeit eingesetzte Seitenkettenschutzgruppen.

Das Harz besitzt auf seiner Oberflache sogenannte Linker, an die die erste Aminosaure
geknupft wird. Je nach Art des Linkers entstehen entweder Peptide mit Carboxamid oder
freier Carboxylgruppe am C-Terminus. Weiterhin entscheiden die Abspaltbedingungen des
Linkers und damit des Peptids, ob der Schutz der Funktionditdten in den Seitenketten
erhalten bleibt oder mit entfernt wird.

Es gibt eine Reihe von Reagenzien fur die Aktivierung der a-Carboxylfunktion, die fir die
Knipfung der  Peptidbindung  erforderlich  ist.  Aufgrund der  geringeren
Racemisierungsgefahr® und hoher Kupplungseffizienz haben sich als Aktivatoren TBTU®
und HATU® (siehe Abbildung 11) durchgesetzt. Der vorgeschlagene Mechanismus der
Aktivierung einer Saurefunktion durch HATU ist in Abbildung 12 zu sehen.

HATU TBTU

Abbildung 11: Die Aktivatoren HATU und TBTU.
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Abbildung 12: Vorgeschlagener M echanismus der Aktivierung einer Saurefunktion durch HATU.
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Bel der Synthese von N-Typ Glycopeptiden unterscheidet man genau wie auch bel der reinen
Peptidsynthese zwischen chemischen oder enzymatischen Methoden sowie gentechnischen
Verfahren in Expressionssystemen. Enzymatische Methoden haben den Nachteil, dal3 die
Ausbeuten relativ gering sind und der finanzielle Aufwand héufig sehr hoch ist. Die
Expression in gentechnisch veranderten Zellen ist auch problematisch, da die Art der
posttranslationalen Glycosylierung vom Expressionssystem abhéngt und somit nicht mit der
natiirlichen Glycosylierung tibereinstimmen muR.*** Die klassische organische Synthese stellt
daher den wichtigsten Weg dar. Dabel wird grundsétzlich zwischen dem Verfahren der
konvergenten Synthese'*% und dem der Bausteinsynthese'®*'% unterschieden.

Bel der konvergenten Synthese werden die zu glycosylierenden Asparagine als orthogonal mit
Allylgruppen geschitzte Aspartate in der Peptidsynthese eingesetzt. Die Glycosylierung
erfolgt erst nach abgeschlossener Synthese des Peptids, wobel der Zucker als Glycosylamin
selektiv an das zuvor entschiitzte Aspartat gekniipft wird.’%% Der Vorteil dieser Methode ist
eindeutig der spéte Einsatz des Saccharids, das in der Regel nur in kleinen Mengen zur
Verfligung steht. Sollte das Peptid alerdings schon Sekundérstrukturmerkmale ausbilden, die
den Zugang des Zuckers zum Aspartat erschweren, so kann dies zu Aubeuteverlusten fuhren.
Ein weiterer Nachteil, der zwar bel beiden Verfahren auftritt, aber bel der konvergenten
Synthese drastischere Auswirkungen hat, ist die wéhrend der Kupplung auftretende
Nebenreaktion der Aspartimidbildung. Hierbei bildet sich zwischen der aktivierten
Saurefunktion am Aspartatrest und der in der Sequenz benachbarten Aminosdure ein
finfgliedriger Succinimidring, der thermodynamisch sehr stabil ist.'®® Um diese Ringbildung
zu vermeiden werden N“-HMB-N®-Fmoc-geschiitzte Aminosaurederivate bei der Synthese
eingesetzt. Diese Derivate sind jedoch kommerziell nur zum Teil zuganglich und deren
Synthese verlauft oft nur mit unbefriedigenden Ausbeuten. %1%

Bel der Bausteinmethode werden zuvor synthetisierte glycosylierte Asparagine al's sogenannte
Bausteine in der normalen Festphasensynthese bzw. Blocksynthese eingesetzt.’®*'® Vorteil
dieser Methode ist die selektive Darstellung von mehrfach und verschieden glycosylierten
Peptiden ohne aufwendigen Einsatz von Schutzgruppen. Nachteil ist allerdings der nicht
vermeidbare Ausbeuteverlust, der im wesentlichen durch nicht quantitative Umsétze bei den
nachfolgenden Aminosaurekupplungen hervorgerufen wird. Beim Einsatz der Blocksynthese
|al3t sich dieser Nachteil zwar umgehen, aber die unter Umsténden schlechte Loslichkeit der
zu verknipfenden geschiitzten Peptidfragmente kann hier zum Problem werden.

Bel der Synthese der glycosylierten Aminosdurebausteine hat sich im Laufe der Zeit der
Einsatz von, bis auf die y-Carboxylgruppe, vollsténdig geschiitztem Aspartat etabliert. Dies
wird nach vorheriger Aktivierung mit z.B. TBTU in einer glycosidischen Bindung mit dem
Zucker verknipft. Die Saccharide werden nach vorangegangener Aminierung'® des
anomeren C-Atoms als hydroxylgruppenungeschiitzte Derivate eingesetzt. Wird der Zucker
dann anschlielend in seinen OH-Gruppen durch Acetylierung geschitzt, kann im
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Syntheseverlauf weiterhin unter Verwendung von Aktivierungsreagenzien gearbeitet werden,
nachdem die tBu-geschiitzte a-Carboxylfunktion entschiitzt wurde.

Fir die Bildung von Disulfidbriicken zwischen zwel Cysteinen gibt es eine Vielzahl von
Méglichkeiten.**® Man unterscheidet prinzipiell zwischen den Verfahren der Zyklisierung am
Harz und denen in Lésung. Je nach Wahl der Thiol-Schutzgruppen gibt es dartiber hinaus die
Moglichkeit der simultanen und sukzessiven Entschitzung der Cysteine und ihrer
VerknUpfung Uber eine Disulfidbriicke (siehe Abbildung 13). Hierzu stehen wiederum
verschiedene Oxidantien zur Verfligung.

SX, SX,
Entschitzung
X=X,
X=X,
SH SH .
Entschitzung &
Oxidation
Oxidation
v
S S

Abbildung 13: Synthesestrategien zur Bildung einer Disulfidbrucke.

Die Verfahren der simultanen Umsetzung wie z.B. nach der Silylchlorid-Sulfoxid-Methode™*
bieten den Vorteil der Einsparung eines Reaktionsschritts und einer kurzen Reaktionsdauer.
Der vorgeschlagene Reaktionsmechanismus*? ist in Abbildung 14 gezeigt. Da diese Methode
jedoch in relativ konzentrierter Losung ablauft, kann die Tendenz zur Bildung
intermolekularer Disulfidbriicken bei ungiinstiger Sekundarstruktur oder wachsender
Peptidlange zunehmen.
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Abbildung 14: Vorgeschlagener M echanismus zur Disulfidbrtickenbildung nach der Silylchlorid-Sulfoxid-
M ethode.

Dieses Problem kann bei den schrittweise ablaufenden Strategien umgangen werden, wenn
die einzelnen Peptide einen genlgend grofRen Abstand voneinander haben. Bei der
Zyklisierung am Harz sorgt eine niedrige Belegung desselben dafiir. Diese Methode ist jedoch
nur auf kurze Peptide beschrénkt, da bel langen Peptiden die Neigung zur Polymerisation
nicht durch Herabsetzung der Harzbelegung in einem vertretbaren Rahmen kompensiert
werden kann. Hier bietet sich die Zykliserung in L6sung an. Durch eine hohe Verdinnung
der Peptide wird gewdhrleistet, dal’3 sich nur intramolekulare SS-Briicken bilden. Bel der
Wahl der Entschiitzungs- und Oxidationsbedingungen muf3 darauf geachtet werden, dal3 aul3er
den Thiol-Gruppen ale anderen Funktionalidten intakt bleiben und die Reagenzien relativ
einfach nach beendeter Reaktion zu entfernen sind. Als Oxidationsmittel bietet sich
Luftsauerstoff an, da es sich hier um ein sehr mildes Oxidans handelt und zudem keinerlel
Rickstande hinterlassen werden™® Zur Beschleunigung der Oxidation und als
Losungsvermittler von schlecht 16slichen Peptiden kann der Lésung etwas DM SO zugesetzt
werden. ™

Setzt man bel der Peptidsynthese ein S-(Trt)-geschitztes Cysteinderivat ein, so wird die
SH-Gruppe unter Abspaltbedingungen mit walriger TFA ebenfalls freigesetzt und das Peptid
kann nach Entfernen der Abspaltlosung zyklisiert werden. Vorteil dieser Methode ist eine
schnelle Entschitzung des gesamten Peptids. Ein Nachteil besteht in der Gefahr der
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Polymerisation wahrend der Abspaltung, so daf3 die Reaktion unter Schutzgas erfolgen mulf3.
Bel der anschlief3enden Zyklisierung kénnen Abbruchpeptide, die nur ein Cystein enthalten,
dimerisieren und so zu zusétzlichen Aufreinigungsproblemen fuhren. Dieses Problem kann
vermieden werden, wenn an den Cysteinen orthogonale Schutzgruppen, wie z.B. die
StBu-Gruppe eingesetzt werden. So besteht die Moglichkeit, das vom Harz abgespaltene
Peptid ohne die Gefahr einer Polymerisation aufzureinigen, selektiv mit DTT>® zy
entschtitzen (siehe Abbildung 15) und anschlief3end zu zyklisieren. Ein weiterer Vorteil dieser
Schutzgruppenstrategie ist der Erhalt von zwei Peptiden in einer Synthese, der linearen oder
der zyklischen Form, je nachdem ob man die Cysteine entschiitzt und das Peptid zyklisiert
oder die Cysteine in der geschiitzten Form bel aft.

?tBu ?tBu HS SH
R ad
H,N—Cys Cys—COOH HO OH
-2HStBN
S
/
2'S OH ?H SH
+
H,N—Cys Cys—COOH
OH

Abbildung 15: Entschitzung der Cysteine durch Reduktion mit DTT.

2.2 Kombinatorische Chemie

Bis Anfang der neunziger Jahre des vergangenen Jahrhunderts wurden chemische
Verbindungen in der Pharmaforschung im wesentlichen in Einzelsynthesen hergestellt und
auf ihre Verwendbarkeit hin getestet. Grol3e Pharmakonzerne waren so in der Lage, 10000 bis
20000 Verbindungen pro Jahr zu testen. Mit dem Aufkommen moderner Screening-Methoden
und der zunehmenden Automatisierung konnten in immer kirzerer Zeit immer mehr
Substanzen auf ihre Eignung als Kandidat in der Medikamentenentwicklung getestet werden.
Heute ist es mdglich, 100000 Verbindungen an einem Tag in einem sogenannten
UHTS-Screening zu Uberprifen. Zeitgleich etablierte sich die kombinatorische Chemie in
diesem Sektor, die es ermdglichte, eine Flut von Verbindungen in kirzester Zeit zu liefern.
Sie wird vor alem eingesetzt, um neue chemische Strukturen zu finden, die mit einem
biologischen Ziedmolekil interagieren. Aber auch bei der Herstelung von
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Substanzbibliotheken, die eine systematische Variation eines Molekils darstellen, wird die
kombinatorische Chemie genutzt.

In der Peptidchemie hat sich die kombinatorische Chemie zuerst durchgesetzt, da hier durch
die Festphasensynthese und immer wiederkehrende Zyklen eine Automatisierung am
einfachsten war. Wenn hier von Substanzbibliotheken gesprochen wird, sind Peptide gleicher
Kettenlange mit definierten Aminosaurepositionen (O Positionen) und Permutationsstellen,
die unterschiedliche Aminosaurederivate enthalten kénnen (X Positionen), gemeint.**"*'® Um
kombinatorische Peptidsynthese zu betreiben, kann entweder der Weg der gentechnischen
Strategie Uber die Einschleusung von Phagen,***'? Plasmiden'®® oder Polysomen* in
Expressionsysteme beschritten oder diese Bibliotheken mit Hilfe von rein chemischer
Festphasensynthese dargestellt werden. Der gentechnologische Ansatz hat den Nachteil, dafi3
er auf reine Peptidbibliotheken beschrankt ist. Der Einsatz nicht nattrlicher Aminosauren
oder ein natives Glycosylierungsmuster ist bei diesen Methoden in der Regel nicht méglich.
Die Herstellung von Bibliotheken durch Festphasensynthese kann auf prinzipiell drei Wegen
erfolgen. Der einfachste Ansatz besteht aus der Parallelsynthese von Einzelpeptiden. Diese
Strategie gehort streng genommen nicht zu den kombinatorischen Verfahren, ist aber sehr
verbreitet. Nachteil dieser Methode ist die Beschrénkung auf eine relativ kleine Anzahl von
Einzelverbindungen, die durch die Zahl der Reaktionsgefalie des Syntheseroboters beschrankt
ist. Bei den anderen Verfahren unterscheidet man zwischen der Premix***?® und Split and
Combine*®** Strategie.

Nach dem Premix-Verfahren werden Substanzbibliotheken hergestellt, indem an den
Permutationsstellen nicht mit einer einzelnen Aminosaure in der laufenden Peptidsynthese
gekuppelt wird, sondern mit einem Gemisch aus verschiedenen Aminosduren. Nach
Fertigstellung wird die Bibliothek vom Harz abgespalten und man erhdt ein Gemisch von
Peptiden in einer Losung. Die Moglichkeit mit einem vergleichsweise geringen Aufwand in
kurzer Zeit und selbst mit einer relativ geringen Menge an Harz grof3e Bibliotheken zu
erstellen, ist ein klarer Vorteil gegentiber anderen Methoden. Die Aufreinigung einer solchen
Bibliothek kann gerade bei einer grofReren Zahl von Komponenten und langen Peptiden
Probleme bereiten. Dieser Nachteil |&3 sich aber durch moglichst effiziente
Kupplungbedingungen bzw. durch die Anwendung von multidimensionaler Chromatographie
bei der Aufreinigung minimieren. Eine nachtragliche Separierung der Einzelkomponenten ist
bei dieser Methode aus oben genannten Grinden oft nicht mehr moglich, deshalb findet sie
hauptsachlich dort Anwendung, wo ein Screening von Einzelsubstanzen nicht erforderlich ist.
Ein Beispiel hierfir ist der Herstellung von synthetischen Immunogenen fir einen
multivalenten Impfstoff. Ein Nachteil dieses Verfahrens ist die unterschiedliche
Kupplungskinetik der Aminosauren bei der Knipfung der Peptidbindung. Dies fuhrt zu
unterschiedlichen prozentualen Anteilen der Einzelkomponenten in der Bibliothek und kann
nachfolgende Biotests verfalschen. Durch die Veranderung der Aminosaureiiberschiisse oder
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der quantitativen Zusammensetzung des zu kuppelnden Gemisches kann jedoch das durch die
Kinetik auftretende Problem der Ungleichverteilung kompensiert werden, 2128134139

Die Slit and Combine Methode wurde zuerst von Furka et a.’*' beschrieben. Der
wesentliche Unterschied ist die Erweiterung eines Kupplungszyklus um zwei Schritte. Vor
dem eigentlichen Kupplungsschritt wird das Harz in mehrere gleich grof3e Portionen
aufgeteilt. Die Anzahl der Portionen ist dabel gleich der Anzahl der unterschiedlichen
Aminosauren, die an diese Position geknlpft werden sollen. An jede Harzportion wird
demnach eine andere Aminosaure gekuppelt. Anschliefend werden alle Portionen
zusammengegeben und vermischt, um dann vor dem néchsten Kupplungsschritt wieder neu
portioniert zu werden. Nach beendeter Synthese befindet sich dann auf jeder Harzkugel nur
eine bestimmte Verbindung. Das Verfahren ist in Abbildung 16 schematisch dargestellt.
Vortelle dieser Methode sind zum einen die Glechverteilung aller Komponenten in der
Bibliothek und zum anderen die Mdglichkeit, jede Verbindung in der Bibliothek einzeln zu
testen und sofort zu identifizieren, wenn mit markierten Harzkugeln gearbeitet wird.
Ansonsten werden die Harzkugeln mit den gewinschten Peptiden isoliert und z.B. durch
Edman Abbau sequenziert. Nachteilig ist jedoch neben dem hohen Zeitaufwand gegentber
dem Premix-Verfahren der hohe Verbrauch an Harz, Aminosduren und Reagenzien, was
dieses Verfahren sehr kostspielig werden [a3t. Im Vergleich zur Premix-Methode wird hier
die finfzehnfache Menge an Harz bendtigt, um eine vergleichbare Heterogenitét in einer
Bibliothek zu erreichen.** Damit die Mengen an Harz im LabormaRstab noch verniinftig
handhabbar bleiben, werden mit dieser Methode eher kleine, wenig komplexe Bibliotheken
erstellt.
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Abbildung 16: Schematische Datstellung der Split and Combine-Strategie zur Bibliothekssynthese.

2.3 Analytik

2.3.1 Massenspektrometrie

Die MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorption lonisation — Time of Fligt) und die ESI
(Elektrospray) Massenspektrometrie ermdglichen  durch ihre sanfte lonisation die
Bestimmung des Molekulargewichts von Biomolekllen. Ein Vortell dieser Methoden ist
Schnelligkeit und hohe Empfindlichkeit (im femtomolaren Bereich). Das macht sie ideal fir
die Analytik von wertvollen, nur in kleinen Mengen zur Verfligung stehenden Substanzen.

Die MALDI-TOF Massenspektrometrie eignet sich ganz besonders zur Untersuchung von
hochmolekularen Verbindungen, die aufgrund ihrer Molmasse nur schwer in die Gasphase zu
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Uberflihren sind, ohne dabei zu fragmentieren. Bel diesem Verfahren handelt es sich um eine
gepulste lonisierungsart. Die zu untersuchende Substanz wird zusammen mit einer geeigneten
Matrix (z.B. DHB oder CCA) cokristallisiert. Durch lokale Erhitzung mit einem Laser werden
Matrixmolekille schlagartig verdampft und die Probenmolekille mitgerissen.'** Bei der
Desorption der Matrixmolekiile werden diese zusétzlich durch Photoionisation angeregt und
es findet ein Protonentransfer auf neutrale Matrixmolektile statt. Ein weiterer Ladungstransfer
auf die Probenmolekille sorgt dann fur die lonisation derselben. Die Geschwindigkeit der
ionisierten Molekile im nachfolgenden TOF-Analysator ist umgekehrt proportional zu ihrer
Masse, so dal anhand ihrer Flugzeit das Masse-L adungsverhétnis errechnet werden kann.

Mit der Elektrospray Massenspektrometrie ist es moglich, neben sehr grof3en Biomolekilen
wie Proteinen auch niedermolekulare Molekile (Untergrenze m/z = 100) zu analysieren. Es
handelt sich um ein homogenes lonisationsverfahren, bel dem die Probe aus einer Losung in
einem elektrischen Feld verspriht wird.*** Das elektrische Feld liegt zwischen der
Kapillarspitze, aus der die Losung austritt und der am MS-Eingang lokalisierten
Gegenelektrode an. Die bei Atmospharendruck gebildeten lonen werden durch die angelegte
Spannung in Richtung des Analysators im Hochvakuum beschleunigt. Dabei verdampfen die
Lésungsmittelmolekile in den Nebeltropfchen, die Ladungsdichte nimmt zu und es kommt zu
Coulomb-Explosionen der Tropfen. Dieser Prozeld wiederholt sich mehrmals hintereinander,
bis die Probenmolekiile vollstdndig desolvatisiert sind und durch eine geeignete lonenoptik in
den Anaysatorteil des Spektrometers gelangen. Die Bestimmung ihres Masse-
Ladungsverhéltnisses geschieht hier in der Regel Uber einen Quadrupol. Es gibt allerdings
auch die Kombination mit eéinem TOF-Analysator. Beim ESI-MS treten neben den einfach
geladenen auch mehrfach geladene Molekllionen auf. So ist es moglich auch mit
Massenanalysatoren, die nur einen begrenzten Masse-Ladungsbereich detektieren konnen,
hochmolekulare Verbindungen zu vermessen. Vortell diessr Methode gegeniber dem
MALDI-TOF-Verfahren ist die mogliche Kopplung mit einer HPLC, so dald auch
Substanzgemische nach vorheriger Trennung zeitgleich vermessen werden kénnen. Aul3erdem
ist beim ESI-MS, im Gegensatiz zum MALDI-TOF-MS, ene Quantifizierung von
Einzelkomponenten in einer zu untersuchenden Probe moglich, da von einer homogenen
Losung als Analyt ausgegangen wird und nicht von einem heterogenen Kristall.

2.3.2NMR

Bel der Charakterisierung von Peptiden und Glycopeptiden hat sich die NMR-Spektroskopie
als ein Standardverfahren etabliert. Um die chemischen Verschiebungen und Integrale der
Resonanzen sowie die Kopplung in deren Fenstrukturen zu ermitteln, reichen
eindimensionale Experimente nicht mehr aus, da aufgrund der Signallberlagerungen die
Auswertbarkeit der Spektren an ihre Grenzen st6f¥. Dieses Problem wird durch Aufnahme
zweidimensionaler NMR-Spektren umgangen. Mit den nachfolgend erléuterten
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2D-Experimenten ist es moglich, die einzelnen Spinsysteme zu identifizieren sowie skalare
und dipolare Kopplungen zu ermitteln.

Das TOCSY (Total Correlation Spectroscopy)-Experiment ermdglicht es, die chemischen
Verschiebungen der einzelnen Aminosdure- und Zuckerkomponenten eines Glycopeptids im
Spektrum zu bestimmen. Dies erfolgt vorzugsweise bei einem in Wasser aufgenommenen
Spektrum durch Analyse der NH-Spuren, da diese am besten dispergiert und von anderen
Signalen separiert sind. Im TOCSY -Experiment erfolgt eine totale Korrelation innerhalb eines
Spinsytems aufgrund eines angelegten Spinlockfeldes.*** Dabei hangt es von der Spinlockzeit
im Experiment und den Kopplungskonstanten des Spinsystems ab, wie weit dieser
Magnetisierungstransfer geht. Bei *J.s-Kopplungen, die kleiner als zwei Hertz sind, erfolgt
kein Transfer mehr.

Das NOESY (Nuclear Overhauser and Exchange Spectroscopy)-Experiment dient zur
Sequenzbestimmung eines Peptids, sowie bel Glycopeptiden zur Zuordnung von Sacchariden
zu den daran gebundenen Aminosduren. Darlber hinaus koénnen aber auch durch das
Auftreten von NOE-Kontakten, von in der Sequenz weit voneinander entfernten
Aminosauren, bzw. durch die Anayse der NH-NH-Kontakte Aussagen Uber die
Sekundérstruktur des Peptids gemacht werden. NH;-NH;.; und NH;-NH;s, deuten auf a-
helicale Bereiche hin, wo hingegen in [-Stréngen nur NH;-NH;.1-Kontakte auftreten.
Allgemein lassen sich interatomare Absténde bestimmen, die zwischen 1.8 und 5.0 A liegen.

—C C Ca+l

P NN /‘/,
H e N
SN
H‘\»H

Abbildung 17: Sequentielle NOE-K ontakte zwischen benachbarten Aminosauren.

Das NOESY -Experiment basiert auf der dipolaren Kopplung von Spins direkt durch den
Raum. Durch sie wird das Relaxationsverhalten raumlich benachbarter Kerne beeinflufit.
Die Magnetiserung eines Spins fuhrt zu einer vom Gleichgewicht abweichenden
Magnetisierung eines benachbarten Spins. Diese Phanomen wird als Nuclear-Overhauser-
Enhancement (NOE) bezeichnet.* Die Intensitdt eines NOESY-Kreuzsignals ist unter
anderem abhangig vom raumlichen Abstand der Kopplungspartner zueinander. Da es sich
beim NOE um ein reines Relaxationsphdnomen handelt, ist es unerheblich, ob die Spins
zusétzlich Uber eine skalare Kopplung miteinander in Verbindung stehen.

Da die skalaren Kopplungskonstanten der Spinsysteme anhand eines 1D-NM R-Experiments
nur bel kleinen Molekilen bestimmbar sind, werden diese bel grof3eren Molekulen mit Hilfe
des COSY (Corrolated Spectroscopy)-Experiments'®® ermittelt. Bei starken Signal-
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Uberlagerungen und einer gleichzeitigen starken Aufspaltung des Signals ist es nicht immer
moglich, eine genaue Zuordnung zu machen. In diesem Fall ist die Aufnahme eines E.COSY -
oder DQF-COSY Spektrums ratsam, da es hier zu einer Vereinfachung der Multiplettstruktur
kommt. Im Falle einer starken Kopplung ist jedoch mit einem Verschwinden der Kreuzsignale
unter der Diagonalen zu rechnen. Darliber hinaus kann mit Hilfe des COSY -Experiments eine
eindeutige  Zuordnung von  Zuckerprotonen oder peptidischen  Protonen  der
Aminosaureseitenkette durchgeftihrt werden.

2.4 Surface Plasmon Resonance (SPR)

Bel der Erforschung neuer Wirkstoffe kommt der Untersuchung von Interaktionen zwischen
Proteinen mit anderen Molekllen eine zentrale Rolle zu. Neben klassischen Bindungsassays
wie ELISA oder FACS, die markierte Bindungspartner (Enzym- oder Fluoreszenzlabel)
bendtigen, gibt es seit etwa zehn Jahren eine Methode, mit der es moglich ist, ein
Bindungsereignis von ungelabelten Substanzen in Echtzeit zu messen. Die bei dieser
optischen Methode eingesetzte SPR-Technik wurde 1959 erstmals von Turbador*’
beschrieben und wesentlich durch Otto™®'* bzw. Kretschmann und Raether™™
weiterentwickelt. Bel einem SPR-Experiment sorgt die durch ein Bindungsereignis
hervorgerufene Massenzunahme fir eine Verénderung des Brechungsindexes in der
Analytenlésung. Das MefRprinzip beruht auf der Detektion dieser Anderung. Vorteilhaft bei
diesem Verfahren ist neben der oben erwahnten fehlenden Notwendigkeit einer Veranderung
der Moleklleigenschaften durch labeling, der sehr geringe Verbrauch an haufig schwer
zuganglichem biologischen Material und die Mdaglichkeit, unter nahezu physiologischen
Bedingungen zu arbeiten. Bel den Gerédten der Firma BIACORE ist man nicht nur auf die
Messung der Interaktionen zwischen Molekilen beschrénkt. Auch grofdere Systeme, wie
Bakterien™, Viren'™? und Zellen®® konnten erfolgreich untersucht werden.

2.4.1 Das SPR-Phanomen und dessen Anwendung

Das SPR-Phdnomen |8/% sich folgendermal3en beschreiben. Trifft ein linear polarisierter
Lichtstrahl unter Totareflektion auf eine Grenzflache von hohem zu niedrigem
Brechungsindex auf, so tritt eine evaneszierende Welle in das Medium mit niedrigerem
Brechungsindex und nimmt in der Intensitét exponentiell ab. Die Eindringtiefe entspricht
etwa der Wellenlénge des verwendeten Lichtes. Ist die Grenzflache mit einem leitenden, aber
nicht magnetischen Material (z.B. Gold) beschichtet, so wechselwirkt die evaneszierende
Welle mit den Oberflachenplasmonen dieser Schicht und es entsteht eine verstérkte
evaneszierende Welle. Das Auftreten dieser Wechselwirkung ist von einem bestimmten
Winkel der evaneszierenden Welle und dieser wiederum vom Brechungindex des Mediums,
in das die Welle eindringt, abhangig. Eine auftretende Resonanz wird als eine
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Intensitdtsabschwachung des Lichtes bel einem bestimmten Winkel detektiert (siehe
Abbildung 18 oben rechts). Die Anderung des Brechungsindex um 1.10° erzeugt eine
Verschiebung um 0.1° im Resonanzwinkel. Die gemessene Veranderung im Winkel wird als
Resonanz-Unit (RU) bezeichnet. Stenberg et al.™ haben gezeigt, daR fir Proteine
Anderungen im Brechungsindex proportional zur Zunahme an Masse sind. Dies kann auch
auf andere Molekiile Ubertragen werden. 1000 RU entsprechen einer Anderung um 0.1° oder
1 ng. Bei einem BIACORE Gerét wird, wie in Abbildung 18 zu sehen, ein Bindungspartner
auf einem Chip immobilisiert, wahrend der andere an ihm vorbeistromt. Die beiden Medien
mit unterschiedlichen Brechungsindizes werden durch die in der Mef3zelle stromende Ldsung
des mobilen Bindungspartners und durch eine Glasschicht im Chip dargestellt. Kommt es zum
Bindungsereignis, so erhdht sich die lokale Konzentration des mobilen Liganden in der N&he
der Chipoberfache, welches eine Anderung des Brechungindex und damit des Mef3signal's zur
Folge hat.

Optische
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einheit 2 Intensitét el
Lichtquelle H" ..i '
l. I .-I II I I .-.I .
il > Winkel

'
i

p-polarisiertes
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Molekdl (z.B. ein Protein)

Abbildung 18: Schematische Dar stellung des BIACORE-SPR-Systems™.

Fir unterschiedliche Anwendungen gibt es unterschiedliche Chips und entsprechend
adaptierte Immobilisierungsarten. Die gebrauchlichste Immobilisierung erfolgt Gber eine
Aminkupplung auf einem Chip, bestehend aus einer Glas- und Goldschicht, an die eine
carboxymethylierte Dextranschicht gebunden ist. Bedingung ist jedoch, dal3 der zu
immobilisierende Ligand eine Amin-Funktion besitzt. Zunéchst werden, wie in Abbildung 19
oben zu sehen, die Carboxyl-Funktionen der Dextran-Schicht durch Zugabe von NHS und
EDC in Aktivester Uberfihrt und anschlief3end der Ligand kovalent Uber eine Amidbindung
gebunden. Danach werden alle nicht belegten, aber aktivierten Carboxylfunktionen mit einem
UberschuR an Ethanolamin umgesetzt und so inaktiviert (siehe Abbildung 19 unten).
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Abbildung 19: Amin-Kupplung zur Immobilisierung eines Liganden auf der Chipoberflache.

In Abbildung 20 ist der idedisierte Verlauf eines SPR-Experiments in Form eines
Sensorgramms dargestellt. Es a3 sich in mehrere Phasen unterteilen. Zu Anfang der
Messung flief3t lediglich Laufpuffer Gber die Chipoberflache. Es folgt die Assoziationsphase,
in der der mobile Ligand Uber die Chipoberflache stromt und mit den matrixgebundenen
Molekilen wechselwirkt. Sichtbar wird diese Wechselwirkung durch die Zunahme des
Resonanzsignals. Sind alle Bindungsstellen belegt, so stellt sich zwischen Assoziation und
Dissoziation ein Gleichgewicht ein, und die Steigung der Resonanzkurve nimmt auf den Wert
Null ab. Die Steigung und Dauer bis zum Erreichen dieses Plateaus hangt von der
Konzentration des Liganden und der Kinetik des untersuchten Systems ab. Nach Erreichen
des Gleichgewichts wird die Zufuhr von Liganden gestoppt und es wird wieder Laufpuffer
durch die Mel3zelle geleitet. Die Zahl der gebundenen Liganden verringert sich in dieser
Dissoziationsphase zunehmend, und das Resonanzsignal erniedrigt sich. An die
Dissoziationsphase schliefdt sich haufig noch eine Regeneration der Chipoberfl&ache an, die
dafUr sorgt, dal3 alle Komplexe aus immobilisierten und mobilen Liganden nach erfolgter
Messung schnell zerstort werden und die Oberflache fur ein neues Experiment in ihrer
urspringlichen Form zur Verflgung steht.
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Abbildung 20: Darstellung einesidealisierten Sensorgramms™.

Die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation (ks) und Dissoziation (kq) konnen direkt aus
deren Kurvenformen erhalten werden, wenn die Austauschprozesse nicht zu schnell erfolgen.
Mit Hilfe dieser beiden kinetischen Daten |d3% sich die thermodynamische
Gleichgewichtskonstante (Kp) nach der Formel

bestimmen.™® Im Fall einer sehr schnellen Kinetik |43t sich die Dissoziationskonstante und
damit auch die Gleichgewichtskonstante nur (iber eine K onzentrationsreihe bestimmen. >’
Damit Kp berechnet werden kann, ist es also notwendig, die Konzentration an mobilem
Liganden zu kennen. Bei Untersuchungen der Wechselwirkungen von z.B. (Glyco)Peptiden
mit membranstandigen Rezeptoren auf Zellen entspricht diese der Anzahl der Rezeptoren auf
der Oberflache. Die Rezeptoranzahl variiert aber von Zelle zu Zelle und kann daher nur
abgeschétzt werden.

2.4.2 SPR mit Zellen

Bel einer SPR-Messung mit Molekilen ist die Anzahl der detektierten RUs ein Mal3 fur die
Zahl der entstandenen Komplexe. Das ist bei Messungen mit Zellen nicht der Fall, da eine
einzelne Zelle Uber mehrere Rezeptoren an mehrere immobilisierten Liganden bindet. Die
Massenzunahme steigt hier aso nicht linear mit der Zahl der gebildeten Komplexe an.
Aullerdem bedingt die dulRere Gestalt der Zelle, dal3 viele Rezeptoren nicht die Moglichkeit
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haben in die Néhe der Bindungspartner zu gelangen, da sie sich auf der von der
Chipoberflache abgewandten Seite der Zelloberflache befinden. Man kann daher den Kp-Wert
dlenfalls abschdtzen. Um dennoch einen guten von einem schlechten Bindungspartner
unterscheiden zu konnen, werden Zellkonzentrationsreihen verschiedener Liganden relativ
zueinander ins Verhdtnis gesetzt (in Abbildung 21 beispielhaft dargestellt). Der am besten
bindende Ligand weist demnach unter Voraussetzung einer gleichen Immobilisationsrate die
Konzentrationsreihe mit den hochsten RU-Werten auf.

A
RU Ligand X
16
14 -
12
10
8 - Ligand Y
6 |
4
2 Ligand Z
0 >
0 500 1000 1500 Zellen/pL

Abbildung 21: Vergleich der Bindungsaffinitdten verschiedener Liganden anhand von
Konzentrationsreihen mit Zellen.

Um festzustellen, ob eine detektierte Bindung spezifisch oder unspezifisch erfolgt, wird eine
Negativkontrolle mit Zellen der gleichen Zellinie durchgefuhrt, die jedoch nicht die
Rezeptoren besitzen, die fUr eine spezifische Interaktion nétig sind.

2.4.3 HI5- und Parentalzellen

Um Interaktionen von GP120 oder V3-Peptiden bzw. -glycopeptiden mit dem
CCR5-Corezeptor studieren zu konnen, gibt es die Mdglichkeit, sogenannte GHOST-HI5-
Zellen enzusetzen, die diesen Corezeptor Uberexprimieren. Die Zahl der auf der
Zelloberflache befindlichen CCR5-Corezeptoren liegt bei ca. 10° bis 10° Kopien pro Zelle.
Diese Zdllinie basiert auf einer humanen Osteosarkoma-Zelllinie (HOS). Als
Negativkontrolle dienen GHOST-Parentalzellen. Sie sind mit den HI-5-Zellen identisch,
exprimieren allerdings kein CCR5 auf ihrer Zelloberflache.
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3 Aufgabenstellung

Ziel dieser Arbeit ist es, potentielle Kandidaten fur einen moglichst effektiven Impfstoff
gegen eine HIV-Infektion zu erhalten. Es ist bekannt, dal3 die V3-Loop des GP120 durch
neutralisierende Antikorper erkannt wird und somit vom Immunsystem unschadlich gemacht
werden kann. Das Epitop, das von diesen Antikorper erkannt wird, ist also wahrscheinlich
auch beim Mechanismus der HIV-Infektion bedeutend. Um hier einen genaueren Einblick zu
gewinnen, ist es wichtig, die konformationellen Einflisse einer Glycosylierung,
Disulfidbriickenbildung auch in Abhangigkeit der Sequenz néher zu erforschen und die
Unterschiede im Bindungsverhalten zu studieren. Die Bereitstellung der (Glyco)Peptide fir
derartige Untersuchungen durch eine rein chemische Synthese bietet einen erfolgver-
sprechenden Weg, da der Zugang aus natiirlichen Ressourcen oder durch gentechnologische
Methoden schwierig ist.

Im Rahmen dieser Arbeit sollen daher, ausgehend von einer zuvor ermittelten
Konsensussequenz, offenkettige und zyklische V 3-Peptide bzw. -Glycopeptide mit Hilfe der
Festphasensynthese dargestellt werden. Anstelle des natirlichen Zuckers soll bel der
Glycopeptidsynthese Chitobiose als Modellverbindung in Form des Fmoc-geschiitzten
Chitobiosyl-Asparagin-Bausteins eingesetzt werden. Diese Verbindungen sollen anschlief3end
NMR-spektroskopisch bzw. durch SPR-Studien mit CCR5 Uberexprimierenden Zellen
untersucht werden. Durch den Vergleich der Ergebnisse untereinander und mit zuvor
durchgefiihrten Untersuchungen einer EB1-Patientensequenz® sollen Aussagen iber die
strukturellen Veranderungen und Einflisse auf die Bindungsaffinitét gemacht werden, die
Glycosylierung, Disulfidbriickenbildung und M utationen nach sich ziehen.

Ein weiteres Kriterium fur einen wirkungsvollen HIV-Impfstoff ist es, die Voraussetzungen
fur eine moglichst umfassende Immunantwort zu schaffen. Aufgrund der hohen Variabilitét
der V3-Loop ist es nicht oder nur sehr eingeschrankt maglich, mit einem einzelnen Antikorper
eine Vielzahl von HIV-Stammen zu neutralisieren. Versuche mit gepoolten Patientenseren,
die viele unterschiedliche anti-V3-Antikorper enthalten, zeigen haufig eine sehr viel breitere
Immunantwort. Deshalb soll in dieser Arbeit zunachst die Sequenzvariabilitét der V3-Loop
ermittelt werden, um daraus mogliche Permutationsstellen abzuleiten. Zusammen mit den
bisher gewonnenen Informationen sollen dann entsprechende (Glyco)Peptidbibliotheken
entwickelt und dargestellt werden, die diese Varianz in hohem Mal3e widerspiegeln. Dazu soll
die Synthesestrategie des kombinatorischen Premix-Ansatzes zunachst optimiert werden, um
die Erkenntnisse bei der anschlief3enden Synthese der (Glyco)Peptidbibliotheken zu nutzen.
Dartber hinaus sollen auch die V3-Bibliotheken mittels SPR untersucht und deren
Bindungsaffinitéten mit denen der entsprechenden Einzelverbindungen verglichen werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Gendatenbankrecherche

Ziel der Genbank-Recherche war es, eine subtypubergreifende V3-Konsensussequenz zu
ermitteln aber auch die Variabilitét innerhalb der V3-Loop des GP120 zu bestimmen, um
Hinweise zur Schaffung eines effizienten subtypubergreifenden Impfstoffes zu erhalten. Da
die Suche alle HIV-1 Subtypen erfassen sollte, wurden lediglich die Stichworte ,HIV-1* und
,GP120" verwendet. Die Recherche ergab einen Datensatz bestehend aus 31936 Sequenzen.
Unvollsténdige GP120-Sequenzen, die nicht die V3-Loop enthielten, mufdten vor der weiteren
Analyse aus der Datenbank eliminiert werden, da sie sonst die statistische Auswertung
verfalschen. Es wurden nur V3-Loops mit 35 Aminosauren berlicksichtigt, die mit Cystein
beginnen und enden. Weitere V 3-Sequenzen enthalten Deletionsstellen oder Insertionsstellen,
wobei insbesondere die um zwei Aminosauren verlangerte V3-Loop einen weiteren wichtigen
Typ darstellt, der jedoch zumindest in der Datenbank wesentlich weniger vertreten ist als der
Haupttyp mit 35 Aminosauren. Das Ergebnis ist ein Datensatz mit 17974 Sequenzen. Die
Auswertung der Variabilitét an jeder der 35 Positionen der V3-Loop ist in Abbildung 22 zu
sehen.

Bemerkenswert sind die starken Unterschiede der Permutationsgrade an den einzelnen
Positionen. Die Aminosdurepositionen des GPG-Motivs der prinzipiell neutralisierenden
Domaéne (PND) sind sehr hoch konserviert. Bis auf wenige Ausnahmen zeigen die funf N-
terminal und acht C-termina benachbarten Positionen jedoch eine sehr hohe Varianz. Die
Diversitdt innerhalb der sonst sehr konservierten PND ist zum Teil durch die
Berticksichtigung verschiedener Subtypen in der Datenbankanalyse zu erkléren. Die
Sequenzen der PND unterscheiden sich normalerweise zwar je nach Subtyp, sind innerhalb
einer Klasse aber hoch konserviert (siehe 1.5). Anglister®” zeigte anhand einer NMR basierten
Konformationsanalyse eines anti(PND)-Antikdrper-V 3-Peptid-Komplexes, dal3 die zur PND
benachbarten Aminosauren ebenso vom Antikorper erkannt werden, wie die zentrale
GPG-Sequenz. Die hohe Mutationsrate der flankierenden Bereiche des GPG-Motivs ist aso
wahrscheinlich mitverantwortlich dafr, dal3 die meisten monoklonalen Antikdrper gegen die
PND nicht kreuzreaktiv, d.h. nicht in der Lage sind, Viren unterschiedlicher Isolate zu
neutralisieren, und es dem Virus so ermdglichen einer Immunreaktion auszuweichen.
Experimente zeigten bei ener Impfung mit einem Gemisch an V3-Peptiden bzw.
GP120-Proteinen eine breitere Immunantwort, als bel ener Immuniserung mit
Einzel peptiden. 3
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Abbildung 22: Varianz an den Positionen des Haupttyps der V3-Loop mit 35 Aminosduren. Sie wird
dargestellt durch Angabe der relativen Haufigkeit [%] des Auftretens der Aminosauren fir jede der 35
Positionen. Die unterschiedlichen Aminosauren sind durch verschiedene Farben gekennzeichnet.
Ausgewertet wurde ein Datensatz von 17974 V3-Loop Sequenzen aus Genbank.

N-Glycosylierungen im GP120 kdnnen immer an der Sequenz NXT auftreten, wobei X eine
beliebige Aminosaure sein kann. Die Analyse ergibt eine zu 87% hoch konservierte
Glycosylierungsstelle am  Asn6. Daneben existiert noch ene weitere potentielle
Glycosylierungsstelle am Asn5, die aber nur zu einem Prozent populiert ist und somit
vernachldssigt werden kann.

Die zielgerichtete Entwicklung und Synthese von V3-Peptidbibliotheken, welche alle
wesentlichen Elemente beinhalten, die wichtig fur die Ausbildung des optimalen
Bindungsepitops sind und darlber hinaus die Variabilitdt innerhalb der V3-Loop
widerspiegelt, scheint also sinnvoll.

Ausgehend von der ermittelten Diversitét der V3-Loop werden die Konsensussequenz und
eine Peptidbibliothek, die die Hauptvarianzen reprasentieren, abgel eitet (siehe Abbildung 23).
S Meyer *% konnte an einer EB-1 Patientensequenz zeigen, dafd sowohl eine Glycosylierung
als auch eine Zyklisierung eine Anderung in der Konformation zur Folge hatten und sich
positiv auf die Bindungseigenschaften zum CCR5-Chemokin-Rezeptor auswirken. Am
Beispiel der hier abgeleiteten Konsensussquenz, die sich an den Positionen 5 (N « S) und 25
(D - E) von der EB1-Sequenz unterscheidet, soll im Folgenden untersucht werden,
inwieweit sich diese Beobachtungen auch bel einer V3-Loop mit etwas anderer Sequenz (s.0.)
bestétigen lassen. Dazu werden im weiteren Verlauf dieser Arbeit offenkettige und zyklisierte
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Peptide bzw. Glycopeptide synthetisiert (siehe Abbildung 24), die die hier abgeleitete
Konsensussequenz beinhalten. Diese Verbindungen werden dann auf strukturelle
Unterschiede mit Hilfe von NMR-Studien analysiert, wie sie durch Zyklisierung,
Glycosylierung und  Sequenzunterschiede (durch  Vergleich mit ener EB-1
Patientensequenz'®®) hervorgerufen werden. Ebenso sollen diese Einflisse auf die
Bindungseigenschaften zum Chemokin-Rezeptor mittels SPR untersucht und mit denen der
EB-1 Verbindungen verglichen werden.

10 11 12
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CTRPNNNTRKS

I G P G

ZUv oI
OO0 1l

Abbildung 23: Ergebnis des Bibliotheksdesigns ausgehend vom Variationsgrad an den Positionen 1 bis 35
der V3-Loop anhand einer Genbank Datenbankrecherche. Damit eine Position als Permutationsstelle
definiert wird, mussen bestimmte Kriterien erfullt sein (siehe unten). Dies fuhrt zu insgesamt vier
Permutationen in der Bibliothek. Die darin enthaltenen Aminosduren sind an der entsprechenden
Position senkrecht untereinander dargestellt. Die gelb unterlegte Sequenz stellt die K onsensussequenz der
Datenbankrecher che dar.

Da nicht bekannt ist, wie viele verschiedene Sequenzen fir einen ausreichenden Impfschutz
notwendig sind, scheint es zunéchst sinnvoll, nur die am stérksten permutierten Positionen zu
berlicksichtigen. Welterhin sollten in eine Permutation nur solche Aminosauren einbezogen
werden, die nennenswert an der Gesamtpopulation der jeweiligen Position beteiligt sind.
Damit eine Position als Permutationsstelle definiert wird, missen folgende willkurlich
festgesetzte Kriterien erfillt sein: Die an ener Position am haufigsten vorkommende
Aminosaure darf nur mit maximal 67% an der Gesamtpopul ation beteiligt sein und es werden
nur die Aminosauren beriicksichtigt, die mindestens 10% der jeweiligen Population
ausmachen. Das Ergebnis ist in Abbildung 23 zu sehen. Mit Hilfe der so ermittelten
Permutationsstellen sollen dann die in Abbildung 24 dargestellten V3-Bibliotheken
synthetisiert und auf ihre Bindungsaffinitéten hin untersucht werden.

Bei alen Verbindungen wurden die C-Termini amidiert, um den Gegebenheiten innerhalb des
nativen Proteins besser zu entsprechen. Die N-Termini sind frel und nicht acetyliert.
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Abbildung 24: Ubersicht der darzustellenden Konsensusverbindungen und Bibliotheken. Die
Konsensussequenz wird in Form eines offenkettigen und disulfidverbrickten Peptids (1 und 2) bzw. an
Asn6 mit Chitobiose glycosyliertes Peptids (3 und 4) synthetisiert. Die abgeleitete Bibliothek wird als
zyklische Peptid- bzw. analog der K onsensussequenz glycosylierte Peptidbibliothek (5 und 6) synthetisiert.
Die bel den Bibliotheken 5 und 6 fett und in Klammern angegebenen Aminosiuren, stellen eine
Permutationsstelle dar. Die Bibliotheken enthalten also jeweils 48 Peptide respektive Glycopeptide. Bei
allen Peptiden wurden die C-Termini amidiert, um den Gegebenheiten innerhalb des nativen Proteins
besser zu entsprechen. Die N-Termini sind frei und nicht acetyliert.
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4.2 Darstellung des NY-Chitobiosyl-Asparagin-Bausteins 12

Da die Glycopeptidsynthesen in dieser Arbeit nach der Bausteinmethode erfolgten, wurde
zuvor der hierflir benétigte NY-Chitobiosyl-Asparagin-Baustein 12 nach dem in Abbildung 25
gezeigten Schema synthetisiert. Die hierfiir benétigte Vorschrift slammt von S. Meyer'®® und
J. Tost, ',

OH OH H,SO,
Ac,0
o) o
o (0] ACO
HO HO
Ausbeute 4%
NHAC NHAc
7 n
OH OH OH OH
NaOMe o 0 NH,HCO, 1) o)
50°C 24h NH
— = Hoypo HO oH — . Moo HO 2
Ausbeute 98% NHAC 9 NHACc Ausbeute 92% NHAC NHAc
10
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TBTU (DIPIE_A_ln DMF OAC
2. Ac20 in Pyridin

- s 1)

Ausbeute 51% ACOACO AcO
NHAc
NHAc 1 Q/HZO (19:1)
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OAc
(0]
AcO ACO AcO NH
NHAC NHAc
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Abbildung 25: Synthese des NY-Chitobiosyl-Aspar agin-Baustein 12.

4.3 Synthese von Peptiden und Glycopeptiden als
Einzelsubstanzen

Die Synthese der hier beschriebenen Peptide und Glycopeptide erfolgten vollautomatisch im
continous flow Verfahren an einem Pioneer Peptide Synthesizer der Firma Perseptive.
Lediglich schwierig zu kuppelnde Aminosduren wurden bei 1&ngerer Reaktionszeit und unter
Ar-Schutzgasatmosphare manuell in die laufende Peptid- bzw. Glycopeptidsynthese
eingefuhrt. Als Losungsmittel diente an diesen Positionen NMP stait DMF, da NMP in der
Lageist, eine im Peptid vorhandene Sekundarstruktur zu strecken, so daf3 der N-Terminus fir

eine Kupplung besser zuganglich ist.*"™
a4
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Als Festphase wurde ein mit Polyethylenglycol copolymerisiertes Polystyrolharz verwendet,
welches mit ener Fmoc- geschitzten 5-(4-Aminomethyl-3,5-dimethoxyphenoxy)-
valeriansdure (PAL) als Linker ausgestattet ist.
Die Abspaltung, der am Harz synthetisierten Peptide und Glycopeptide, erfolgte bei allen
synthetisierten Verbindungen durch Schitteln des Harzes in einem Gemisch bestehend aus
TFA:TIPS:H,0 95:5:2 (v:v:v). Auf die in der Peptidchemie algemein Ublichen Zusétze von
welteren scavengern wie 1,2-Ethandithiol oder Thioanisol wurde verzichtet, weil es, wie in
anderen Arbeiten beschrieben'®, unter den stark sauren Abspaltbedingungen zu
unerwiinschten Nebenreaktionen kommen kann, die letztlich zum Verlust des Zuckers oder
seiner stereochemischen Eindeutigkeit fihren kénnten. Darlber hinaus wurden, abgesehen
von Fmoc-L-Cys-(StBu)-OH, ausschliefdlich solche Aminosdurederivate eingesetzt, deren
Seitenkettenschutzgruppen eine vollstandige Abspaltung auch ohne weitere scavenger
zulassen.
Bevor das abgespaltene Rohproduktgemisch per RP-HPLC aufgetrennt wurde, wurde das
Abspaltgemisch vorgereinigt. Dazu wurde das bis zur Trockne eingeengte Abspaltgemisch in
Wasser suspendiert, im Ultraschallbad behandelt und anschlief3end der unlésliche Rickstand
abzentrifugiert. Das aufgearbeitete Rohproduktgemisch liefd sich im Anschluf3 gut in Wasser
aufnehmen und gefriertrocknen, was sein Lésungsverhalten zur spédteren Aufreinigung an
RP-HPLC in Wasser/Acetonitril merklich verbesserte.
Um eine moglichst hohe Kupplungsausbeute zu erhalten, wurde bel allen Kupplungsschritten
eine Dreifachkupplung, bei einem jeweils vierfachen Aminosaureiiberschuld in Bezug auf die
frelen  Aminofunktionen  eingesetzt.  Ausgenommen  waren  Kupplungen  von
Chitobiosylasparaginbausteinen. Auf deren Kupplungsbedingungen wird spéter eingegangen.
Als Aktivatoren wurden bei der vollautomatischen Synthese TBTU, bel der manuellen
Durchftihrung von sterisch anspruchsvollen Kupplungen HATU verwendet. Der Aktivator
wurde jeweils zusammen mit der Base DIPEA im fiinffachen UberschuR eingesetzt. Auch hier
gelten andere Kupplungsbedingungen far die Verknupfung von
Chitobiosylasparaginbaustei nen.
Da Kupplungsreaktionen in der Regel nicht quantitativ verlaufen, wurden nicht umgesetzte
Aminogruppen nach einem Kupplungszyklus mit einer 10%igen Ldsung von Acetanhydrid in
DMF acetyliert. Ohne diesen Capping-Schritt bekdme man nach beendeter Synthese eine
groRere Anzahl von Nebenprodukten mit Deletionsstellen, was eine Aufreinigung erheblich
erschweren wirde.
Fir den Einbau des wertvollen Chitobiosylasparagin-Bausteins sind  hohe
Kupplungsausbeuten bei moglichst geringen Uberschiissen von grofRer Wichtigkeit. Das
reaktivere HATU kann allerdings nicht als Aktivator verwendet werden, da die Nebenreaktion
der intramolekularen Succinimidbildung nach der Aktivierung des Bausteins mit HATU an
Bedeutung gewinnt (siehe Abbildung 26). Wird aber TBTU unter Feuchtigkeitsausschluld
10 erziglen. Es wurden
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Zweifachkupplungen durchgefiihrt, bei denen der Baustein aquimolar bezlglich der freien
Aminofunktionen eingesetzt wurde. Es hat sich gezeigt, dal3 das Ausbeute-Optimum erreicht
werden kann, wenn das Verhaltnis von Baustein/Aktivator/Base 4:5:5 (v:v:v) betragt.’®* Dies
entspricht einem 1.2fachen UberschuR an TBTU und DIPEA. Der geoste
Chitobiosylasparagin-Baustein wurde dabei getrennt von TBTU und DIPEA ohne
Voraktivierungszeit auf das Harz gegeben, um die oben genannte Aspartimidbildung zu
verhindern.

OAcC + H,N—Peptid
(e}
ACOACO AcO
NHAc NHAc
Aktivator \
OAcC
(0]
ACOACO AcO
NHAc NHAc
OAcC OAc O
0 (e}
AcO N
AcO AcO H
NHAC NHAc
(e} NHFmoc

Abbildung 26: Intramolekular e Succinimidbildung als Nebenreaktion bei der Bausteinver knipfung.

Die O-Deacetylierung des am Peptidbackbone verknipften Zuckers wird vor der Abspaltung
des Peptides vom Harz durchgefuhrt. Dazu &3t man eine Losung aus Hydrazinhydrat in
absolutem Methanol im Verhdtnis 1:5 fur sechs Stunden einwirken.

4.3.1 Synthese des nicht glycosylierten offenkettigen V3-Peptids 1

Durch die Synthese des unglycosylierten offenkettigen Peptids 1 (siehe Abbildung 24) sollten
schwierige Kupplungsschritte identifiziert werden, um spéter bei der Glycopeptidsynthese
optimale Ausbeuten zu erreichen. Dartiber hinaus dient es a's Verglei chssubstanz hinsichtlich
der Bindungsaffinitaten und konformativer Anderungen.

Das 35er Peptid wurde in einem ersten Ansatz komplett in einer vollautomatischen Synthese
mit Dreifachkupplungen am Peptidsynthesizer hergestellt. Nach Aufreinigung mittels HPLC
ergab sich eine Ausbeute von 1.5%. Die Analyse des automatischen Fmoc-Monitoring zeigte,
da® die Kupplungen von Tyrosin-21 bis Arginin-18 nur mit schlechten Ausbeuten
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durchfhrbar waren. Die Aufnahme eines MALDI-TOF Spektrums der Rohprodukts
bestétigte dieses Ergebnis. Es konnten folgende Abbruchpeptide als Hauptnebenprodukte
identifiziert werden:

[M+H"] = 1979.96; AcHN-AFYATGDIIGDIRQAHC(StBu)-CONH2
[M+H"] =1908.67; AcHN-FYATGDIIGDIRQAHC(StBu)-CONH2
[M+H'] = 1761.72; AcHN-YATGDIIGDIRQAHC(StBu)-CONH2
[M+H"] = 1598.90; AcHN-ATGDIIGDIRQAHC(StBu)-CONH2

Der Grund fur den Einbruch der Ausbeuten an diesen Positionen konnte in der Ausbildung
einer fr die Kupplung unguinstigen Sekundarstruktur liegen, so dal3 der N-Terminus sterisch
abgeschirmt wird. Aufgrund der schlechten Ausbeute wurde die Synthese wiederholt. Die vier
schwierig zu verkntipfenden Aminosauren wurden manuell in einer Dreifachkupplung mit je
120 Minuten Dauer in Gegenwart von NMP als Lasungmittel gekuppelt. Die photometrische
Bestimmung der Ausbeute nach jedem einzelnen Kupplungsschritt durch Messung der
UV-Absorption des in der Abspatlosung enthaltenen Methylenfluorens ergab nahezu
gquantitative Ausbeuten in diesen vier Kupplungsschritten. Die Verkntpfung der anderen
Aminosauren erfolgte wie oben beschrieben am Peptidsynthesizer. Nach Aufreinigung mittels
HPLC ergab sich eine Ausbeute von 4.5%. Dies entspricht nur einer Durchschnittausbeute
von 91% pro Aminosaureposition. Es ist zu vermuten, da® es noch weitere
Synthesepositionen im Peptid mit unbefriedigenden Kupplungsausbeuten gibt. Dartiber hinaus
entstehen bel der Aufreinigung durch HPLC zusétzliche Ausbeuteverluste, die ebenfalls flr
diese relativ geringe Ausbeute verantwortlich sind.

Die Produkte beider Synthesen (MW = 4029.74 g/mol) konnten im MALDI-TOF-Spektrum
durch einen Pesk bei m/z = 4030.49 [M+H'] identifiziert werden. Zur genauen
Charakteriserung wurden 2D-NMR-Experimente aufgenommen. Im TOCSY -Spektrum
konnten die Spinsysteme aler Aminsduren identifiziert werden. Durch Auswertung der
NH-Region konnten 32 NH-Spuren, im Bereich von 7.865 bis 8.537 ppm, den entsprechenden
Aminosauren zugeordnet werden (siehe Abbildung 27). Die zwei Prolinspuren bei 4.392 und
4.362 ppm, sowie die des N-terminalen Cysteins bei 4.456 ppm wurden anhand ihrer Cy-Spur
zugeordnet. Die Sequenzierung des Peptids gelang durch Analyse der Nachbarschafts-NOE’s
in einem NOESY -Spektrum. Die Bestimmung der 3Junq-Kopplungkonstanten gelang unter
Zuhilfenahme eines DQF-COSY -Spektrums. Die *H-NMR-chemischen Verschiebungen und
die 3Jwe-Kopplungskonstanten sind in Tabelle 19 (siehe 7.4.1) angegeben. Dieser
Syntheseablauf wurde fir die folgenden Synthesen von V3-(Glyco)Peptiden als
Standardverfahren tbernommen.
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Abbildung 27: Ausschnitt aus der NH-Region des TOCSY-Spektrums von 1. Zu sehen sind 32 von 35

Aminosaurespuren. Die Kreuzsignale des N-terminalen Cysteins sowie der beiden Proline 4 und 16 sind
hier nicht zu sehen, da sie keine amidischen Protonen besitzen. Die Zuordnung ihrer Spinsysteme gelang
durch Auswertung iher C4-Spuren.

Die Untersuchung der strukturrelevanten NOE-Kontakte ergab, wie in Abbildung 28 zu
sehen, nur sequenzielle NOE-Kontakte zwischen den amidischen Protonen. Dies deutet auf
eine relativ gestreckte Struktur hin. Eine Ausnahme bildet der N-terminale Bereich. Hier
treten Uberhaupt keine NH-NH-NOE-Kontakte auf. Der Grund konnte eine erhdhte
Flexibilitdt dieser Region sein. Die beobachteten NOE-Kontakte sind in Tabelle 3
zusammengefalyt.

48



ppm
785

790

795

Ergebnisse und Diskussion

U
adbrv21 Faoyds Ll

8.00 —
1, () Y21/F20
8.05 — O@
810 @@ @ Y021/A22
815
820 | .
" QB2IR31 T8RO
@@ | 23624, f
D29/G28 ' X
YA D O "
M | riecly] b
A33/H34"
U A @ |
Clom A
0 ©@Q3 4 o, v DO
114/H13 | - I12/H<]13b ) g |
| f
| ' 0 D
' T A i T @ ) “lﬂ T ° Q T 2 m T
8.4 8.3 8.2 8.1 8.0 7.9 ppm
Abbildung 28: NH-NH-Bereich des NOESY -Spektrums von Verbindung 1.
Aminosaure  NH-NH-NOE- |Aminosaure  NH-NH-NOE- Aminosaure  NH-NH-NOE-
Kontakt Kontakt Kontakt
Asn7 Thr8 Alal9 Argl8; Phe20 |Gly28 le27; Asp29
Thr8 Asn7; Arg9 Phe20 Alal9; Tyr21  |Asp29 Gly28; 11e30
Arg9 Thr8 Tyr21 Phe20; Ala22 [lle30 Asp29; Arg31
Serll llel2 Ala22 Tyr21 Arg31 l1e30; GIn32
lle1l2 Serll; His1l3 |Thr23 Gly24 GIn32 Arg31
His13 llel2; llel4 Gly24 Thr23 Ala33 His34
llel4 His13 Asp25 lle26 His34 Ala33
Gly17 Argl8 lle26 Asp25
Argl8 Gly17 lle27 Gly28

Tabelle 3: Strukturrelevante NOE-K ontakte von 1.

4.3.2 Synthese des offenkettigen V3-Glycopeptids 2

Die Anknupfung der ersten 29 Aminosauren des 35er Glycopeptids 2 (siehe Abbildung 24)
wurde nach dem unter 4.3.1 (zweiter Syntheseansatz) beschriebenen Verfahren durchgefihrt.
Die anschlief3ende V erknipfung des Chitobiosyl asparagin-Bausteins 12 erfolgte manuell. Die
Kupplung der nachfolgenden Aminoséuren fand in einer vollautomatischen Synthese am
Peptidsynthesizer statt. Die Ausbeute nach Aufreinigung mittels HPLC betrug 3%. Das
Glycopeptid (MW = 4436.13 g/mol) konnte durch Aufnahme eines MALDI-TOF-Spektrums,

daf’ den Hauptpesk bei m/z = 4437.33 [M+H"] aufwies, identifiziert werden.
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Die NMR-spektroskopische Charakterisierung erfolgte wie unter 4.3.1 beschrieben. Wie in
Abbildung 29 zu sehen, Uberstreichen die NH-Spuren einen Bereich von 7.865 bis 8.564 ppm.
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Abbildung 29: Ausschnitt aus der NH-Region des TOCSY-Spektrums von 2. Die schwarz eingeférbten

Signale stammen von Aminosauren, die roten von Zuckern. Zu sehen sind 32 von 35 Aminosdurespuren
und 3 Saccharidspuren. Die Kreuzsignale des N-terminalen Cysteins sowie der beiden Proline 4 und 16
sind hier nicht zu sehen, da sie keine amidischen Protonen besitzen. Die Zuordnung ihrer Spinsysteme
gelang durch Auswertung iher C4-Spuren.

Die Cy-Spuren der zwel Proline und des Cystein-1 liegen bei 4.390, 4.365 und 4.458 ppm.
Fur das direkt am Peptid gebundene N-Acetylglucosamin sind zwel NH-Spuren zu
beobachten, die von der N-Acetylgruppe (8.130 ppm) und der N-glycosidischen Bindung
(8.564 ppm) herrihren. Eine dritte NH-Spur (8.307 ppm) stammt von dem zweiten
N-Acetylglucosamin der Chitobiose. Die Zuordnung der Zuckerprotonen gelang durch
Analyse der dipolaren Kopplungen im DQF-COSY -Spektrum. Die *H-NMR-chemischen
Verschiebungen und die 3Jyuq-Kopplungskonstanten sind in Tabelle 21 (siehe 7.4.2)
angegeben.
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Die hier beobachteten NH-NH-NOE-Kontakte (siehe Tabelle 4) der Peptidkette decken sich
weitestgehend mit denen des offenkettigen Peptids 1. Lediglich ein zusétzlicher NOE-K ontakt
zwischen Asn6 und Ans/ ist aufgetreten. Da sich beide Verbindungen nur durch eine
Glycosylierung an der Seitenkette von Asn6 unterscheiden, mufd der Zucker hier eine
mal3gebliche Rolle spielen.

Aminosaure iNH-NH-NOE- |Aminosaure iNH-NH-NOE- |Aminosaure iNH-NH-NOE-
Kontakt Kontakt Kontakt

Asn6 Asn7 Argl8 Gly17 lle27 Gly28

Asn7 Asn6; Thr8 Alal9 Phe20 Gly28 lle27

Thr8 Asn7; Arg9 Phe20 Alal9; Tyr21  |Asp29 Gly28; 11e30

Arg9 Thr8 Tyr21 Phe20; Ala22 [lle30 Asp29; Arg31

Serll lle12 Ala22 Tyr21 Arg31 lle30

llel2 Serll; Hisl3 |Thr23 Gly24 GIn32 Arg31l

His13 llel2; llel4 Gly24 Thr23 Ala33 His34

llel4 His13 Asp25 lle26 His34 Ala33

Glyl7 Argl8 lle26 Asp25

Tabelle 4: Strukturrelevante NOE-K ontakte von 2.

4.3.3Versuch der Zyklisierung des orthogonal StBu-cystein-
geschitzten nicht glycosylierten V3-Peptids 1

Die unter 4.3.1 und 4.3.2 beschriebenen Synthesen wurden unter Verwendung von orthogonal
seitenkettengeschitzten Cysteinen durchgefiihrt. Dieser Schutz erlaubt es, das entstandene
Rohprodukt vor dem Entschiitzen der Thiolgruppen und dem Knupfen einer Disulfidbriicke,
aufzureinigen. Darliber hinaus hat diese Schutzgruppenstrategie den Vorteil, dal3 mit jeweils
einer Synthese sowohl das lineare, als auch das zyklisierte Peptid bzw. Glycopeptid erhaten
werden kann (siehe 2.1).

Die selektive Abspaltung der orthogonalen StBu-Schutzgruppen wird mit Hilfe von Thiolen
als reduzierende Agentien durchgefihrt. In der Literatur ist der Einsatz verschiedener Thiole,
wie z.B. Mercaptoethanol, Ethanaldithiol oder Dithiothreitol (DTT) beschrieben.® DTT
erscheint aber aufgrund der guten Loslichkeit in wélrigen Medien und der weniger starken
Geruchsbelastigung im Vergleich zu anderen Thiolen am geeignetsten.*® Die Abspaltung der
StBu-Gruppen und die anschliefende Knipfung der Disulfidbriicke wurde in drei
verschiedenen Ansétzen durchgefihrt, um die optimalen Reaktionsbedingungen zu ermitteln.
Dabei wurden der UberschuR an DTT und die Resktionszeit bei der Entschiitzung und
Zyklisierung variiert. Der erste Syntheseversuch zur Reduktion der geschitzten Thiole
erfolgte wie in der Literatur beschrieben mit 20 Aquivalenten DTT und einer Reaktionszeit
von 6 Stunden.’®? Das Fortschreiten der Entschiitzung ist, wie in Abbildung 30 zu sehen,
massenspektrometrisch verfol gt worden.
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Abbildung 30: Massenspektrometrische Verfolgung der Entschiitzungsreaktion der Cystein-Thiole mit
DTT von 1. Es wurden vor dem Start der Reaktion, nach zwei und nach sechs Stunden eine Probe aus
dem Reaktionsgemisch entnommen und nach vorheriger Entsalzung mit Hilfe von Cqg-Pipettenspitzen
massenspektrometrisch via M ALDI-TOF ver messen.

Anschlief3end wurde die Peptidlésung mit einer Ammoniumhydrogencarbonatlésung auf
20uM verdunnt. Die Knlpfung der Disulfidbriicke erfolgte dann durch Luftoxidation Gber
drei Tage. Nach Entsalzung und Aufkonzentration durch Ultrafiltration konnte jedoch weder
das Edukt noch das gewinschte zyklisierte Peptid per MALDI-TOF detektiert werden. Der
gefriergetrocknete Rickstand erwies sich, ganz im Gegensatz zum Edukt, als extrem
wasserunloslich. Das 183t darauf schlief3en, dal3 es wadhrend der Ultrafiltration zu einer
Polymerisation durch intermolekulare Disulfidbriickenbildung gekommen sein konnte. Da
DTT in einem hohen Uberschul? eingesetzt wurde, sorgt es wahrend der Oxidationsreaktion
wahrscheinlich dafur, dal3 die bereits gebildeten Disulfidbriicken wieder gespalten werden. In
der anschlief3enden Ultrafiltration wird das DTT aus der Losung entfernt, so dal3 es zu
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keinerlei Reduktion der Disulfidbriicken mehr kommen konnte. Da die Peptidldsung aber jetzt
stark aufkonzentriert ist, steigt die Neigung zur intermolekularen Disulfidbrickenbildung
stark an, welches letztendlich zu Polymeren fihrt.

In den folgenden beiden Experimenten sollte die Ruckreaktion unterbunden werden, indem
der Uberschul? an DTT reduziert und die Reaktionsdauer verlangert wurde. Zusétzlich wurde
der Fortschritt der Zyklisierungsreaktion durch den Nachweis von freien Thiolgruppen mit
Hilfe des Ellmann-Tests'®*'®* verfolgt und erst abgebrochen, nachdem der Test keine freien
Thiole mehr nachwies. Die Entschiitzung verlief auch bel diesen beiden Experimenten
erfolgreich (massenspektrometrische Reaktionverfolgung), aber auch hier bestand das
gefriergetrocknete Produkt nach der Zyklisierung aus einem schwer wasserl6slichen Granulat.
Im MALDI-TOF-Spektrum konnte weder das Edukt noch das Produkt nachgewiesen werden.
Es kam aler Wahrscheinlichkeit nach wieder zu einer Polymerisationsreaktion. Dies ist
zunéchst einmal verwunderlich, weil mit dem wahrend der Oxidationsreaktion durchgefiihrten
Ellman-Test kein unumgesetztes DTT mehr nachgewiesen und so von einer Beendigung der
Reaktion ausgegangen werden konnte. Das entstandene unlésliche Produkt legt aber den
Schlu? nahe, dal3 sich trotz des negativen Ellman-Tests noch geringe Mengen nicht
umgesetztes DTT in der Reaktionsldsung befanden, die ausreichten um im weiteren Verlauf
der Aufarbeitung zu Polymerisationsreaktionen zu fihren (s.0.). Der Test scheint also fur die
Verfolgung dieser Reaktion zu unempfindlich zu sein.

Auf weitere Versuche wurde verzichtet. Die beiden synthetisierten Verbindungen 1 und 2
dienen als lineare Referenzsubstanzen zu den entsprechenden zyklischen Verbindungen 3 und
4, auf deren Synthese noch eingegangen wird.

4.3.4Versuch der Zyklisierung des orthogonal tBu-cysteinge-
schitzten Modellpeptids C(tBu) KSGYGFTNAGMQWC(tBu)K 13

Da die unter 4.3.3 angewandte Methode nicht zum gewinschten Erfolg fihrte, soll unter
Verwendung von orthogonal tBu-geschiitzten Cysteinen die Entschiitzung und Zyklisierung
nach der Silylchlorid-Sulfoxid-Methode untersucht werden.'*! Dazu wurde das Peptid
C(tBu)KSGY GFTNAGMQWC(tBu)K 13 freundlicherweise von Herrn Dr. Jan Wilfken zur
Verfiigung gestellt.”® Nach erfolgter Umsetzung nach einer modifizierten Methode™'® von
Kiso'® bzw. Fujii*®® konnte weder das entstandene Produkt noch das Edukt im
MALDI-TOF-Spektrum identifiziert werden. Da das entstandene Produkt ein unldsliches
Granulat bildete, kam es wahrscheinlich, bedingt durch das geringe Ldsungsmittelvolumen
und die damit verbundene hohe Peptidkonzentration, zu einer Polymerisation.

4.3.5 Synthese der nicht glycosylierten zyklischen V3-Loop 3

Die Synthese erfolgte nach der unter 4.3.1 (zweiter Syntheseansatz) beschriebenen Methode.
Bel dieser Synthese wurden Trityl-geschiitzte Cysteine eingesetzt, die zusammen mit allen
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anderen Aminosauren, bei der Abspaltung des Peptids vom Harz, entschiitzt wurden. Die
anschlief3ende Zyklisierung mit Luftsauerstoff, Ultrafiltration und Aufreinigung mittels HPLC
ergab eine Ausbeute von 2%.

Das Produkt (MW = 3851.38 g/mol) konnte massenspektrometrisch bei m/z = 3852.12
(M+H") im MALDI-TOF-Spektrum nachgewiesen werden.

Die NMR-spektroskopische Charakterisierung erfolgte wie unter 4.3.1 beschrieben. 32
NH-Spuren in einem Bereich von 7.865 bis 8.483 ppm konnten den entsprechenden
Aminosauren zugeordnet werden (siehe Abbildung 31). Die Identifikation der zwei Proline
und des N-terminalen Cysteins erfolgte durch Auswertung der C,-Spuren bei 4.356, 4.381
und 4.454 ppm. Die H-NMR-chemischen Verschiebungen und die 3June-Kopplungs-
konstanten sind in Tabelle 24 (siehe 7.4.5) angegeben.
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Abbildung 31: Ausschnitt aus der NH-Region des TOCSY-Spektrums von 3. Zu sehen sind 32 von 35
Aminosaurespuren. Die Kreuzsignale des N-terminalen Cysteins sowie der beiden Proline 4 und 16 sind
hier nicht zu sehen, da sie keine amidischen Protonen besitzen. Die Zuordnung ihrer Spinsysteme gelang

durch Auswertung iher C4-Spuren.
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Wie in Tabelle 5 zu sehen, konnten neben zahlreichen strukturrelevanten, sequentiellen
NOE-Kontakten zwischen den amidischen Protonen auch ein long-range NOE-Kontakte
zwischen Cys35-f’ und Cysl-f’ beobachtet werden. Zusétzlich tritt ein NOE-Kontakt von
Gly15-NH zu Argl18-NH auf. Die hier auftretenden mid- und long-range NOE-K ontakte sind
auf die mit der Disulfidbriicke verbundene Loop-Bildung zuriickzufihren, in der sich die oben
erwahnten Aminosauren rdumlich sehr nahe kommen. Aufgrund der beobachteten NOE-
Kontakte ist davon auszugehen, dal’ die zyklisierte V3-Loop 5 in einer wesentlich anderen
Konformation vorliegt as die offenkettigen V erbindungen.

Aminosaure NOE-Kontakt |Aminosaure NOE-Kontakt |Aminoséaure NOE-Kontakt
Asn7 Thr8 Phe20 Alal9; Tyr21 Asp29 Gly28; lle30
Serll llel2 Tyr21 Phe20; Ala22  |lle30 Asp29; Arg31
llel2 Serl1; His13 Ala22 Tyr21 Arg31 11e30; GIn32
His13 lle12; llel4 Thr23 Gly24 GIn32 Arg31

lleld His13 Gly24 Thr23 Ala33 His34

Gly15 Argl8 Asp25 lle26 His34 Ala33

Gly17 Argl8 lle26 Asp25

Argl8 G15; Gly17 lle27 Gly28

Alal9 Phe20 Gly28 lle27

andere strukturrelevante NOE-Kontakte

Cys35p' Cysi1p'

Tabelle 5: Strukturrelevante NOE-Kontakte von 3. Wenn nicht anders angegeben, handelt es sich um
NH-NH-Kontakte.

4.3.6 Synthese der glycosylierten zyklischen V3-Loop 4

Die Anknupfung der ersten 29 Aminosauren des 35er Glycopeptids 4 (siehe Abbildung 24)
wurde nach dem unter 4.3.1 (zweiter Syntheseansatz) beschriebenen Verfahren durchgefihrt.
Die anschlief?ende Verknlpfung des Chitobiosylasparagin-Bausteins erfolgte manuell. Die
Kupplung der nachfolgenden Aminosauren fand in einer vollautomatischen Synthese am
Peptidsynthesizer statt. Die Bildung der Disulfidbriicke wurde wie unter 4.3.5 beschrieben
durchgefiihrt. Nach Aufreinigung durch HPLC betrug die Ausbeute 3%.

Die Identitét des Glycopeptids (MW = 4257.77 g/mol) wurde zunédchst durch die Aufnahme
eines MALDI-TOF-Spektrums mit einem Peak bei m/z = 4258.77 (M+H"), bestétigt.

Die NMR-spektroskopische Charakterisierung erfolgte wie unter 4.3.1 beschrieben. Der NH-
Bereich des TOCSY -Spektrums wies 35 Spuren auf, die sich zwischen 7.865 und 8.543 ppm
befanden. 32 Spuren konnten den im Glycopeptid enthaltenen Aminosduren zugewiesen
werden (siehe Abbildung 32). Die verbliebenen drei NH-Spuren stammen von den
Zuckerprotonen. Der mit dem Peptid verknipfte N-Acetylglucosaminrest war durch zwel
NH-Spuren bei 8.543 und 8.120 ppm zu identifizieren. Die NH-Spur des zweiten Zuckerrests
liegt bei 8.289 ppm. Die Identifikation der Spinsysteme der zwel Proline und des N-
terminalen Cysteins erfolgte durch Auswertung der Cy-Spuren bei 4.345, 4.380 und 4.454

ppm.
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Abbildung 32: Ausschnitt aus der NH-Region des TOCSY -Spektrums von 4. Die schwarz eingeférbten
Signale stammen von Aminosauren, die roten von Zuckern. Zu sehen sind 32 von 35 Aminosaurespuren
und 3 Saccharidspuren. Die Kreuzsignale des N-terminalen Cysteins sowie der beiden Proline 4 und 16
sind hier nicht zu sehen, da sie keine amidischen Protonen besitzen. Die Zuordnung ihrer Spinsysteme
gelang durch Auswertung iher C4-Spuren.

Die *H-NMR-chemischen Verschiebungen und die 3Jynq-K oplungskonstanten sind in Tabelle
26 (siehe 7.4.6) angegeben.

Fur das zyklisierte Glycopeptid 4 konnten neben zahlreichen sequentiellen NOE-K ontakten
(sehe Abbildung 33 und Tabelle 6) auch zwei mid-range NOE-Kontakte zwischen
GIcNACc1-NH1 und Asn5-B/f" sowie Gly15-NH und Argl8-NH ausgewertet werden. Welitere
zwel strukturrelevante long-range Kontakte traten zwischen, Asn5-NH und 11€30-NH sowie
zwischen Cys35-f3’ und Cysl-f’ auf.
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Abbildung 33: NH-NH-Bereich des NOESY -Spektrums von Verbindung 4.
Aminosdure  NOE-Kontakt |Aminosdure NOE-Kontakt |[Aminosdure NOE-Kontakt
Asn5 lle30 Argl18 Glyl5; Glyl7 [lle27 Gly28
Asn7 Thr8 Alal9 Phe20 Gly28 lle27
Thr8 Asn7 Phe20 Alal9; Tyr21 [Asp29 Gly28; 1le30
Serll llel2 Tyr21 Phe20; Ala22 (l1le30 Asn5; Asp29; Arg31l
lle12 Serll; His13 [Ala22 Tyr21 Arg31 lle30; GIn32
His13 llel2; llel4 Thr23 Gly24 GIn32 Arg31l
lleld His13 Gly24 Thr23 Ala33 His34
Gly15 Arg18 Asp25 lle26 His34 Ala33
Gly17 Argl8 lle26 Asp25
andere strukturrelevante NOE-Kontakte

Cys35p' Cys1p'
GIcNAc1-NH1  Asn5pB,B'

Tabelle 6: Strukturrelevante NOE-Kontakte von 4. Wenn nicht anders angegeben, handelt es sich um

NH-NH-K ontakte.

Wie schon bei der nicht glycosylierten V3-Loop zu beobachten war, unterscheidet sich auch
die glycosylierte Form in ihrer Konformation deutlich von der entsprechenden offenkettigen
Verbindung. Diese ist an den hier auftretenden mid und long-range NOE-Kontakten
festzumachen. Bemerkenswert ist der NOE-Kontakt zwischen Asn5-NH und 11e30-NH. Er
tritt bei dem hier untersuchten Glycopeptid 4 auf, jedoch nicht beim unglycosylierten
zyklischen Peptid 3. Der Chitobiosylrest hat hier also einen wesentlichen Einfluld - direkt oder
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indirekt - auf die raumliche Annédherung der beiden Aminosduren und damit auch auf die
Konformation in diesem Bereich des Peptidriickgrats.

4.4 NMR-spektroskopische Untersuchungen zu konformativen
Differenzen unterschiedlicher V3-Peptide und -Glycopeptide

Durch Vergleiche der TOCSY -Spektren der synthetisierten Verbindungen 1, 2, 3 und 4 und
einer zyklischen glycosylierten V3-Loop der EB1-Patientensequenz*® konnen Hinweise auf
strukturelle Unterschiede, hervorgerufen durch Glycosylierung, Ringschluf3 durch eine
Disulfidoriicke und Permutationen, erhalten werden. Um einen Vergleich zu ermdglichen,
wurden ale Spektren in H,O/D,O (9:1) bei 300K aufgenommen. Der pH-Wert aler Proben
betrug 3.

4.4.1 Vergleich des offenkettigen V3-Peptids 1 mit dem offenkettigen
V3-Glycopeptid 2

In Abbildung 34 sind die NH-Bereiche der TOCSY -Spektren des linearen Peptids 1 und des
linearen Glycopeptids 2 Ubereinander gelegt. Der Vergleich der chemischen Verschiebungen
der amidischen Protonen liefert Hinweise auf glycosylierungsbedingte Unterschiede in der
dreidimensionalen Struktur (siehe Tabelle 7). Die deutlichste Anderungen weist
erwartungsgemald Asné (Ad =-0.054 ppm) im Bereich der Glycosylierungsstelle auf. Die
beiden benachbarten Aminosduren zeigen zwar kleinere aber dennoch signifikante
Anderungen von 0.032 ppm fiir Asn5 und 0.046 ppm fiir Asn7. Dariiber hinaus sind noch
kleinere Unterschiede in der chemischen Verschiebung der Aminosauren Arg3, Arg9, Lysl10,
Serl2 und 1lel4 im N-terminalen Bereich und Asp25, Asp29, GIn32 und Ala33 im C-
terminalen Bereich, mit Betrdgen zwischen 0.011 ppm und 0.019 ppm festzustellen.
Die Veradnderungen der chemischen Verschiebungen im N-terminalen Bereich lassen sich auf
die Nahe zur Glycosylierungsstelle zurlckfihren. Die Ursache der Unterschiede bel den
anderen sechs Aminosauren konnen nur dann beim Chitobiosylrest zu suchen sein, wenn eine
direkt oder indirekt durch ihn bedingte Konformationsdnderung der Peptidkette in dem
Bereich der oben erwdhnten Aminosauren stattfande oder direkt trans-loop-Kontakte
vorhanden wéren. Die Peptidkette mifte also eine loop-artige Struktur aufgrund der
Glycosylierung aushilden. Dies ist jedoch nach einer NMR-Konformationsanalyse der
offenkettigen V3-Loop™® relativ unwahrscheinlich. Zusatzlich wurden auch keinerlei long-
range NOE-Kontakte im NOESY -Spektrum des Glycopeptids 2 gefunden. Die Unterschiede
in diesem Bereich bleiben somit ungeklart.
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Abbildung 34:Ausschnitte aus den TOCSY-Spektren des linearen Peptids 1 (schwarz) und des linearen
Glycopeptids 2 (rot).

Aminosaure  Ad[ppm] Aminosdure  Ad[ppm] Aminosaure  Ad [ppm]
Thr2 -0.005 llel4 -0.008 lle26 -0.001
Arg3 -0.011 Gly15 -0.004 lle27 -0.006
Asn5 0.032 Gly17 0.002 Gly28 -0.005
Asn6 -0.054 Argl8 -0.006 Asp29 -0.017
Asn7 0.046 Alal9 -0.005 11e30 0.009
Thr8 0.007 Phe20 -0.005 Arg3l -0.002
Arg9 -0.012 Tyr21 0.000 GIn32 -0.013
Lys10 -0.011 Ala22 0.004 Ala33 -0.019
Serll -0.012 Thr23 -0.002 His34 -0.008
llel2 -0.014 Gly24 -0.001 Cys35 -0.007
His13 -0.007 Asp25 -0.011

Tabelle 7: Unterschiede in der chemischen Verschiebung der amidischen Protonen zwischen linearem
Peptid 1 und linearem Glycopeptid 2.
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4.4.2 Vergleich des zyklisierten V3-Peptids 3 mit dem zyklisierten
V3-Glycopeptid 4
Wie in Abbildung 35 zu sehen ist, sind die Unterschiede in der chemischen Verschiebung
zwischen dem zyklischen Peptid 3 und dem zyklischen Glycopeptid 4 geringer, als bei den
offenkettigen Verbindungen 1 und 2. Lediglich die Aminosduren Thr2, Asn6, Asn7, Thr8,
Lys10, Asp25, Asp29, GIn32 und Ala33 zeigen kleine Anderungen der Betrége in der
chemischen V erschiebung zwischen 0.007 ppm und 0.017 ppm (siehe Tabelle 8).

Aminosaure  Ad[ppm] Aminosaure  Ad[ppm] Aminosaure  Ad [ppm]
Thr2 -0.007 llel4 0.001 lle26 0.001
Arg3 0.000 Gly15 0.003 lle27 0.002
Asnb5 -0.005 Gly17 0.002 Gly28 0.004
Asn6 0.007 Argl8 -0.002 Asp29 0.011
Asn7 0.007 Alal9 0.003 11e30 -0.006
Thr8 0.017 Phe20 0.003 Arg31l 0.000
Arg9 0.001 Tyr21 0.000 GIn32 0.011
Lys10 -0.008 Ala22 -0.005 Ala33 0.012
Serll -0.003 Thr23 0.000 His34 0.002
llel2 0.000 Gly24 0.002 Cys35 0.003
His13 -0.001 Asp25 0.008

Tabelle 8: Unterschiede in der chemischen Verschiebung der amidischen Protonen zwischen zyklischem
Peptid 3 und zyklischem Glycopeptid 4.

Die Aminosduren nahe der Glycosylierungsstelle weisen mit Ausnahme von Thr8 kleinere
Differenzen auf als die weiter entfernten. Unterschiede in der chemischen Verschiebung
treten bel diesem Vergleich, von wenigen Ausnahmen abgesehen, bei den gleichen
Aminosauren auf, wie sie schon beim vorangegangenen Vergleich der offenkettigen
Verbindungen 1 und 2 beobachtet werden konnten (siehe 4.4.1). Wie oben bereits erwéhnt,
sind die Betrdge hier jedoch kleiner. Durch den Ringschlul® mittels einer Disulfidbriicke
scheint das Peptidriickgrat weitgehend in seiner dreidimensionale Struktur festgelegt zu sein,
so dai3 in diesem Fall der konformative Einfluld des Zuckers wahrscheinlich keinen grofien
Effekt mehr hat. Das erklart die sehr viel kleineren Unterschiede von 3 und 4 in der
chemischen Verschiebung, verglichen mit den linearen Verbindungen 1 und 2.

Eine analoge Untersuchung einer zyklisierten V3-Loop'®, jedoch mit anderer Sequenz im
Bereich der Glycosylierungsstelle (N5  S5) zeigt eine sehr viel groRere Anderung in der
chemischen V erschiebung von 0.069 ppm fir S5 im Vergleich zu N5 mit —0.005 ppm. Dieses
kann durch die verschiedenen Aminosduren an der Position 5 aber ebenso durch einen
verschieden grof3en Einflufl3 des Zuckers bedingt sein. Je nach Aminoséaure hat der Zucker
wahrscheinlich eine etwas andere Vorzugsrichtung im Bezug auf das Peptidrickgrat, was
wiederum eine unterschiedlich starke Anderung in der chemischen Verschiebung der
betroffenen Aminosauren bewirken kann.
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Abbildung 35: Auschnitte aus den TOCSY-Spektren des zyklischen Peptids 3 (schwarz) und des
zyklischen Glycopeptids 4 (rot).

4.4.3Vergleich des offenkettigen V3-Glycopeptids 2 mit dem
zyklisierten V3-Glycopeptid 4
Anhand der TOCSY-Spektren der Verbindungen 2 und 4 sind Unterschiede in den
chemischen Verschiebungen nahezu aller Amidprotonen festzustellen (Ad = 0.001 ppm bis
0.240 ppm) und mehr as 77% der Aminosauren weisen Differenzen von mindestens 0.020
ppm auf (siehe Tabelle 9). Es ist somit mdglich, dald sich die dreidimensionalen Strukturen
beider Verbindungen unterscheiden.
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Abbildung 36: Auschnitte aus den TOCSY-Spektren des linearen Glycopeptids 2 (schwarz) und des
zyklischen Glycopeptids 4 (rot).

Die Unterschiede der chemischen Verschiebungen sind hier sehr viel grof3er, as bei den
vorherigen Vergleichen zwischen nicht glycosyliertem und glycosyliertem Peptid (siehe 4.4.1.
und 4.4.2) Die Zyklisierung der Glycopeptide durch eine Disulfidbriicke hat also einen sehr
viel grofderen Einfluld auf die Konformation, als die Einfihrung eines Chitobiosylrestes. Die
grofdten Differenzen weisen hier die Aminosduren Asn6é und Asn7 im Bereich der
Glycosylierung auf, mit Anderungen von 0.240 ppm bzw. 0.212 ppm. Es ist daher
anzunehmen, dal? die Knupfung der Disulfidbriicke zwischen den terminalen Cysteinen auch
eine stérkere Wechselwirkung des Zuckerrestes mit Asn6é bzw. Asn7 und damit verbunden,
eine Beeinflussung von deren Konformation, induziert.

Der Vergleich der TOCSY -Spektren in Bezug auf die Lage der amidischen Protonen von den
Zuckerresten zeigt ebenso eine deutliche Verschiebung, deren Ursache eine konformative
Anderung aufgrund der oben erwahnten Zyklisierung ist. Dariiber hinaus zeigt auch Cys35
eine deutliche Verénderung in der chemischen Verschiebung von -0.133 ppm, die ebenfalls
ihre Ursache in der Zyklisierung findet.
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AS Ad [ppm] [AS Ad [ppm] [AS Ad [ppm] [GIcNAc-NH Ad [ppm]
Thr2 0.030 llel4 0.067 lle26 0.029 GIcNAc1-NH1 0.022
Arg3 0.010 Glyl5 0.058 lle27 0.030 GIcNAc1-NH2 0.012
Asn5 -0.041 Gly17 -0.017 Gly28 0.021 GIcNAc2-NH2 0.018
Asn6 0.240 Argl8 0.039 Asp29 0.051

Asn7 0.212 Alal9 0.057 11e30 0.005

Thr8 0.027 Phe20 0.029 Arg31l 0.022

Arg9 -0.034 Tyr21 0.000 GIn32 0.087

Lys10 -0.020 Ala22 0.001 Ala33 0.053

Serll 0.095 Thr23 0.020 His34 -0.007

llel2 0.075 Gly24 0.011 Cys35 -0.133

His13 0.059 Asp25 0.030

Tabelle 9: Unterschiede in der chemischen Verschiebung der amidischen Protonen zwischen linearem
Glycopeptid 2 und zyklischem Glycopeptid 4.

4.4.4 Vergleich einer glycosylierten zyklischen V3-Loop (EB1)*° mit

dem zyklisierten V3-Glycopeptid 4

Die Ubereinandergelegten TOCSY-Spektren des zyklischen Glycopeptids 4 und einer
zyklischen glycosylierten VV3-Loop der EB1-Patientensequenz'® (siehe Abbildung 37), die
sich an den Positionen 5 (N « S) und 25 (D -~ E) unterscheiden, weisen deutliche
Unterschiede in den chemischen Verschiebungen der amidischen Aminosdureprotonen auf.
Die Betrége der Differenzen liegen in einem Bereich von 0.001 ppm fir Arg31 und 0.259
ppm fur Asn6 (siehe Tabelle 10). 22 der 30 verglichenen Aminosaure-NH-Spuren weisen
sogar einen Unterschied von mindestens 0.010 ppm auf. Wie zu erwarten war, sind die
Unterschiede in den zu den Positionen 5 und 25 benachbarten Aminosauren am grofdten. Dies
ist zum Teil darauf zurickzufthren, da3 die elektronische Umgebung aufgrund
unterschiedlicher Aminosauren eine andere ist. Dartiber hinaus konnen unterschiedliche
Aminosauren an den Positionen 5 und 25 auch voneinander abwei chende Konformationen der
benachbarten Aminosduren induzieren. Dies fuhrt letztendlich auch zu Unterschieden in der
chemischen Verschiebung. Die Veranderung in der chemischen Verschiebung der
benachbarten Aminosauren Arg3 und Asn6 betragt 0.182 ppm bzw. -0.259 ppm. Ebenso
verhélt es sich beim 11626 mit einer Anderung von -0.129 ppm. Obwohl auch Gly24 direkt zu
einer der Permutationsstellen benachbart ist, zeigt es im Vergleich zu den anderen drei
Aminosauren nur einen relativ geringen Unterschied von -0.008 ppm.

Aufgrund der relativ grofRen Differenzen in den chemischen Verschiebungen vieler
Aminosauren ist es moglich, dal3 der Austausch von Asparagin gegen Serin an der Position 5
und Asparaginsdure gegen Glutaminsdure an der Position 25 einen Einflul? auf die
dreidimensional e Struktur der Glycopeptide hat.

Erwahnenswert ist an dieser Stelle auch der EinfluR® der Permutation nahe der Glycosylierung
und vice versa. Die NH-Spuren des Chitobiosylrestes sind um bis zu 0.023 ppm verschoben,
wobei die amidischen Protonen der N-Acetylgruppen grof3ere Differenzen aufweisen, als die
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der N-glycosidischen Bindung zur Asparaginseitenkette (siehe Tabelle 10). Dies ist auf die
oben bereits genannten Grinde des Aminosaureaustausches, aber auch auf konformationelle

Unterschiede zuriickzufUhren.

ppm |
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Abbildung 37: Unterschiede in der chemischen Verschiebung der amidischen Protonen zwischen
zyklischer V3-Loop aus der Patientensequenz EB1'® und zyklischem Glycopeptid 4.

AS Ad [ppm] [AS Ad [ppm] |AS AS[ppm] [GIcNAc-NH A3 [ppm]
Thr2 -0.035 lleld 0.007 Ile26 -0.129 GIcNAc1-NH1 0.008
Arg3 0.182 Gly15 0.015 lle27 -0.043 GIcNAc1-NH2 0.023
Asn6 -0.259 Gly17 0.021 Gly28 -0.015 GIcNAc2-NH2 0.017
Asn7 -0.099 Argl18 0.014 Asp29 0.032

Thr8 0.010 Alal9 0.016 11le30 -0.018

Arg9 0.083 Phe20 0.014 Arg31 0.001

Lys10 0.088 Tyr21 0.000 GIn32 0.004

Serll -0.007 Ala22 0.019 Ala33 0.036

llel2 -0.009 Thr23 0.008 His34 0.050

His13 0.011 Gly24 -0.008 Cys35 0.119
Tabelle 10: Unterschiede in der chemischen Verschiebung der amidischen Protonen zwischen dem

zyklischem Glycopeptid 4 und der zyklischen VV3-Loop aus der Patientensequenz EB1.%°
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4.4.5 Fazit aus den durchgefihrten Vergleichen

Zusammenfassend kann gesagt werden, dald eine Glycosylierung, wie schon bei analogen
Untersuchungen anderer Glycopeptide aus der V3-Region*®**®! beobachtet, die K onformation
der Aminosduren in diesem Bereich beeinfludt. Dieser Einflul® ist bei den offenkettigen
V3-Verbindungen 1 und 2 aber sehr viel groRer as bel den zyklisierten 3 und 4. Dies ist
hauptsachlich auf die Erhéhung der Rigiditdt aufgrund der Disulfidbriicke zurtickzufihren.
Dartiber hinaus kann eine Variation in der Aminosduresequenz ebenso die Rigiditdt des
Peptidrickgrats und damit auch die Stérke des konformationellen Einflusses des Zuckers
verandern.

Die Einflunahme einer Glycosylierung auf die Gesamtstruktur des Peptidriickgrats ist jedoch
in der Stérke und in der Ausdehnung kleiner a's die durch eine Zyklisierung hervorgerufenen
Verédnderungen. Die dreidimensionalen Strukturen der offenkettigen (Glyco)Peptide 1 und 2
unterscheidet sich stark von der der zyklisierten 3 und 4. Dieses wird durch die beobachteten
strukturrelevanten NOE-Kontakte bestdtigt. Bei den offenkettigen Verbindungen 1 und 2
treten lediglich sequentielle NH-NH-Kontakte auf. Die disulfidverbrickten Verbindungen 3
und 4 zeigen dagegen noch zusétzliche mid- und long range NOE-Kontakte. Zuvor von
S Meyer'® durchgefiihrte Konformationsanalysen von V3-Glycopeptiden bestétigen diese
Ergebnisse.

Darliber hinaus scheint eine gezielte Permutation an den Positionen 5 (N - S) und
25(D o E) der V3-Loop einen entscheidenden Einfluld auf die gesamte dreidimensionale
Struktur zu haben, wie die teilweise sehr groféen Differenzen der chemischen Verschiebungen
in den TOCSY -Spektren des zyklischen Glycopeptids 4 und des entsprechenden Glycopeptids
einer EB1-Patientensequenz'® zeigen.

4.5 SPR-Experimente der Peptide und Glycopeptide 1 -4

4.5.1 Zellkultur und Zellpraparation von Parental- bzw. HI5-Zellen

Die Zellkulturen, bestehend aus Osteosarkoma HI5- bzw. Parentalzellen wurden bei 37°C in
Wachstumsmedium kultiviert und anschlieBend zu 1 mL-Aliquots mit je 3-10° Zellen in
DMSO-hatigem Einfriermedium eingefroren. Direkt vor der SPR-Messung wurden die
Zellen aufgetaut und deren Vitalitétsrate durch Auszdhlung, der mit Trypanblau angefarbten
Zéellen, bestimmt. Sie lag bel den verwendeten Aliquots zwischen 90 und 95%. Auf Basis der
Zéellanzahlbestimmungen wurden Konzentrationen der Zellkulturen von 56, 225, 450, 900 und
1800 Zellen pro pL prapariert, mit denen die Messungen erfol gten.
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4.5.2 SPR-Bindungsstudien mit Zellen

Mit Hilfe der SPR-Studien sollen die Bindungsaffinitdten der synthetisierten
Einzelverbindungen 1, 2, 3 und 4 zu CCR5-Uberexprimierenden vitalen Osteosarcomazellen
(HI5-Z€ellen) bestimmt werden, um sie anschlieffend miteinander zu vergleichen. Als
Negativkontrolle diente ein Fibrinogenpeptid, welches nachweislich nicht mit den HI5-Zellen
in Wechselwirkung tritt.>*® Als eine weitere Negativkontrolle wurden Parentalzellen
verwendet.

Fur die folgenden BIACORE-Studien wurden die oben erwahnten Peptide bzw. Glycopeptide
in der Dextranmatrix von F1-Chips immobilisiert. Die erste Fluf3zelle wurde nicht belegt, da
sie ds Referenzzelle dient. Fir die nachfolgenden Messungen wird die Differenz zwischen
Flukzelle 1 und einer belegten FluRzelle ausgewertet. Die Flul3zellen 2 bis 4 wurden nach
Aktivierung mit der jeweiligen (Glyco)Peptid- bzw. Proteinlésung belegt und anschlief3end
aktivierte aber nicht belegte Bindungsstellen in der Dextranmatrix gecappt. Die
Belegungsraten fir die einzelnen Verbindungen sind Tabelle 11 zu entnehmen.

Immobilisierte Verbindung immobilisierte Menge [RU; fmol]
1 246; 61

2 237; 53

3 196; 51

4 248; 58

Fibrinogen 14625; 43

Tabelle 11: Belegung der FluRzellen nach der Immobilisierung mit den Verbindungen 1, 2, 3, 4 und
Fibrinogen.

Es wurden HI5- und Parentalzellen in Konzentrationen von 56 bis 1800 Zellen pro pL an den
immobilisierten Verbindungen gemessen. In diesen Experimenten zeigten HI5-Zellen eine
eindeutige Bindung an die auf dem Chip immobilisierten Verbindungen. Lediglich Fibrinogen
wies keinerlel Bindungsaffinitét zu den CCR5 exprimierenden Zellen auf (siehe Abbildung
40). In Abbildung 38 sind die Sensorgramme des zyklisierten Konsensusglycopeptids 4 bel
verschiedenen HI5-Zellkonzentrationen exemplarisch fur alle anderen Verbindungen
dargestellt. Wurden hingegen verschieden konzentrierte Losungen von Parental zellen Gber die
immobilisierten Verbindungen geleitet, so ist in keinem Fall ein Anstieg im Sensorgramm,
sprich eine Bindung, zu beobachten. Abbildung 39 zeigt exemplarisch fur alle untersuchten
Peptide und Glycopeptide die Sensorgramme von 4 bei Konzentrationen von 56, 225, 450,
900 und 1800 Parentalzellen propuL. Das beweist, dald die zuvor beobachteten
Bindungsereignisse zwischen den Verbindungen 1 bis 4 und den CCR5 exprimierenden HI5-
Zé€llen spezifisch sind.
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Abbildung 38: Differenzsensorgramme von HI5-Zellen unterschiedlicher Konzentrationen (56, 225, 450,
900, 1800 Zellen pro pL) bei immobilisiertem Glycopeptid 4.

Diese Ergebnisse decken sich mit den Erkenntnissen von S. Meyer® und J. Tost™, die zuvor
SPR-Studien von V3-Peptiden und Glycopeptiden mit HI5- und Parentalzellen durchgefiihrt
haben. Die von ihnen beobachtete direkte Betelligung der V3-Loop, bei der Wechselwirkung
zwischen GP120 und den Zellrezeptoren kann auch hier an einer V3-Loop anderer Sequenz
bestétigt werden. Davon abweichend wird vermutet, dal3 andere Bereiche des GP120 bei der
Bindung an den Corezeptor eine Rolle spielen.’®” Dies kann zwar nicht ausgeschlossen
werden, die Ergebnisse der durchgefihrten SPR-Studien zeigen jedoch nachweidlich eine
direkte Interaktion des CCR5-Rezeptors mit der VV3-Loop des GP120.
RU
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Abbildung 39: Ubereinander gelegte Differenzsensorgramme von Parentalzellen unterschiedlicher
Konzentrationen (56, 225, 450, 900, 1800 Zellen/pL) bei immobilisertem Glycopeptid 4. Diese
Negativkontrolle zeigt, dal3 keine Wechselwirkung mit nicht CCR5 exprimierenden Zellen stattfindet.
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Abbildung 40 zeigt die Auswertung der Konzentrationsreihen fir die Verbindungen 1, 2, 3, 4
und Fibrinogen nach einem steady-state-affinity-Ansatz.
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Abbildung 40: Vergleich der Bindungsaffinitaten der synthetisierten Verbindungen 1, 2, 3, 4 und

Fibrinogen (Negativkontrolle) zu CCR5 exprimierenden Osteosarkomazellen (HI5-Zellen) in einem
steady-state-affinity-Ansatz. Dargestellt ist die jeweilige RU-Antwort gegen die Konzentrationen von 56,
225, 450, 900 und 1800 Zellen pro L.

Dazu werden die ermittelten RU-Werte gegen die jeweiligen Konzentrationen aufgetragen
und gefittet. Charakteristisch fiur alle Kurven ist die stark abfallende Steigung bei
zunehmender Zellkonzentration, was auf eine Séttigung der Bindung hindeutet.

Ein Vergleich der Bindungsaffinitéten der untersuchten Verbindungen zeigt, dal3 das
zyklisierte Glycopeptid 4 die stérkste, das offenkettige Peptid 1 hingegen die schlechteste
Bindung aufweist. Dafir sind zwei Einflisse verantwortlich. Zum einen ist dies die
Loop-Bildung durch die Disulfidbriicke zwischen den terminalen Cysteinen und zum anderen
die Glycosylierung. Wie in Tabelle 12 zu sehen, zeigt das offenkettige V3-Glycopeptid 2
gegenlber dem offenkettigen V 3-Peptid 1 eine um den Faktor 1.1 starkere Bindung, wahrend
die Affinitdt zum CCR5-Corezeptor beim zyklisierten V3-Peptid 3 1.6 fach hoher als beim
linearen V3-Peptid 1 ist. Eine Zyklisierung bei gleichzeitiger Glycosylierung bewirkt sogar
eine um Faktor 2.1 hohere Bindungsstérke, wie die Gegenlberstellung der
Bindungsaffinitdten von 4 und 1 zeigt.

Daraus |&3 sich folgendes ableiten: Die Zyklisierung hat einen grof3eren Einfluld auf die
Bindungsstéarke als die Glycosylierung. Bel einer Kombination beider Faktoren wird die beste
Bindung erhalten. Aulerdem sind eindeutige synergetische Effekte, beim gleichzeitigen
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Auftreten einer Zyklisierung und Glycosylierung, im Hinblick auf die Stérke der Bindung
zum CCR5 zu beobachten, da hier die Bindungsaffinitét deutlich hoher ist, als sich aus der
Kombination beider Faktoren schlief3en 1&.

Verbindung RU bei 1800 A RU zu Peptid 1 bei Erhéhung der Bindungstarke gegenuber

Zellen/uL 1800 Zellen/uL Peptid 1 [Faktor]
1 72
2 82 10 1.1
3 118 46 1.6
4 148 76 2.1

Tabelle 12: Vergleich der Bindungsaffinitdten der Verbindungen 2, 3 und 4 zu der von 1. Verglichen

wurden die gefitteten Werte bel einer Zellkonzentration von 1800 Zellen pro pL im Bereich der Sattigung
der Bindung zum CCR5-Cor ezeptor.

Frithere SPR-Untersuchungen® von V3-(Glyco)Peptiden mit geringfiigig anderer Sequenz
(Position 5 (S « N) und 25 (E - D)) zeigen 20-40% niedrigere RU-Antworten, verglichen
mit den hier untersuchten Verbindungen. Die Abstufung der (Glyco)Peptide nach steigender
Bindungsaffinitat ist aber bei beiden Analysen identisch und bestétigt somit den Trend in der
zuvor durchgefiihrten Studie. Bemerkenswert ist jedoch, dal3 bei diesen Untersuchungen eine
Zyklisierung eine noch stérkere Auswirkung auf die Affinitdt zu CCR5-exprimierenden
Zellen hatte, verglichen mit den oben erhaltenen Ergebnissen (siehe Tabelle 12). Das
entsprechende zyklisierte V3-Peptid wies eine um den Faktor 2.3 stérkere Bindung auf, als
das offenkettige unglycosylierte Peptid. Die Bindung des zyklisierten Glycopeptids war sogar
2.8 mal so stark.

Fir diese Differenzen in der absoluten Bindungsaffinitét der beiden SPR-Studien gibt es
mehrere Grinde. Die bei den friheren SPR-Untersuchungen verwendeten Verbindungen
waren N-terminal acetyliert. Dies ist bel den hier untersuchten Verbindungen nicht der Fall.
Diese Tatsache bewirkt ein unterschiedliches Konjugationsverhaten der (Glyco)peptide mit
der Chipoberflache. Die N-termina acetylierten Verbindungen sind nur in Lage, Uber
Aminogruppen in einer Peptidseitenkette an die Chipoberflache zu kuppeln. Dabei kann esim
schlimmsten Fall zu einer Zerstérung des Bindungsepitops kommen, wenn die entsprechende
Seitenkette normalerweise an der Bindung beteiligt ist. Die nicht N-terminal acetylierten
Verbindungen kdnnen zusétzlich auch Uber den N-Terminus immobilisiert werden, so dal3 die
Gefahr einer Inaktivierung aus oben genannten Grinden geringer ist. Betrachtet man die
Gesamtheit aler auf der Chipoberflache immobilisierten (Glyco)peptide, so ist der Anteil der
inaktiven (Glyco)peptide bei einer N-terminalen Acetylierung also héher als bei einem freien
N-Terminus. Das Ergebnis sind dann Bindungskurven mit kleineren RU-Werten, da die
tatséchliche Belegung mit bindungsaktiven (Glyco)peptiden bel acetylierten Substanzen
geringer ist.

Andererseits konnen die unterschiedlichen Bindungsstarken auch dadurch zustande kommen,
weil sich die Verbindungen an den Positionen 5 (S - N) und 25 (E « D) unterscheiden. Eine
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Permutation an diesen Stellen kdnnte also einen Einflu® auf die absolute Bindungsaffinitat
und damit auf die 3D-Struktur des Bindungsepitops haben. Diese Hypothese wird durch die
hier durchgefuhrten NMR-Untersuchungen (siehe 4.4.4) untermauert. Die dort beobachteten
Unterschiede der chemischen Verschiebungen in den TOCSY -Spektren weisen ebenfalls auf
Unterschiede in der Konformation bzw. im Bindungsepitop der beiden Glycopeptide hin.
Dartiber hinaus koénnen diese Permutationen auch dafir verantwortlich sein, dal3 ene
Zyklisierung sich unterschiedlich stark auf eine Steigerung der Bindungsstérke auswirkt.
Veranderungen der Peptidsequenz an diesen Positionen kdnnen somit direkt oder indirekt zu
einem modifizierten Bindungsepitop fuhren mit den fur eine Bindung an den CCR5-
Corezeptor beschriebenen Folgen. Wie stark sich der eine oder andere Effekt auf diese
Ergebnisse ausgewirkt hat, 183t sich aber nicht mit Bestimmtheit sagen.

Vergleiche der zyklisierten Glycopeptide mit den zyklisierten Peptiden haben gezeigt, dal3 die
anteilige Erhéhung der Bindungsstarke durch den Zucker zusammen mit den oben genannten
Synergieeffekten sowohl hier, as auch in den vorangegangenen Untersuchungen™ in etwa
gleich grof3 ist. Die Summe der Verstdrkung der Bindung zum CCR5-Corezeptor durch eine
Glycosylierung und Synergieeffekte ist demnach also unabhangig von der V 3-Peptidsequenz.

4.6 Synthese von (Glyco)Peptidbibliotheken

4.6.1 Untersuchungen zur Bibliothekssynthese nach dem Premix-
Verfahren

4.6.1.1 Optimierung der Aminosaureuberschisse

Da die verschiedenen Aminosduren auch unterschiedliche Kupplungskinetiken bei der
Peptidsynthese haben, sollte ein Kompromif3 gefunden werden, in welchem der eingesetzte
Uber- bzw. Unterschu® eines Aminosiuregemisches bei einer Kupplung eine moglichst
homogene Verteilung der Komponenten in einer Bibliothek, bei hoher Kupplungsausbeute
liefert. Dazu wurde zunéchst das Peptid IGPGR 14 in einer vollautomatischen Synthese am
Peptidsynthsizer hergestellt. Die Ausbeute, bestimmt durch photometrische Quantifizierung
des abgespaltenen N-terminalen Methylenfluorens, betrug 100%. Das Peptid wurde am Harz
belassen, um in einem letzten Kupplungschritt ein Gemisch aus funf (P, T, N, H, R) bzw.
zwolf (G, A, S, P, T,D, Q, H, F, R, Y, W) verschiedenen Aminosduren an den N-Terminus
von 14 zu knupfen. Die Kupplung dieser Gemische erfolgte sowohl in automatischen, als
auch in manuellen Synthesen.

Vollautomatische Synthesen

In einer ersten Variante wurde die Bibliothek 15 mit den darin enthaltenen Peptiden 15.1 bis
15.5 (siehe Abbildung 41) in einer vollautomatischen Synthese in einer Dreifachkupplung mit
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vier Aquivalenten Aminosauregemisch pro Kupplungsschritt hergestellt, wobei die
Verhadltnisse der einzelnen Aminosauren mit einem empirisch bestimmten Korrekturwert'®®
versehen sind. Die Ausbeute, ermittelt durch die photometrische Quantifizierung des
abgespaltenen Methylenfluorens, betrug 90%. Die Auswertung der lonenchromatogramme
des ESI-LC/M S-Spektrums ergab prozentuale Anteile der einzelnen Peptide in der Bibliothek
zwischen 9 und 37% (siehe Abbildung 42). Die Identitdt der einzelnen Peptide in der
Bibliothek konnte im ESI-Spektrum nachgewiesen werden. Die genauen Masse-
Ladungsverhdtnisse der entsprechenden Signale sind in Tabelle 30 (siehe 7.5.1.1) angegeben.
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Abbildung 41: In der Bibliothek 15 enthaltene Peptide 15.1 bis 15.

o

In einer zweiten vollautomatischen Peptidsynthese wurde die Kupplung mit einem Aquivalent
Aminosauregemisch (alle Aminosduren zu gleichen Anteilen) in einer Dreifachkupplung
durchgefuihrt. Die Ausbeute betrug bel dieser Synthese von 15 nur 32%, die Anteile der
Komponenten lagen aber homogen zwischen 18 und 23% (siehe Abbildung 42). Die
Charakterisierung der Produkte erfolgte mittels eines ESI-M S-Spektrums (siehe Tabelle 30,
7.5.1.1).

Aus den Ergebnissen dieser beiden Experimente kann gefolgert werden, dal3 eine
vollautomatische Synthese keine befriedigenden Ergebnisse liefert. Beim Einsatz eines
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vierfachen Uberschusses an Aminosauregemisch sind zwar zufriedenstellende Ausbeuten zu
erreichen, aber das Verhdtnis des Peptids mit dem geringsten Anteil zu dem mit dem
hochsten Anteil innerhalb der Bibliothek liegt bei ungefahr 1:3 und ist damit unbefriedigend.
Die unterschiedliche Kupplungskinetik hat, trotz des Einsatzes aminosaurespezifischer
Korrekturen, hier einen zu hohen Einfluld auf die spétere quantitative Zusammensetzung der
Bibliothek.

% 40
35 f
K e [
@ PIGPGR 15.1
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Abbildung 42: Prozentuale Verteilung der Komponenten in der Bibliothek 15 nach automatischer
Synthese der Per mutationsstelle mit unter schiedlichen Uber schiissen an Aminosaur egemisch.

Setzt man nur ein Aquivalent Aminosiuregemisch ein, wird eine relativ homogene
Zusammensetzung in der Bibliothek erreicht. Die Effizienz der Kupplung ist mit einer
Aubeute von 32% allerdings sehr niedrig. Diese geringe Ausbeute ist durch die Bauart des
Synthesizers bedingt. Der Peptidsynthesizer besitzt aufgrund der continous flow-Technik ein
relativ hohes Totvolumen. Die Folge ist ein zu stark verdinntes Kupplungsgemisch, um die
Aminosauren mit hoher Ausbeute an das wachsende Peptid kntipfen zu kénnen. Die Synthese
der Permutationsstelle mit konzentrierteren Lésungen a3t sich also nur in einem manuellen
batch-Verfahren durchfihren.

Manuelle Synthesen

In der dritten Variante der Synthese von 15 wurde das Harz mit dem daran befindlichen

Peptid 14 in vier gleiche Portionen geteilt, die im Folgenden getrennt weiterverarbeitet

wurden. Die Kupplung des Aminosauregemisches (P, T, N, H, R) in unterschiedlichen Unter-

bzw. Uberschiissen erfolgte nach einem fiir die manuelle Peptidsynthese standardisierten

Verfahren in Dreifachkupplungen mit Reaktionszeiten von je 24 Stunden. Die Ausbeuten
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wurden durch Messung des in der Abspaltldsung enthaltenen Methylenfluorens bestimmt und
lagen zwischen 84 und 97%. Die quantitative Zusammensetzung konnte durch Analyse der
lonenchromatogramme des ESI-LC/MS-Spektrums bestimmt werden. Sie liegt in einen
Bereich von 18 bis 23% pro Komponente beim Einsatz von 0.8 Aquivalenten Unterschuf? und
14 bis 26% bei 1.4 Aquivalenten AminosaureliberschulR. Die genauen Ausbeuten und
Zusammensetzungen der vier Ansdtze sind in Abbildung 43 zu sehen. Die Identitdt der
Produkte wurden mittels ESI-M S nachgewiesen (siehe Tabelle 30, 7.5.1.1).

Den besten Kompromifd zwischen einer akzeptablen Ausbeute und einer homogenen
Bibliothekszusammensetzung erhdt man bel Verwendung von einem Agquivalent
Aminosduregemisch in einer Dreifachkupplung.
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Abbildung 43: Prozentuale Verteilung der Komponenten in der Bibliothek 15 nach manueller Kupplung
der Permutationsstelle mit unter schiedlichen Unter - bzw. Uber schiissen an Aminosaur egemisch.

Die Synthese der Bibliothek 16 mit den darin enthaltenen Peptiden 16.1 bis 16.12 (siehe
Abbildung 44) erfolgte nach dem unter Variante 3 erwédhnten Verfahren ausgehend von 14
durch Kupplung von einem Aquivalent des Aminosauregemisches (G, A, S, P, T, D, Q, H, F,
R, Y, W).
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Abbildung 44: In der Bibliothek 16 enthaltene Peptide 16.1 bis 16.1

Wie in Abbildung 45 zu sehen, ist die Ausbeute im Verhdltnis zur prozentualen
Zusammensetzung innerhalb der Bibliothek bei diesen Reaktionsparametern auch hier ein
guter Kompromif3. Die Identifizierung der Einzelkomponenten der Bibliothek gelang durch
Aufnahme eines ESI-Spektrums (siehe Tabelle 37, 7.5.1.1).
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Abbildung 45: Prozentuale Verteilung der Komponenten in der Bibliothek 16 nach manueller Kupplung
der Permutationsstelle mit einem Aquivalent Aminosiur egemisch.

4.6.1.2 Optimierung der Kupplungszeiten

Es sollte, ausgehend von optimierten Aminosaurelberschiissen, bestimmt werden, in wie weit
die Reaktionszeiten verringert werden konnen, ohne die Kupplungsausbeuten zu
verschlechtern. Dazu wurde das Harz mit dem daran befindlichen Peptid 14 in drei gleiche
Portionen geteilt, die im Folgenden getrennt weiterverarbeitet wurden. Zur Darstellung von 15
erfolgte die Kupplung von einem Aquivalent Aminosauregemisch (P, T, N, H, R) nach einem
fur die manuelle Peptidsynthese standardisierten Verfahren in einer Dreifachkupplung mit
Reaktionszeiten von 3, 12 und 24 Stunden fir die unterschiedlichen Reaktionsansétze. Wie
die quantitative Analyse der lonenchromatogramme des ESI-Spektrums in Abbildung 46
zeigt, kann die Reaktionszeit bedenkenlos auf drei Stunden herabgesetzt werden. Die Identitét
der Produkte innerhalb der Bibliotheken konnten per ESI-MS nachgewiesen werden (siehe
Tabelle 30, 7.5.1.1).
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Abbildung 46: Kupplungsausbeuten bei der Darstellung von 15 bei Verwendung von einem Aquivalent
Aminosaur egemisch und unter schiedlichen Reaktionszeiten.

4.6.2 Synthese der nicht glycosylierten zyklischen V3-Bibliothek 5

Bel der Synthese der Bibliothek 5 (siehe Abbildung 47) flossen alle bisherigen Erkenntnisse
aus den Einzelsynthesen und den Experimenten zum Premix-Verfahren ein. Sie enthdt 48
verschiedene V3-Sequenzen aus dem GP120, die anhand einer Datenbankanalyse ermittelt
wurden (siehe 4.1). Die Synthese konnte wie im experimentellen Teil unter 7.5.2 durchgefiihrt
werden. Die photometrische Bestimmung des Methylenfluorengehalts der Abspaltldsung von
der zuletzt gekuppelten Aminosdure ergab eine Ausbeute von 72%. Alle Komponenten der
Bibliothek konnten durch die Aufnahme eines MALDI-TOF-Spektrums (siehe Abbildung 48)
charakterisiert werden. Die (M+H")-Peaks der entsprechenden Peptide liegen in einem
Bereich von m/z = 3710.52 bis 3913.17. Die genauen Masse-Ladungsverhdtnisse der Signale
sind Tabelle 13 zu entnehmen.

76



Ergebnisse und Diskussion

Peptid
Kurzel

2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35

1

AN MWD ONONDO A NMITWWONODO dTNMITLWONDWDDO ANMITONONNDO NI WO
BOBWBWOWOBWwm TdTdddddddddaNNNANANNNANNOOOMOMOHOOOHOMmOOSE TS TSNS

O WLWLWLWLWILWIWIWOIWOLWLWLWILWLWIWILWIOWIWLWILWOLWIWOLWILOWILOLWIWOLWLWOLWLWO LWL LWLWLW
OO0OO0OOOLOLOLOLOLLLLOLOLOLOLOLOLOLLLLLLLOLOLOLOLLLLLLLLLLLLLLOLOLOLOLOLOLLOLLOLOLOO
IrIrrrIrIrIIrIIIIIIIII I I I I IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIICI
CLCCCCLCLCLCEICECECECELCELCELCELCELCECECECECELCELCELCELELLCELCECECECELCELCELCELCELCECECCECECECECECECCC L
cocococoooooooccoccoccocoooooocococococcoooooocococoooooCo oo ooOoo0Oo
oo oo o©o©o©@>o@o@@o@o@o©o@€o@@ @@ @@ @@ o@© @@ @@ @@ XXX @ @@@@o@@o@o@€0@6@6Q@ @ @ @@

C TRPNNNTRKS
C T RPNNNTR K §
C T R PNNNTR K §
C T R P NNNTR K §
C T R PNNNTR K §
C T R PNNNTR K §
C T R P NNNTR K §
C TRPNNNTRK S
C TRPNNNTRK S
C T RPNNNTR K S
C T RPNNNTR K S
C TR PNNNTR K §
C T RPNNNTR K S
C TR PNNNTR K S
C T RPNNNTR K S
C TR PNNNTR K S
C TRPNNNTRKS
C TRPNNNTRKS
C TRPNNNTRKS
C TRPNNNTRKS
C TRPNNNTRK'S
C TRPNNNTRKS
C TRPNNNTRKS
C TRPNNNTRK'S
C T RPNNNTR K §
C TR PNNNTR K §
C T RPNNNTR K S
C TR PNNNTR K S
C T RPNNNTR K S
C TR PNNNTR K §
C T RPNNNTR K §
C TRPNNNTRKS
C TRPNNNTRK'S
C TRPNNNTRK'S
C TRPNNNTRK'S
C TRPNNNTRK'S
C TRPNNNTRK'S
C TRPNNNTRKS
C T RPNNNTR K S
C TR PNNNTR K §
C TR PNNNTR K §
C TR PNNNTR K §
C T R PNNNTR K §
C T R PNNNTR K §
C T R PNNNTR K §
C T R PNNNTR K §
C TRPNNNTRK'S
C TRPNNNTRK'S

5.1 bis 5.48. Die rot

enthaltene disulfidverbrickte V3-Peptide 5.1

In der Bibliothek 5

Abbildung 47:

eingeférbten Spalten stellen die Permutationsstellen dar. Am rechten Rand ist ein Kirzel fur jedes Peptid

angegeben, mit denen sie im weiteren Verlauf bezeichnet werden. Die N-Termini enthalten eine freie

Aminogruppe, die C-Termini eine Carboxamidgruppe.

Da es sich bel den untersuchten Peptiden um relativ dhnliche Verbindungen handelt, geben
die Intensitéten der Peaks im MALDI-TOF-Spektrum néherungsweise Uber die relativen
Anteile der einzelnen Peptide in der Bibliothek Auskunft. Die Peptide 5.1 bis 5.32 sind relativ

homogen in der Bibliothek verteilt. Ab Peptid 5.33 nimmt die Intensitét der Peaks im

Massenspektrum etwas ab. Dies kann zum einen an schlechteren Kupplungsaubeuten
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aufgrund schlechterer Kupplungskinetiken liegen. Zum anderen kann es aber auch sein, dafi3
die lokale Konzentration dieser Peptide im Kristall etwas geringer ist. Ebenso ist es méglich,
dald ihr lonisierungsverhalten etwas schlechter ist, verglichen mit den Gbrigen Verbindungen
in der Bibliothek und damit einen geringeren Anteil vortauscht. Zusammenfassend kann aber
gesagt werden, dal3 sich diese Methode gut eignet um Peptidbibliotheken herzustellen, in der
die Anteile der einzelnen Komponenten relativ homogen verteilt sind.
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Abbildung 48: MALDI-TOF-Spektrum der nicht glycosylierten zyklischen V3-Bibliothek 5. I sobare oder
nahezu isobare Peptide sind zur besseren Ubersichtlichkeit unter einem Buchstabenindex von A bis Y
zusammengefaldt und in Tabelle 13 angegeben.
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Index Peptid Molmasse m/z [M+H+] [Index Peptid Molmasse m/z [M+H+]
A 51 3709.83 3710.52 o 5.24 3822.93 3824.05
B 5.2 3723.85 3724.64 5.25 3824.90 3826.01
5.3 3726.82 3726.53 5.26 3825.90 3826.78
C 5.4 3739.84 3740.92 5.27 3827.87 3828.86
5.5 3740.84 3741.80 P 5.28 3834.89 3835.91
D 5.6 3749.84 3750.99 Q 5.29 3838.92 3839.91
E 5.7 3753.86 3754.76 5.30* 3839.92 3840.99
F 5.8 3756.83 3757.82 5.31* 3839.92 3840.99
G 5.9 3763.85 3764.88 5.32 3841.89 3842.75
H 5.10 3768.88 3769.49 R 5.33 3848.92 3849.94
| 511 3770.85 3771.81 S 5.34 3850.89 3851.83
J 5.12 3779.85 3780.84 5.35 3852.94 3854.07
5.13 3780.87 3781.95 5.36 3853.93 3855.01
5.14 3782.90 3783.81 5.37 3855.91 3856.79
K 5.15 3793.86 3794.79 T 5.38 3862.93 3863.96
5.16 3794.88 3796.01 5.39 3864.90 3865.84
5.17 3797.86 3798.85 5.40 3867.96 3868.99
5.18 3798.89 3799.61 5.41* 3869.93 3870.12
L 5.19 3808.91 3809.83 5.42* 3869.93 3870.12
M 5.20 3810.88 3812.03 U 5.43 3878.93 3879.92
5.21 3811.87 3812.91 \Y 5.44 3881.98 3883.05
5.22 3812.91 3813.99 5.45 3883.94 3884.91
N 5.23 3820.88 3821.53 w 5.46 3892.94 3893.97
X 5.47 3897.97 3898.96
Y 5.48 3911.99 3913.17

* isobare Peptide vertauschbar

Tabelle 13: Molmassen und die experimentell ermittelten Masse-Ladungsverhéltnisse aller in der
Bibliothek 5 enthaltenen Peptide 5.1 bis 5.48. Isobare oder nahezu isobare Peptide sind der

Ubersichtlichkeit halber zu Gruppen zusammengefalit, die mit den Buchstaben A bis Y gekennzeichnet
sind.

4.6.3 Synthese der glycosylierten zyklischen V3-Bibliothek 6

Auch hier konnten die bisherigen Erkenntnisse aus den Synthesen von Einzelverbindungen
und den Optimierungen zur Premix-Methode erfolgreich genutzt werden. Die Bibliothek 6
(siehe Abbildung 49) enthdlt 48 verschiedene V3-Sequenzen aus dem GP120, die anhand
einer Datenbankanalyse ermittelt wurden (siehe 4.1). Die Synthese konnte wie im
experimentellen Teil unter 7.5.3 beschrieben, mit einer Ausbeute von 43% (Bestimmung des
Methylenfluorengehalts), durchgefihrt werden. Die mit der Synthese der V 3-Peptidbibliothek
5 verglichene schlechtere Ausbeute, ist mit nicht quantitativen Umsétzen bel der Anknipfung
des Chitobiosylasparagin-Bausteins in der laufenden Synthese zu erklaren. Die
massenspektrometrische Identifizierung aller Glycopeptide der Bibliothek gelang durch
Auswertung der (M+H")-Peaks in einem Bereich von 4117.45 bis 4319.23 (siehe Abbildung
50). Die genauen Masse-Ladungsverhaltnisse der Signale sind der Tabelle 14 zu entnehmen.
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6.1 bis 6.48. Die rot

Abbildung 49: In der Bibliothek 6 enthaltene disulfidverbrickte V3-Glycopeptide

eingeférbten Spalten stellen die Permutationsstellen dar. Am rechten Rand ist ein Kirzel fir jedes

Glycopeptid angegeben, mit denen sie im weiteren Verlauf bezeichnet werden. Die N-Termini enthalten

einefreie Aminogruppe, die C-Termini eine Carboxamidgruppe.
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Die relativen Anteile der einzelnen Glycopeptide in der Bibliothek 6 &neln der von
Bibliothek 5. Sie ist bis 6.37 relativ homogen, danach nehmen die Intensitdten im MALDI-
TOF-Spektrum jedoch aus oben genannten Griinden etwas ab. Aber auch hier kann gesagt
werden, dal3 die verwendete Synthesestratgie zur Erzeugung der Glycopeptidbibliothek 6 mit
relativ homogener Komponentenzusammensetzung erfolgreich war.
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Abbildung 50: MALDI-TOF-Spektrum der glycosylierten zyklischen V3-Bibliothek 6. Isobare oder
nahezu isobare Glycopeptide sind zur besseren Uber sichtlichkeit unter einem Buchstabenindex von A bis
Z zusammengefaldt und in Tabelle 14 angegeben.
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Index Glyco- Molmasse m/z [M+H+] [Index Glyco- Molmasse m/z [M+H+]
peptid peptid
A 6.1 4115.97 4117.45 N 6.25 4231.03 4232.04
B 6.2 4129.98 4130.01 6.26 4232.04 4233.06
6.3 4132.96 4133.87 0] 6.27 4234.01 4234.98
C 6.4 4145.98 4146.91 P 6.28 4241.03 4241.93
6.5 4146.97 4147.83 Q 6.29 4245.06 4246.11
D 6.6 4155.98 4157.02 6.30* 4246.05 4247.06
E 6.7 4159.99 4161.04 6.31* 4246.06 4247.14
F 6.8 4162.97 4163.93 6.32 4248.02 4249.20
G 6.9 4169.99 4170.98 R 6.33 4255.06 4256.01
H 6.10 4175.02 4176.10 6.34 4257.03 4257.99
6.11 4176.98 4177.79 S 6.35 4259.07 4260.09
I 6.12 4185.99 4186.95 6.36 4260.07 4261.06
6.13 4187.01 4187.97 6.37 4262.05 4263.01
6.14 4189.03 4190.12 T 6.38 4269.07 4269.00
J 6.15 4200.00 4201.17 6.39 4271.04 4272.12
6.16 4201.02 4202.08 U 6.40 4274.10 4275.18
6.17 4204.00 4205.13 6.41* 4276.06 4277.20
6.18 4205.03 4205.98 6.42* 4276.07 4277.20
K 6.19 4215.05 4214.95 \% 6.43 4285.07 4285.93
L 6.20 4217.02 4218.16 6.44 4288.11 4289.23
6.21 4218.01 4218.96 W 6.45 4290.08 4291.01
6.22 4219.04 4220.04 X 6.46 4299.08 4300.07
M 6.23 4227.02 4228.10 Y 6.47 4304.11 4305.23
6.24 4229.06 4230.17 VA 6.48 4318.12 4319.23

* isobare Glycopeptide vertauschbar

Tabelle 14: Molmassen und die experimentell ermittelten Masse-Ladungsverhéltnisse aller in der
Bibliothek 6 enthaltenen Glycopeptide 6.1 bis 6.48. |sobare oder nahezu isobare Glycopeptide sind der
Ubersichtlichkeit halber zu Gruppen zusammengefaldt, die mit den Buchstaben A bis Z gekennzeichnet
sind.

4.7 SPR-Experimente der Bibliotheken 5 und 6

Die Zellkultur und —préparation von Parental- bzw. HI5-Zellen erfolgte hier wie unter 4.5.1
beschrieben. Mit Hilfe der SPR-Studien sollen die Bindungsaffinitéten der synthetisierten
Bibliotheken 5 und 6 zu CCR5-uberexprimierenden vitalen Osteosarcomazellen (HI5-Zelen)
bestimmt werden, um sie miteinander aber auch mit den entsprechenden
Konsensusverbindungen 3 und 4 zu vergleichen. Als Negativkontrollen wurden auch hier
Fibrinogen®*® und Parental zellen verwendet.

Die Immobilisierung der Bibliotheken erfolgte nach dem gleichen Verfahren, welches auch
schon bel der Immobilisierung der Konsensuspeptide angewendet wurde (siehe 4.5.2). Die
Belegungsraten fr die einzelnen Verbindungen sind Tabelle 15 zu entnehmen.
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Immobilisierte Verbindung immobilisierte Menge [RU; fmol]
5 263; ~69

6 272; ~64

Fibrinogen 14625; 43

Tabelle 15: Belegung der FluRRzellen nach der Immobilisierung mit den Verbindungen 5, 6 und
Fibrinogen. Fur die Berechnung der Belegung der Bibliotheken 5 und 6 wurde eine mittlere M olmasse
verwendet, daher stimmen die Werte hier nur ndherungsweise.

Es wurden HI5- und Parentalzellen in Konzentrationen von 56 bis 1800 Zellen pro pL an den
immobiliserten Verbindungen vermessen. In diesen Experimenten zeigten auch hier die
HI5-Zellen eine eindeutige Bindung an die auf dem Chip immobilisierten Verbindungen
(siehe Abbildung 51). Wie schon bei den vorangegangenen SPR-Experimenten beobachtet,
wies Fibrinogen auch bei diesen Studien keinerlei Bindungsaffinitéé zu den CCR5
exprimierenden Zellen auf (siehe Abbildung 51).

Verschieden konzentrierte Lésungen von Parental zellen zeigten bei den Bibliotheken 5 und 6
wie auch bel den zuvor untersuchten Konsensusverbindungen keine Bindung. Das beweist,
dal? die hier beobachteten Bindungsereignisse zwischen den Bibliotheken 5 bzw. 6 und den
CCRS5 exprimierenden HI5-Zellen ebenso spezifisch sind, wie die unter 4.5.2 beobachteten
Bindungsereignisse.

[RU] 160 -
140 4
120 4
100 +
80 -
60 4 ° . ——zyklisches V3-Konsensusglycopeptid 4
——zyklische V3-Glycopeptidbibliothek 6
zyklisches V3-Konsensuspeptid 3
40 + ——zyklische V3-Peptidbibliothek 5
—Fibrinogen
20 - /
0 T T hd T T hd T T T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

[Zellkonzentration]

Abbildung 51: Vergleich der Bindungsaffinitédten der synthetisierten Verbindungen 3, 4, 5, 6 und
Fibrinogen (Negativkontrolle) zu CCR5 exprimierenden Osteosarkomazellen (HI5-Zellen) in einem
steady-state-affinity-Ansatz. Dargestellt ist die jeweilige RU-Antwort gegen die Konzentrationen von 56,

225, 450, 900 und 1800 Zellen pro pL.
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Zusétzlich sind die Konzentrationsreihen der entsprechenden K onsensusverbindungen 3 und 4
als Vergleich angegeben. Bel diesen Experimenten zeigte die glycosylierte Bibliothek 6
verglichen mit der unglycosylierten Bibliothek 5 eine stérkere Bindungsaffinitdt zu den
HI5-Zellen. Dies deckt sich sehr gut mit den Ergebnissen der unter 4.5.2 beschriebenen
SPR-Experimente der entsprechenden Konsensussequenzen 3 und 4. Vergleicht man die
Stéarke der Bindung zum CCR5-Corezeptor von der Bibliothek 5 mit der des
Konsensuspeptides 3 sowie die der glycosylierten Bibliothek 6 mit der des
Konsensusglycopeptides 4, so sind nur geringfligige Unterschiede zu erkennen (siehe
Abbildung 51). Bei den glycosylierten Verbindungen, wie auch bel den unglycosylierten sind
die Affinitdéten der Konsensussequenzen um 5% bzw. 2% hoher, als die der jewelligen
Bibliotheken.

Aufgrund dieser minimalen Unterschiede ist zu vermuten, dal3 der CCR5-Corezeptor keine
besondere Sequenzspezifitdt in Bezug auf die Permutationsstellen besitzt. Das bedeut
wiederum, dal3 alle Bibliothekskomponenten in etwa gleich gut binden. Die etwas niedrigeren
Bindungsaffinitéten der Bibliotheken 5 und 6, verglichen mit den Einzelverbindungen 3 und
4, konnen damit begriindet werden, dal3 die Bibliotheken wahrscheinlich noch zu einem
geringen Teil Abbruchpeptide enthalten, die keine oder nur eine schwache Bindung zeigen.

Es konnte allerdings auch so sein, dal die einzelnen Bibliothekskomponenten sehr
unterschiedliche Bindungsaffinitéten aufweisen, die je nach Sequenz gleichstark, stérker bzw.
schwécher ausfalen, als die der jewelligen Konsensussequenz. Die Tatsache, dal’ die mittlere
Bindungsstérke der Bibliothek 5 bzw. 6 der des entsprechenden zyklisierten Peptids 3 bzw.
Glycopeptids 4 dhnelt, ist bei diesem Erkléarungsmodell eher zuféllig.

Es kann nicht mit letzter Sicherheit gesagt werden, welche der genannten Ursachen fir diese
Ergebnisse verantwortlich ist oder ob es eine Kombination aus mehreren Faktoren ist. Die
oben erwéhnte fehlende Sequenzspezifitdt des Corezeptors ist jedoch relativ wahrscheinlich,
da sonst, beim Auftreten von , Nichtbindern“, je nach Permutationsstelle eine um 25% bis
50% verringerte Bindungsaffinitdt zu beobachten wére. Andererseits ist es relativ
unwahrscheinlich, dal3 die mittleren Bindungsaffinitéten der Bibliotheken ungefahr denen der
korrespondierenden Einzelverbindungen entsprechen, wenn man von ener sequenz-
abhéngigen Bindungsaffinitét ausgeht.

4.8 Ausblick

Mit Hilfe der in dieser Arbeit durchgefiihrten Synthesen und Untersuchungen gelang es
V3-Bibliotheken herzustellen, die alle wichtigen Elemente besitzen, welche fur die Aushil-
dung des optimalen Bindungsepitops nétig sind und gleichzeitig die Variabilitét innerhalb der
V3-Loop widerspiegeln. Der nachste logische Schritt wére eine Antikorperproduktion mit
Hilfe der synthetischen V 3-Konsensusverbindungen und V 3-Bibliotheken. Biotests mit diesen
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Antikorpern, bei denen das Neutralisationsverhalten untersucht und verglichen wird, kénnten

dann darlber Auskunft geben, ob die Immunisierung mit V3-Bibliotheken statt mit
entsprechenden Einzelverbindungen tatséchlich einen ausreichenden Impfschutz bieten kann.
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5 Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit gelang es, auf der V3-Loop des viralen Glycoproteins GP120
basierende potentielle Kandidaten fur einen erfolgversprechenden HIV-Impfstoff
herzustellen, die die wesentlichen Elemente wie Glycosylierung und/oder Zyklisierung
enthalten und gleichzeitig auch die Diversitét der V3-Region widerspiegeln.

Vorangegangene Arbeiten mit der EB1-V3-Patientensequenz® deuteten auf einen hohen
Einflud einer Glycosylierung bzw. Zykliserung auf die Stéarke der Bindung an den
CCR5-Corezeptor hin. Die Grof3e dieses Einflusses wurde hier in Abhangigkeit von der
Sequenz weiter untersucht. Dazu wurde zunéchst mit Hilfe einer Genbank-Datenbankanal yse
(17974 Sequenzen) folgende K onsensussequenz Uber alle Subtypen ermittelt:
CTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHC

Diese Sequenz wurde als offenkettiges 1 und disulfidverbriicktes Peptid 2, sowie as
offenkettiges 3 und disulfidverbriicktes Glycopeptid 4 in ener Kombination aus
automatischer und manueller Festphasensynthese hergestellt. Die Einfihrung des Zuckers
erfolgte in der laufenden Glycopeptidsynthese unter Verwendung des zuvor hergestellten
Ny-Chitobiosyl-Asparagin-Bausteins 12. Bel den offenkettigen Verbindungen kamen
orthogonal StBu-geschiitzte Cysteine zum Einsatz, deren Seitenkettenschutz bei der
Abspaltung vom Harz nicht entfernt wurde. Fir die Darstellung der zyklischen Verbindungen
gelang zwar die Entschiitzung der Cysteine durch Reduktion mit DTT, bei der nachfolgenden
Zyklisierung mit Luftsauerstoff in hochverdinnter Lésung konnte aber das gewlinschte
Zyklopeptid nicht erhalten werden. Der Versuch der simultanen Entschitzung und
Zyklisierung des Modellpeptids 13 mit orthogonal tBu-geschiitzten Cysteinen nach der
Silylchlorid-Sulfoxid-Methode™ miRlang ebenfalls. Deshalb wurden die zyklischen
Verbindungen 3 und 4 unter Verwendung von nicht orthogonal Trt-geschitzten Cysteinen
synthetisiert und nach der Abspaltung vom Harz in ener Stickstoffatmosphére, durch
Zyklisierung an Luftsauerstoff in hochverdinnter Losung fertiggestellt. Alle hergestellten
Verbindungen konnten durch MALDI-TOF-MS und/oder 1D/2D-NMR-Experimente
charakterisiert werden.

Bei den anschliefenden NM R-Spektroskopischen Untersuchungen, ergaben die Vergleiche
der TOCSY -Spektren der Verbindungen 1/2, 3/4 und 2/4 eindeutig differierende chemische
Verschiebungen der amidischen Protonen des Peptidriickgrats. Dies weist auf strukturelle
Unterschiede im Peptidrickgrat hin, hervorgerufen durch eine Glycosylierung bzw.
Zyklisierung. Bemerkenswert ist der groRere EinfluR des Zuckerrestes auf eine
Konformationsanderung bel den offenkettigen V erbindungen, verglichen mit den zyklisierten.
Die Auswirkungen einer Glycosylierung auf die dreidimensionale Struktur sind jedoch
wesentlich kleiner als die, welche durch eine Zyklisierung hervorgerufen werden. Letztere
erstrecken sich zudem Uber das gesamte Peptidriickgrat. Ein analoger Vergleich von der
zyklischen glycosylierten V3-Loop 4 mit der oben erwdhnten V3-Loop der
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EB1-Patientensequenz’®, weist ebenfalls auf eine Veranderung der dreidimensionalen
Struktur des Glycopeptids hin. Eine Permutation an den Positionen 5 und 25 scheint demnach
also strukturrelevant zu sein.
Die in den NOESY -Spektren beobachteten strukturrelevanten NOE-Kontakte bestétigen
ebenfalls den konformativen Einfluf? durch eine Zyklisierung. Wahrend bei den offenkettigen
Verbindungen 1 und 2 nur sequentielle NOE-K ontakte auftraten, so waren bei den zyklischen
V3-Loops 3 und 4 mehrere strukturrelevante mid- und long-range NOE-Kontakte zu
beobachten. Sie belegen, dal3 die zyklisierten Verbindungen eine andere Konformation
ausbilden as die offenkettigen, hervorgerufen durch die Disulfidbricke und die
Glycosylierung. Diese Ergebnisse bestétigen vorangegangene NMR-Untersuchungen von
S Meyer'® und J. Tost™®%,
Mit Hilfe von SPR-Studien der Verbindungen 1 bis 4 mit CCR5-Uberexprimierenden
HI5-Zellen konnte gezeigt werden, dal3 alle Verbindungen eine spezifische Bindung mit dem
CCR5-Corezeptor eingehen und bestétigen somit vorangegangene Untersuchungen von
S Meyer® mit EB1-V3-(Glyco)Peptiden. Vergleicht man die hier ermittelten
Bindungsaffinitéten der einzelnen Verbindungen miteinander, so zeigte das offenkettige
V3-Peptid 1 die schwéchste und das zyklisierte V3-Glycopeptid 4 die starkste
Wechsalwirkung. Glycosylierung bzw. Zyklisierung wirken sich somit auch hier positiv auf
die Bindungsstérke aus, wobei letztere einen grofderen Einflu auf die Ausbildung des
optimalen Bindungsepitops hat. Des weiteren konnte gezeigt werden, dal3 bei einem
glycosylierten und gleichzeitig zyklisierten Peptid zusétzliche Synergieeffekte auftreten, da
hier die Bindungsaffinitét deutlich hdher lag, as sich aus der Summe beider Einfliisse ergeben
wirde. Die entsprechenden SPR-Studien von S. Meyer® mit den oben erwahnten
EB1-V3-(Glyco)Peptiden zeigen um 20-40% niedrigere RU-Antworten, als die hier
untersuchten Verbindungen. Der Grund dafir ist wahrscheinlich in Unterschieden in der
Konjugation an der Chipoberflache aufgrund einer N-terminalen Acetylierung der
EB1-Verbindungen zu suchen. Andererseits konnte die Steigerung der Bindungsaffinitét auch
aufgrund von Sequenzunterschieden zustande kommen. Variationen in der Peptidsequenz -
hier geschehen an den Positionen 5 und 25 - kdnnten also auch direkt oder indirekt zu einem
modifizierten Bindungsepitop fuhren, mit den fur eine Bindung beschriebenen Folgen.
Die V3-loop stellt eine hochgradig variable Region innerhalb des GP120 dar. Die
Reprasentation dieser Variabilitét innerhalb eines HIV-Impfstoffes ist wahrscheinlich
essentiell  for seine  Wirksamkeit. Mit Hilfe der Dbereits erwdhnten Genbank-
Datenbankrecherche konnte ebenfalls die Variabilitét innerhalb der Sequenz der V3-Loop
ermittelt werden. Bemerkenswert sind die unterschiedlich starken Permutationsgrade, gerade
im Bereich der PND-Region. Das GPG-Motiv dieser Doméne ist sehr konserviert. Die funf
N-terminal und acht C-termina benachbarten Positionen weisen jedoch bis auf wenige
Ausnahmen eine hohe Varianz auf. Um eine mdgliche Bibliothek abzuleiten, wurden vier
Permutationsstellen ermittelt, an denen die Varianz am grofdten ist. Sie beinhalten zwei bis
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vier Aminosauren pro Permutation und ergeben so eine Zahl von 48 Verbindungen pro
Bibliothek.

S/ClTRPNNNTRKSI(HRPNM

/S/ G
CHAQR I DG I I(ED)GT(T A)Y FA(GQ R)GP

Abbildung 52: Ergebnis des Bibliotheksdesigns ausgehend vom Variationsgrad an den Positionen 1 bis 35
der V3-Loop anhand einer Genbank Datenbankrecherche. Die innerhalb der Klammern rot abgebildeten
Aminosaur en gehoren jeweils einer Per mutationsstelle an.

Die Bibliothekssynthesen wurden in einem kombinatorischen Premix-Ansatz durchgefihrt.
Nach mehreren Untersuchungen und Optimierungen am Beispiel der Modellbibliotheken
(P, T,N,H,RIGPGR 15 und (G,A,SP,T,D,QH,FRY W)IGPGR 16 gelang es, eine gute
Gleichverteilung der Komponenten innerhalb einer Bibliothek bel gleichzeitig hohen
Ausbeuten (84% bis 97%) zu erreichen. Fur die Synthese der Permutationsstellen hat sich
gezeigt, dal3 eine Kombination von einer Dreifachkupplung in manueller batch-Synthese unter
Verwendung von einem Aquivalent Aminosiuregemisch und 1.2 Aquivalenten HATU bei
einer Kupplungszeit von je drei Stunden das beste Ergebnis lieferte. Mit Hilfe der optimierten
Bedingungen aus den Einzel- und Modéellbibliothekssynthesen konnten die aus der
Datenbankanalyse abgeleiteten V3-Sequenzen (siehe Abbildung 52) as Peptid- bzw.
Glycopeptidbibliothek 5 und 6 hergestellt werden. Die Identitéten der darin enthaltenen
V erbindungen wurden massenspektrometrisch nachgewiesen.

Die mit den Bibliotheken 5 und 6 durchgefihrten SPR-Studien zeigten ebenfalls eine
spezifische Bindung zum CCR5-Corezeptor in etwa der gleichen Grof3enordnung, wie die
entsprechenden Konsensusverbindungen. Die nur geringfigigen Unterschiede zwischen der
mittleren Bindungsaffinitdt der Bibliothek 5 verglichen mit der Bindungsstérke des
Konsensuspeptids 3 sowie zwischen 6 und 4 deuten darauf hin, dal3 der CCR5-Corezeptor
wahrscheinlich keine ausgepragte Sequenzspezifitdt an den Permutationsstellen besitzt und
das deshalb alle Komponenten innerhalb einer Bibliothek wahrscheinlich &hnlich stark
binden.
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6 Summary

Glycopeptides and peptides have been synthesized and analyzed as candidates for an broad
anti HIV vaccine. The constructs described are based on the V3 loop of the viral envelope
protein GP120. These compounds include the important elements like glycosylation and/or
disulfide cyclization and also reflect to some extend the diversity of the V3 region.

Previous studies with the EB1 patient sequence®® had indicated a big influence of
glycosylation as well as cyclization on binding strength towards the CCR5 coreceptor. The
influence of the amino acid sequence has been studied here more deeply. Also, a consensus
sequence of al HIV strains known and its main variants were selected to assure a broad
coverage. The following consensus sequence was extracted from a Genbank search resulting
in 17974 V3 sequences that differed from the EB1 sequence at positions 5 (N - S) and
25 (D « E): CTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHC.

This sequence was synthesized as an open chain 1 peptide with the cysteines preserved but
capped as t-butylthio derivatives and as disulfide cyclized peptide 2. The corresponding
glycopeptides, where the carbohydrate is represented as chitobiosyl moiety, have also been
synthesized as open chain 3 and cyclized glycopeptide 4 using a combination of automatic
and manual solid phase synthesis. The insertion of the sugar moiety during the peptide
synthesis was carried out by using Ny-chitobiosyl asparagine building block 12. Formation of
the cyclic compounds started with the deprotection of the StBu protected cysteines by
reduction with DTT. However, cyclization using air oxygen in highly diluted solution failed
and only polymeric products were obtained. Another attempt to deprotect and cyclize a model
peptide 13 using orthogonal tBu protected cysteines via the silylchloride sulfoxide pathway™*
was not successful either. Therefore, Trt protected cysteines were used for the synthesis of 3
and 4. The formation of the disulfide bridge led to the wanted product, when conducting the
cleavage in a nitrogen atmosphere and the cyclization by air oxidation in a highly diluted
solution. All synthesized compounds were characterized using MALDI-TOF-MS and/or
1D/2D NMR experiments.

Comparisons of TOCSY Spectra of the compounds 1/2, 3/4 and 2/4 showed significant
alterations of the NH chemical shift of the backbone. This indicates changes of the
3D structure of the peptide backbone, caused by glycosylation and cyclization. The stronger
sterical influence of a sugar residue is more pronounced in the linear peptide compared to the
cyclic structures. However, cyclization affects the peptide conformation much more than
glycosylation and it influences the overal structure. A similar comparison of the V3 loop 4
and the corresponding EB1 V3 1o0op™® mentioned above also indicates an alteration of the
conformation. A permutation at the positions 5 and 25 might be important for the formation of
acertain 3D structure.

Data from NOESY spectra confirm the influence of cyclization on the peptide backbone
conformation. In contrast to the linear compounds 1 and 2 which only showed sequential
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NOE contacts, the cyclic compounds 3 and 4 additionally showed several mid- and long-
range NOE contacts. This indicates different conformations for the linear and the cyclic
compounds because of cyclization and glycosylation. Thisisin good agreement with previous
NMR studies from S. Meyer'® and J. Tost.**

In SPR analysis compounds 1 to 4 showed a specific binding towards CCR5 overexpressing
HI5 cells. This is in good agreement with the data obtained by S. Meyer®, who had carried
out SPR studies with EB1 V3 (glyco)peptides containing sequential alterations at the
positions5(S -« N) and 25 (E ~ D), compared to the consensus sequence determined in this
work. The linear V3 peptide 1 showed the weakest and the cyclic glycopeptide 4 the strongest
binding. Cyclization as well as glycosylation both enhances the binding affinity, but the effect
of cyclization on the formation of an optima binding epitope is considerably higher.
Additionally, there is a synergetic effect, which enhances the binding strength, if a cyclic
peptide also includes a glycosylation site.

Equivalent SPR studies by S Meyer® mentioned above showed 20 to 40% weaker SPR
response than the compounds studied here. This is probably a result of differences in
conjugation to the chip surface, because of N-terminal acetylation of the EB1 (glyco)peptides.
On the other hand an increased binding affinity could be a result of variations in the peptide
sequence, incorporated here at positions 5 and 25. This could lead directly or indirectly to a
change in the binding epitope with consequences for binding affinity.

The V3 loop is a highly variable region within the GP120. The representation of this
variability in aHIV vaccine is probably important for its efficiency. Based on a Genbank data
analysis mentioned above, it was possible to determine the sequence variability of the
V3 loop. Remarkable are the different levels of permutation within this loop, especialy in the
PND region. The GPG motif of this domain is very conserved but five amino acids on
Ctermina and eight on the N terminal side show a drastically increased variability. For the
library design, four sites with the highest level of permutation were identified and selected to
design a library. They include two to four different amino acids per site. The result is a 48
compound library.

S/ClTRPNNNTRKSI(HRPN)|
/S/ G

p
CHAQR I DG I(E D)G T(T A)Y FA(GQ R)G

Figure 53: Library based on the highest diversity sites in the V3 loop. The red amino acids in brackets
represent the per mutations at the given positions.

The library synthesis was carried out by a combinatorial premix synthesis strategy. After
several optimizations of the coupling conditions with the model libraries (P, T,N,H,R)IGPGR
15 and (G,A,SP,T,D,QH,FRY W)IGPGR 16, it was possible to obtain a nearly equal

representation of all library compounds in good overal yields between 84% and 97%. The
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best result for the synthesis of a permutation site was obtained in a manual batch synthesis
with 3 coupling cycles each utilizing one equivalent of the amino acid mixture and 1.2
equivalents of HATU. The coupling times could be reduced to 3 hours per cycle without
lowering the yields. Using these optimized conditions libraries of the V3 peptide 5 and the
glycopeptide 6 (Figure 53) were synthesized successfully. The presence and approximate
quantitiy of all componentsin the library could be validated by MALDI-TOF-MS.

The SPR studies of libraries 5 and 6 showed specific binding towards the CCR5 coreceptor at
amost the same magnitude as the corresponding consensus sequences 3 and 4. No significant
differences of the average binding affinity of the peptide library 5 and the consensus peptide 3
nor of the glycopeptide library 6 and the peptide library 4 were found. This indicates that the
CCRS5 coreceptor does not show a distinct sequence specificity at the permutation sites.
Therefore, an almost equal binding affinity islikely for al compounds within the libraries.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Allgemeines

7.1.1 Praparative HPLC

Alle im Folgenden beschriebenen préparativen Aufreinigungen von Rohproduktgemischen
tber HPLC wurden an RP-, bzw. RP-analogen Phasen an einer Biocad Sporint-HPLC-Anlage
der Firma Perseptive durchgefihrt. Als Fraktionsammler wurde ein Gilson FC205 ,, Fraction
Collector” eingesetzt. Als stationdre Phasen wurden eine VP 250/21mm NUCLEOSL
100-7um Cig-Saule (Flussrate 20 mL/min) der Firma Machery & Nagel eingesetzt. Als
RP-analoge Pase diente eine semipréparative 218TP510-Saule (1.0 x 25 cm, 5um) der Firma
Vydac (Flussrate 5mL/min). Als mobile Phasen wurden unterschiedliche
Gradientenprogramme zwischen Eluent A (95% H,O/5% MeCN) und Eluent B
(95% MeCN/5% H,0), bzw. Eluent C (95% H,O/5% MeCN/0.1% TFA) und Eluent D
(95% MeCN/5% H,0/0.1% TFA) ausgefuhrt. Die Laufmittel sind filtriert, im Ultraschallbad
vorentgast und von HPLC grade. Das verwendete Wasser wurde Uber eine USF Purelab Plus
gereinigt und in reinster Qualitédt eingesetzt. Die Proben wurden in 1mL des
Eluentengemisches gel6st, welches dem Gradienten bei der Injektion entspricht. UngelGste
Ruckstande wurden durch Filtration mit Costar SpinX tubes (2.2um Celluloseacetat) vor der
Injektion abgetrennt. Das Acetonitril der gesammelten Fraktionen wurde zunéchst am
Rotationsverdampfer abdestilliert und die Proben anschlief3end gefriergetrocknet.

7.1.2 MALDI-TOF-MS
Die Aufnahme der Maldi-TOF-Spektren erfolgte an einem Biflex 111 Spektrometer der Firma
Bruker im reflector mode. Die Proben wurden in einer 2,5-Dihydroxybenzoeséure (DHB)-,
oder a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (CCA)-Matrix mit einer Konzentration von 10 pmol/ul
vermessen.

7.1.3 ESI-LC/MS

Einige in dieser Arbeit synthetisierte Substanzbibliotheken wurden an einem HP5989B MS
Engine Massenspektrometer mit HP59987A API-Elektrospray LC/MS Interface der Firma
Hewlett Packard, welches mit einer Agilent HPLC Series 1100 gekoppelt war, charakterisiert
und relativ zueinander quantifiziert. Als stationédre RP-Phase wurden eine CC 250/2mm
NUCLEOSL 100-5um Cig-Saule (Flussrate 50 uL/min) der Firma Machery & Nagel
eingesetzt. Zur Trennung wurden mit verschiedenen mobilen Phasen unterschiedliche
Gradienten eingestellt, welche auch bel der praparativen HPLC zum Einsatz kamen.
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7.1.4NMR

Die eindimensionalen *H-Spektren wurden an einem Bruker AMX400-Spektrometer bei 300K
aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen der NMR-Spektren sind in Einheiten der &
Skala angegeben, als interner Standard diente hierbei, wie bei Messungen in organischen
Losungsmitteln allgemein Ublich, Tetramethylsilan (8rws = 0.00 ppm). Die Kopplungs-
konstanten J sind, wenn nicht anders angegeben *J-Kopplungen und in Hertz angegeben. Die
Indizes kennzeichnen die jeweils miteinander koppelnden Wasserstoffatome. Alle
hoherdimensionalen Protonen-NMR-Spektren wurden an einem DRX500 bzw. DRX700
Spektrometer der Firma Bruker bei 300K in einem TXI*H-C/**N-D-Probenkopf fiir 5 mm
NM R-R6hrchen aufgenommen. Die Peptid- und Glycopeptid-Proben wurden in H,O/D,0 9:1
bei einem pH-Wert von 3-4 (TFA) vermessen. Die Kalibrierung der Spektren erfolgte auf das
NH-Signal von Tyrosin-21 bei 7.865 ppm. Die so aufgenommenen Daten wurden an einer
Slicon Graphics Workstation (O,, Octane) unter Zuhilfenahme der Software Xwinnmr 2.0
und Aurelia 2.5.9 von Bruker prozessiert und ausgewertet. Die einzelnen Spinsysteme wurden
in TOCSY -Experimenten zugeordnet. Die Sequenzbestimmung gelang mit Hilfe der NOESY -
Experimente. Die Zuordnung der Zuckerprotonen sowie die Bestimmung der NH-Hq
Kopplungskonstanten erfolgte in DQF COSY Experimenten.

7.1.5SPR

Die SPR-Experimente wurden mit einem BIACORE 3000 Gerdt mit F1-Chips durchgefuhrt.
Die Auswertung erfolgte mit den Programmen BlAevaluation Vers. 3.0.2 und BIACORE
Control Vers. 3.0.

7.1.6 Weitere chromatographische Methoden

Alle dinnschichtchromatographischen Untersuchungen wurden an Kieselgel 60 auf
Aluminiumfolie (Merck, GFzs4) durchgefuhrt. Die Detektion erfolgte in Abhangigkeit der
Reaktionspartner durch UV-Absorption und/oder Eintauchen in eine ethanolisch/wéal¥rige
Losung von Schwefelsdure (10%ig) und anschliel3ender Warmebehandlung mit einem
HeiRluftfon.

Saulenchromatographische Aufreinigungen von Rohprodukten an Kieselgel wurden in
praparativem Mal3stab an einer Mitteldruckanlage der Firma Buichi (10 bar) an Kieselgel 60,
KorngrofRe 40 um — 63 um der Firma Merck durchgefihrt. Es wurden ausschliefdich
destillierte Laufmittel verwendet.
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7.1.7 Verschiedenes
Die photometrischen Untersuchungen wurden an einem UV-160A — Photometer der Firma

Shimadzu vorgenommen.

Alle Ultrafiltrationen wurden mit einer 400 mL (Modell 8400) bzw 50 mL (Modell 8050)
Ruhrzelle und einer Membran mit 2000 MWCO der Firma Millipore durchgefiihrt.

Alle Gefriertrocknungen erfolgten an einer Lyophylle Alpha 1-2 bzw. Alpha 1-4 der Firma

Christ durchgefihrt.

Die Zellkonzentrationen wurden in einer Neubauer Zahlkammer (0.1 mm Tiefe/0.0025 mm?)
und einem Diavert Mikroskop der Firma Leitz bestimmt.

Alle angegebenen Losungmittel sind, wenn nicht anders angegeben, von destillierter Qualitat.
Alle Losungsmittelverhdtnisse sind volumetrisch.
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7.2 Verwendete Chemikalien

Hersteller

Chemikalien

Advanced ChemTech

Applied Biosystems

BIACORE AB

Biochrom

Calbiochem-Novabiochem

Deutero

Gibco

J.T. Baker

Lancaster

Merck

Proligo

Sigma-Aldrich

Fmoc-L-Alanin-OH, Fmoc-L-Arginin-(Pbf)-OH,
Fmoc-L-Asparagin-(Trt)-OH, Fmoc-L-Aspartat-(OtBu)-OH,
Fmoc-L-Glutamat-(OtBu)-OH, Fmoc-L-Cystein-(Trt)-OH,
Fmoc-L-Glutamin-(Trt)-OH, Fmoc-L-Glycin-OH,
Fmoc-L-Histidin-(Trt)-OH, Fmoc-L-Isoleucin-OH,
Fmoc-L-Lysin-(Boc)-OH, Fmoc-L-Phenylalanin-OH,
Fmoc-L-Prolin-OH, Fmoc-L-Serin-(tBu)-OH,
Fmoc-L-Threonin-(tBu)-OH, Fmoc-L-Tryptophan-(Boc)-OH,
Fmoc-L-Tyrosin-(tBu)-OH

DIPEA, Piperidin/DMF (1:4), HATU,
Fmoc-PAL-PEG-PS-Harz

NHS, EDC, EA, HBS-EP, sonstige Chemikalien Biacore

FKS

Fmoc-L-Cystein-(StBu)-OH, Fmoc-L-Cystein-(tBu)-OH,
TBTU

Deuteriumoxid, 99.9%, DMSO-ds (99.8%), CDCl, (99.8%)

Zellkulturmedium RPMI 1640, Trypsin

Acetonitril (Ultra Gradient HPLC Grade)

TIPS 99%

Acetanhydrid, Aceton, Ammoniumhydrogencarbonat, Chloroform,
a-Cyano-4-hydroxizimzsaure, Dichlormethan, Diethylether,
2,5-Dihydroxybenzoeséaure, Dinatriumhydrogenphosphat,
Diphenylsulfoxid, Dithiothreitol, Ethanol, Hydraziniumhydroxid,
Kaliumchlorid, Kaliumdihydrogenphosphat, Methanol,
N-Methylpyrrolidon, Natrium, Natriumacetat, Natriumazid,
Natriumchlorid, Natriumhydroxid, 2-Propanol, Pyridin,
Schwefelsaure 96%, Toluol, Trichlormethylsilan, Trifluoressigséaure,

DMF

Chitin, Dimethylsulfoxid, Neomycin, Penicillin, Puromycin,
Streptomycin

Tabelle 16: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Chemikalien.

95



Experimenteller Teil

7.3 Allgemeine Arbeitsvorschriften zur Festphasensynthese

7.3.1 Peptid- und Glycopeptidsynthese

7.3.1.1 Manuelle Peptid- und Glycopeptidsynthese

Falls nicht anders angegeben, wird die manuelle Peptid-, bzw. Glycopeptidsynthese nach dem
folgenden Verfahren durchgefihrt.

Eine &aquivalente Menge PAL-PEG-PS-Harz wird in eine Glasfritte (Porengrof3e 3)
eingewogen und anschlieffend zum Quellen fir 20 Minuten mit DMF bedeckt. Nach
Entfernen des DMF mit Stickstoff, wird zweimal fur 10 Minuten mit Piperidin/DMF-L6sung
(1:4) bedeckt und nachfolgend mit DMF gewaschen. Die Menge der abgespaltenen
Fmoc-Schutzgruppen wird durch Messung der UV-Absorption des in der Abspaltldsung
enthaltenen Methylenfluorens bei 301 nm (e = 7950) ermittelt. Im Anschluf® wird solange mit
DMF gewaschen, bis die Waschl6sung neutral ist.

Die seitenkettengeschiitzte Aminosaure wird as N-terminal Fmoc-geschiitztes Derivat, wenn
nicht anders angegeben, im 4fachen Uberschul? eingewogen. Zusammen mit dem 5fachen
Uberschu an TBTU oder HATU und ebenfalls 5 Aquivalenten DIPEA wird sie in genau der
Menge absoluten DMF bzw. NMP gel6st, die nétig ist, um das Harz zu bedecken. Nach einer
Aktivierungszeit von 5 Minuten wird das Gemisch zu dem Harz gegeben und fir einen
angegebenen Zeitraum geschttelt. Bel einer Mehrfachkupplung wird die Reaktion mit einer
frischen Reaktionslésung wiederholt. Nach Entfernen und grindlichen Waschen mit DMF
werden nichtumgesetzte Aminogruppen mit 10% Acetanhydrid in DMF fur 15 Minuten
acetyliert. Nach Entfernen der Acetylierungsldsung und ausgiebigen Waschen des Harzes mit
DMF wird der beschriebene Zyklus fur eine bestimmte Anzahl an Positionen im Peptid
wiederholt, oder das Harz zur automatischen Synthese in den Peptidsynthesizer Gberfihrt. Um
das (Glyco)Peptid lagerungsbestandig zu machen, wird die endsténdige Fmoc-Schutzgruppe
erst vor der Weiterverarbeitung abgespalten. Nur wenn angegeben, wird die a-Aminogruppe
des N-Terminus nach fertiggestellter Synthese des (Glyco)Peptid mit Acetanhydrid/DMF
(1:10) acetyliert. Das Harz wird nach der Synthese erst grindlich mit 2-Propanol, dann mit
Dichlormethan und anschlief3end nochmals mit 2-Propanol gewaschen, die WaschlGsungen
entfernt und das Harz in einem Stickstoffstrom getrocknet.

7.3.1.2 Automatisierte Peptid und Glycopeptidsynthese

Die automatisierte Peptidsynthese erfolgte an einem Pioneer Peptide Synthesis System der
Firma Per septive Biosystems.

Eine der AnsatzgrofRe und Harzbelegung entsprechende Menge PAL-PEG-PS-Harz wird in
eine Stempelsdule mit Frittenbéden eingewogen. Die Aminosduren werden im 4-fachen
Uberschu® vom C- zum N-Terminus an das Harz gekniipft. Als Aktivatoren dienen HATU
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bzw. TBTU in Gegenwart von DIPEA in jeweils 5 fachen Uberschul, bezogen auf das Harz.
Die Blockierung nicht umgesetzter Aminogruppen erfolgt durch einen 5 mindtigen
kontinuierlichen Ful? von Acetanhydrid/DMF  (1:10). Die Abspatung der
Fmoc-Schutzgruppe erfolgt mit Piperidin/DMF (1:4) Uber 10 Minuten. Die endstandige
Fmoc-Schutzgruppe wird zunachst am Harz belassen. Nach dessen Uberfilhrung in eine
Glasfritte wird zur Bestimmung der Rohausbeute unter Messung der UV-Absorption diese
Fmoc-Schutzgruppe manuell abgespalten. Anschlief3end wird, nur wenn angegeben, der N-
Terminus des (Glyco)Peptids mit Acetanhydrid/DMF (1:10) blockiert. Das Harz wird nach
der Synthese erst grundlich mit 2-Propanol, dann mit Dichlormethan und anschlief3end
nochmal mit 2-Propanol gewaschen, die Waschlésungen entfernt und das Harz in einem
Stickstoffstrom getrocknet.

7.3.1.3Manuelle Kupplung des Fmoc-Asn-(B-D-GIcNAc-(1-4)-
B-D-GIcNAc)-COOH-Bausteins 12

Das PAL-PEG-PS-Harz mit dem daran gebundenen, bis vor die Glycosylierungsstelle
synthetisierten Peptid wird in eine Glasfritte (Porengrof3e 3) gegeben und anschlief3end zum
Quédlen fur 20 Minuten mit DMF bedeckt. Nach Entfernen des DMF mit Stickstoff, wird das
Harz zweimal fur 10 Minuten mit Piperidin/DMF-L6Asung (1:4) bedeckt und nachfolgend mit
DMF gewaschen. Die Menge der abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen wird durch Messung
der UV-Absorption des in der Abspaltlosung enthaltenen Methylenfluorens bei 301 nm
(e =7950) ermittelt. Im Anschlul® wird solange mit DMF gewaschen, bis die Waschldsung
neutral ist.

Der Fmoc-Asn-(B-D-GIcNAc-(1-4)-B-D-GIcNAc)-COOH-Baustein -~ wird  aquimolar
eingewogen, in absolutem DMF gel6st und auf das Harz gegeben. Je 1.2 Agivalente an TBTU
und DIPEA werden in genau der Menge absoluten DMF gel6st, die nétig ist, damit das Harz
gerade bedeckt wird. Das Gemisch wird auf dem Harz fir 24 Stunden geschuittelt.
Anschlief3end wird mit absoluten DMF gewaschen und die Kupplung mit einer frischen
Reaktionsl 6sung wiederholt. Nach Entfernen der Ldsung und grindlichen Waschen mit DMF
werden nicht umgesetzte Aminogruppen mit 10% Acetanhydrid in DMF fir 15 Minuten
acetyliert. Nach Entfernen der Acetylierungsldsung und ausgiebigen Waschen des Harzes mit
DMF wird die Ausbeute durch Messung der UV-Absorption nach oben beschriebenen
Verfahren bestimmt.

7.3.2 Entschitzung und Abspaltung des Peptids oder Glycopeptids
vom Harz

Wenn nicht anders beschrieben, wird die Seitenkettenentschitzung und Abspaltung des
fertigen Peptids vom Harz nach folgenden Standardverfahren durchgefihrt.
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7.3.2.1Entschitzung und Abspaltung von Peptiden vom Harz

Das im Stickstoffstrom getrocknete Harz wird zweimal in Folge mit einer Losung, bestehend
aus TFA, TIPS und Wasser im Verhdltnis 95:5:2, bedeckt und fir je 90 Minuten geschuittelt.
Die Losung wird im Olpumpenvakuum abgesaugt. Die vereinten Loésungen werden
anschlieRend im Olpumpenvakuum bis zur Trockne eingeengt, der Riickstand in Wasser
aufgenommen, im Ultraschallbad suspendiert und lyophylisiert.

Beim Ansetzen der Abspaltlosung wird stets darauf geachtet, da3 minimal 2 Aquivalente
Triisopropylsilan (pro mol Schutzgruppe am Harz) eingesetzt werden'® und das
Gesamtvolumen 25mL pro Gramm Harz betragt.’® Dies Verfahren wird as
Standardverfahren Ubernommen.

7.3.2.2Entschitzung und Abspaltung von Glycopeptiden vom Harz

Das im Stickstoffstrom getrocknete Harz wird grindlich mit absoluten Methanol gewaschen
und anschlief3end mit einem Gemisch aus Hydrazinhydrat und absoluten Methanol (1:5) fur 6
Stunden geschiittelt um die OH-Schutzgruppen des Zuckers zu entfernen. Darauf hin wird
sorgfdltig mit absolutem Methanol gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Die
Abspaltung des Glycopeptids vom Harz erfolgt nach der oben beschriebenen Prozedur.

7.3.2.3Entschitzung und Abspaltung von Cystein-(Trt)-haltigen
(Glyco)Peptiden vom Harz und Bildung einer Disulfidgruppe

Die Vorgehensweise der Entschitzung und Abspaltung erfolgt analog den oben
beschriebenen Verfahren mit dem Unterschied, dal3 samtliche Ldsungen vorher frisch entgast
werden. Die Reaktion und das sich anschlief3ende Absaugen der Abspaltlésung wird dann in
einer Stickstoffatmosphére durchgefihrt.

Das erhatene Rohprodukt wird noch unter Stickstoff in einer einstiindig entgasten 0.1 M
Ammoniumhydrogencarbonatlésung (50 mL  pro 1pupmol Harzaquivalent) unter zu
Hilfenahme von Ultraschall geldst. Die Losung wird nun fUr 72 Stunden bel offenem
Reaktionsgefald stark gerthrt, so da3 sie mit Luftsauerstoff durchsetzt wird. Durch
Ultrafiltration (MWCO 1000 D) wird die Lésung auf ca. 50 mL eingeengt, vierma mit
Woasser auf 350 mL verdinnt und dann wieder auf 50 mL eingeengt. Diese Losung wird bis
zur Gewichtskontanz lyophylisiert und der weiteren Aufreinigung unterzogen.

7.3.3 Aufarbeitung der (Glyco)Peptide nach der Abspaltung

Das getrocknete Rohprodukt der (Glyco)Peptidsynthese nach der Abspaltung vom Harz wird
in Wasser/Acetonitril/ TFA 95:5:0.1 (200 pL pro pmol Harzaquivalent) aufgenommen und fir
15 Minuten im Ultraschallbad behandelt und ungeldste Rickstande abzentrifugiert. Der
Rickstand wird nochmals gelost, suspendiert und zentrifugiert. Die erhaltenen Ldsungen
werden, wenn nicht anders angegeben, vereint, lyophylisiert und durch HPLC an einer

C.g-Phase bzw. C,g-analogen Phase aufgereinigt.
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7.4 Synthese von Einzelverbindungen

7.4.1 Synthese des nicht glycosylierten offenkettigen V3-Peptids
C(StBu)TRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHC(StBu) 1

1. Synthese

Es wird die unter 4.1 erwdhnte nicht glycosylierte Konsensussequenz nach der algemeinen
Arbeitsvorschrift 7.3.1.2 synthetisiert. Die Ansatzgrof3e betragt 50 umol, als Aktivator dient
TBTU. Die Synthese wird in einer Dreifachkupplung mit Kupplungszeiten von je 120
Minuten durchgefihrt. Die Entschitzung, Abspaltung und Aufreinigung erfolgt nach den
allgemeinen Arbeitsvorschriften 7.3.2.1 und 7.3.3.

Synthese- Aminosaure Einwaage |Synthese- Aminosaure Einwaage
position pro Kuppl.|position pro Kuppl.
[mg] [mg]
Harz 278 18 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130
1 Fmoc-Cys-(StBu)-OH 86 19 Fmoc-Gly-OH 59
2 Fmoc-His-(Trt)-OH 124 20 Fmoc-Pro-OH 67
3 Fmoc-Ala-OH 62 21 Fmoc-Gly-OH 59
4 Fmoc-GlIn-(Trt)-OH 122 22 Fmoc-lle-OH 71
5 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 23 Fmoc-His-(Trt)-OH 124
6 Fmoc-lle-OH 71 24 Fmoc-lle-OH 71
7 Fmoc-Asp-(OtBu)-OH 82 25 Fmoc-Ser-(tBu)-OH 77
8 Fmoc-Gly-OH 59 26 Fmoc-Lys-Boc)-OH 94
9 Fmoc-lle-OH 71 27 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130
10 Fmoc-lle-OH 71 28 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79
11 Fmoc-Asp-(OtBu)-OH 82 29 Fmoc-Asn-(Trt)-OH 119
12 Fmoc-Gly-OH 59 30 Fmoc-Asn-(Trt)-OH 119
13 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79 31 Fmoc-Asn-(Trt)-OH 119
14 Fmoc-Ala-OH 62 32 Fmoc-Pro-OH 67
15 Fmoc-Tyr-(tBu)-OH 92 33 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130
16 Fmoc-Phe-OH 77 34 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79
17 Fmoc-Ala-OH 62 35 Fmoc-Cys-(StBu)-OH 86

Tabelle 17: Einwaagen zur automatischen Synthese von 1.

Das Rohprodukt wird in einem ersten Aufreinigungsschritt iber HPLC an einer RP C,g Saule
aufgereinigt (Eluent C/Eluent D 90/10 — 90/10 (1 CV) - 50/50 (6 CV) - 0/100 (0.5CV) -
0/100 (1 CV) - 90/10 (1 CV), Ry = 23.56 min, Flul¥rate 20 mL/min). In einem zweiten
Aufreinigungsschritt wird das vorgereinigte Produkt nochmals durch HPLC an einer RP Cyg
(Eluent C/Eluent D 90/10 - 90/10 (1 CV) - 70/30 (0.2 CV) - 68/32 (2 CV) - 0/100 (0.6
CV) - 0/100 (1 CV) - 90/10 (1 CV), R = 10.30 min, FluRrate 5 mL/min) analogen Saule
aufgereinigt. Die Produkte werden durch MALDI-TOF-M S und NMR identifiziert.

Ausbeute:
3.3 mg (0.81 umol) an 1 entsprechend 2% bezogen auf die eingewogene Harzmenge.
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Charakterisierung:

'H-NMR Daten: Tabelle 19
MALDI-TOF (m/z) = 4030.29 (M+H")
C171H279N57045S4 (4029.74 g/mol)

2. Synthese

Die Synthese der unter 4.1 erwéhnten nicht glycosylierten Konsensussequenz erfolgt an den
Synthesepositionen 1 (Cystein-35) bis 14 (Alanin-22) und 19 (Glycin-20) bis 35 (Cystein-1)
automatisch am Syntheseroboter nach allgemeinen Arbeitsvorschrift 7.3.1.2. Die Ansatzgrofie
betrégt 50 pmol, als Aktivator dient TBTU. Die Synthese wird in einer Dreifachkupplung mit
Kupplungszeiten von je 120 Minuten durchgefihrt.

Wegen schlechter Kupplungsausbeuten der Aminosauren Tyrosin-21 bis Arginin-18 wird die
Peptidsynthese an den Syntheseposition 15 (Tyrosin-21) bis 18 (Arginin-18) manuell, nach
der allgemeinen Vorschrift 7.3.1.1 unter Schutzgas, NMP** als Lésungsmittel und HATU als
Aktivator durchgefiihrt. Auch hier erfolgt eine Dreifachkupplung von je 120 Minuten. Die
Einwaagen des Harzes und samtlicher Aminosduren pro Kupplung sind in Tabelle 18
angegeben. Die Entschiitzung, Abspaltung und Aufreinigung erfolgt nach den allgemeinen
Arbeitsvorschriften 7.3.2.1 und 7.3.3.
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Syntheseposition Aminosaure Einwaage pro Kupplung [mg] Kupplungsart
Harz 278

1 Fmoc-Cys-(StBu)-OH 86 automatisch
2 Fmoc-His-(Trt)-OH 124 automatisch
3 Fmoc-Ala-OH 62 automatisch
4 Fmoc-GIn-(Trt)-OH 122 automatisch
5 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 automatisch
6 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
7 Fmoc-Asp-(OtBu)-OH 82 automatisch
8 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
9 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
10 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
11 Fmoc-Asp-(OtBu)-OH 82 automatisch
12 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
13 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79 automatisch
14 Fmoc-Ala-OH 62 automatisch
15 Fmoc-Tyr-(tBu)-OH 92 manuell

16 Fmoc-Phe-OH 77 manuell

17 Fmoc-Ala-OH 62 manuell

18 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 manuell

19 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
20 Fmoc-Pro-OH 67 automatisch
21 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
22 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
23 Fmoc-His-(Trt)-OH 124 automatisch
24 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
25 Fmoc-Ser-(tBu)-OH 77 automatisch
26 Fmoc-Lys-Boc)-OH 94 automatisch
27 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 automatisch
28 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79 automatisch
29 Fmoc-Asn-(Trt)-OH 119 automatisch
30 Fmoc-Asn-(Trt)-OH 119 automatisch
31 Fmoc-Asn-(Trt)-OH 119 automatisch
32 Fmoc-Pro-OH 67 automatisch
33 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 automatisch
34 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79 automatisch
35 Fmoc-Cys-(StBu)-OH 86 automatisch

Tabelle 18: Einwaagen des Har zes und der Aminosauren pro Kupplung zur Synthesevon 1.

Die Aufreinigung des Rohprodukts erfolgt nach dem gleichen Verfahren, wie bei der ersten
Synthese von 1.

Ausbeute:
8.66 mg (2.15 pmol) an 1 entsprechend 5% bezogen auf die eingewogene Harzmenge.
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chemische Verschiebung [ppm] und 3J(NH,HQ) in Hz

Pos Aminosaure NH a aofB P y y ) andere

1 Cysl 4.456 2.786 2.954 tBu: 1.267

2 Thr2 8.210(7.9) 4.194 1.185

3 Arg3 8.463 (6.9) 4.547 1.801 1.672 1.672 3.152 € 7.135

4 Pro4 4.362 1.850 1.973 2.249 3.591 8 3.779

5 Asn5 8.472 (7.6) 4.623 2.718 2.786

6 Asn6 8.396 (7.7) 4.662 2.776 2.698

7 Asn7 8.431(6.9) 4.720 2.807 2.728

8 Thr8 8.045 (7.5) 4.233 1.146

9 Arg9 8.236 (9.4) 4.274 1.606 1.801 1.546 1.722 3.131 €: 7.099

10 Lysl10 8.242 (9.3) 4.273 1.684 1.762 1.341 1.391 1.615 €. 2.924;
NH,: 7.455

11  Serll 8.245 (6.8) 4.410 3.756

12 lle12* 8.050 (8.3) 4.115 1.752 1.092 1.385 0.788 y": 0.788

13 Hisl3 8.537 (8.6) 4.681 3.060 3.139 H2: 7.192;
H4. 8.519

14 llel4 8.190 (8.3) 4.164 1.755 1.089 1.382 0.764 y": 0.833

15 Glyls 8.268 (5.3) 4.086 3.989

16 Prol6 4.392 1.923 1.954 2.203 3.591 &' 3.760

17 Gly17 8.428 (5.1) 3.881

18 Argl8 8.062 (6.8) 4.218 1.634 1.731 1.507 1.507 3.092 € 7.072

19 Alal9 8.197 (9.4) 4.194 1.185

20 Phe20 8.005 (6.8) 4.437 2.904 €/C; 7.057

21 Tyr21 7.865 (7.8) 4.458 2.786 2.943 €. 7.012

22 Ala22 8.068 (6.2) 4.282 1.321

23  Thr23 7.976 (6.9) 4.233 4.174 1.155

24 Gly24 8.289 (6.4) 3.901

25 Asp25 8.216 (7.7) 4.649 2.718 2.806

26 lle26* 8.050 (8.3) 4.115 1.819 1.092 1.283 0.786 0.786

27 lle27 8.105 (6.8) 4.066 1.793 1.117 1.411 0.774 0.834

28 Gly28 8.298 (6.0) 3.871

29  Asp29 8.175 (7.6) 4.642 2.738 2.816

30 lle30 8.031(7.1) 4.076 1.839 1.147 1.392 0.835 0.835

31 Arg3l 8.285 (6.8) 4.235 1.596 1.780 1.545 1.713 3.134 € 7.176

32 GIn32 8.159 (6.9) 4.232 2.289 1.898 2.035

33 Ala33 8.190 (8.3) 4.164  1.283

34 His34 8.418 (7.8) 4.642 3.226 3.138 H1: 7.241;
H2: 8.549

35 Cys35 8.314 (7.6) 4.554 2.953 3.119 tBu: 1.267

CONH, 6.803; 7.457

* Signale vertauschbar

Tabelle 19: *H-NM R-chemische Ver schiebungen und 3J(NH,H(,)—Kopplungskonstanten in Klammern von 1.

MALDI-TOF (m/z) = 4030.49 (M+H")
C171H279N57O4884 (402974 g/ mol)
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7.4.2 Synthese des offenkettigen V3-Glycopeptids C(StBu)TRPNN
(B-D-GIcNAc-B-(1-4)-D-GIcNAC)NTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDI
RQAHC(StBu) 2

Die Synthese der unter 4.1 erwdhnten glycosylierten Konsensussequenz erfolgt an den
Synthesepositionen 1 (Cystein-35) bis 14 (Alanin-22), 19 (Glycin-20) bis 29 (Asparagin-7)
und 31 (Asparagin-6) bis 35 (Cystein-1) automatisch am Syntheseroboter nach der
allgemeinen Arbeitsvorschrift 7.3.1.2. Die Ansatzgrof3e betrégt 50 umol, als Aktivator dient
TBTU. Die Synthese wird in einer Dreifachkupplung mit Kupplungszeiten von je 120
Minuten durchgefthrt.

Wegen schlechter Kupplungsausbeuten der Aminosauren Tyrosin-21 bis Arginin-18 wird die
Peptidsynthese an den Syntheseposition 15 (Tyrosin-21) bis 18 (Arginin-18) manuell, nach
der allgemeinen Vorschrift 7.3.1.1 unter Schutzgas, NMP'"* als Lésungsmittel und HATU als
Aktivator durchgefthrt. Auch hier erfolgt eine Dreifachkupplung von je 120 Minuten.

Die Kupplung des Fmoc-Asn-(3-D-GIcNAc-(1-4)-3-D-GIcNACc)-COOH-Bausteins 12 an der
Syntheseposition 30 erfolgt nach der algemeinen Vorschrift 7.3.1.3. Die einzuwiegende
Menge pro Kupplung bezieht sich auf die photometrisch bestimmte Ausbeute nach der
vorhergehenden Fmoc-Abspaltung (25 pmoal).

Die Einwaagen des Harzes und séamtlicher Aminosdurederivate pro Kupplung sind in Tabelle
20 angegeben. Die Entschiitzung, Abspaltung und Aufreinigung erfolgt nach den algemeinen
Arbeitsvorschriften 7.3.2.1 und 7.3.3.

Die Entschitzung, Abspatung und die Aufreinigung erfolgt nach den algemeinen
Arbeitsvorschriften 7.3.22 wund 7.3.3. Das Rohprodukt wird in enem ersten
Aufreinigungsschritt tber HPLC an einer RP Cy3 Séule aufgereinigt (Eluent C/Eluent D 90/10
- 90/10 (1 CV) - 50/50 (6 CV) - 0/100 (0.5CV) - 0/100 (1 CV) — 90/10 (1 CV), R =
25.14 min, Flul¥ate 20 mL/min). In einem zweiten Aufreinigungsschritt wird das
vorgereinigte Produkt nochmals durch HPLC an einer RP C;g analogen Séule aufgereinigt
(Eluent C/Eluent D 90/10 - 90/10 (1 CV) - 80/20 (0.1 CV) - 71/29 (4 CV) - 0/100
(0.5CV) - 0/100 (1 CV) - 90/10 (1 CV), Rt =9.55 min, FluRrate 5 mL/min). Die Produkte
werden durch MALDI-TOF-MS und NMR identifiziert.
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Syntheseposition Aminosaure Einwaage pro Kupplung [mg] Kupplungsart
Harz 278 automatisch
1 Fmoc-Cys-(StBu)-OH 86 automatisch
2 Fmoc-His-(Trt)-OH 124 automatisch
3 Fmoc-Ala-OH 62 automatisch
4 Fmoc-GIn-(Trt)-OH 122 automatisch
5 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 automatisch
6 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
7 Fmoc-Asp-(OtBu)-OH 82 automatisch
8 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
9 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
10 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
11 Fmoc-Asp-(OtBu)-OH 82 automatisch
12 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
13 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79 automatisch
14 Fmoc-Ala-OH 62 automatisch
15 Fmoc-Tyr-(tBu)-OH 92 manuell
16 Fmoc-Phe-OH 77 manuell
17 Fmoc-Ala-OH 62 manuell
18 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 manuell
19 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
20 Fmoc-Pro-OH 67 automatisch
21 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
22 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
23 Fmoc-His-(Trt)-OH 124 automatisch
24 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
25 Fmoc-Ser-(tBu)-OH 77 automatisch
26 Fmoc-Lys-Boc)-OH 94 automatisch
27 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 automatisch
28 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79 automatisch
29 Fmoc-Asn-(Trt)-OH 119 automatisch
30 Fmoc-Asn-(B-D-GIcNAc- 24 manuell
(1-4)-B-D-GIcNAc)-OH
31 Fmoc-Asn-(Trt)-OH 119 automatisch
32 Fmoc-Pro-OH 67 automatisch
33 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 automatisch
34 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79 automatisch
35 Fmoc-Cys-(StBu)-OH 86 automatisch

Tabelle 20: Einwaagen des Har zes und der Aminosaurederivate pro Kupplung zur Synthese von 2.

Ausbeute:
7.82 mg (1.76 pumol) an 2 entsprechend 3% bezogen auf die eingewogene Harzmenge.
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chemische Verschiebung [ppm] und 3J(NH,H2, in Hz

Pos. Aminosaure NH a ao.p B y Y 5 andere
1 Cysl 4.458 2.786 2.952 tBu: 1.267
2 Thr2 8.215(6.8) 4.173 1.283
3 Arg3 8.474 (7.6) 4.554 1.800 1.673 1.673 3.158 ¢&:7.151
4 Pro4 4.365 1.853 1.970 2.250 3.588 &:3.774
5 Asn5 8.440 (7.7) 4.603 2.767 2.737
6 Asn6 8.450 (7.1) 4.671 2.717 2.786
7 Asn7 8.385 (7.7) 4.682 2.795 2.719
8 Thr8 8.038 (6.9) 4.222 4.163 1.146
9 Arg9 8.248 (9.6) 4.271 1586 1.799 1586 1.713 3.138 ¢&:7.099
10 Lysl10 8.253 (9.3) 4.281 1.684 1772 1.342 1.402 1.615 ¢ 2.933:
NH: 7.453
11 Serll 8.257 (6.9) 4.410 3.764
12 lle12 8.064 (5.2) 4.143 1.752 1.078 1.280 0.786 vyy" 0.786
13 His13 8.544 (7.7) 4.681 3.061 3.149 H2: 7.191;
H4: 8.521
14 llel4 8.198 (5.2) 4.163 1.762 1.088 1.391 0.775 y" 0.845
15 Glyl5 8.272 (6.0) 4.086 3.989
16 Prol6 4.390 1.933 2.196 3.588 & 3.774
17 Gly17 8.426 (5.1)  3.890
18 Argl8 8.068 (6.9) 4.222 1.634 1.732 1507 1.507 3.089 ¢:7.071
19 Alal9 8.202 (6.0) 4.173 1.195
20 Phe20 8.010 (6.8) 4.368 2.913 €/¢; 7.060
21 Tyr21 7.865 (7.8) 4.457 2.768 2.952 €. 7.015
22 Ala22 8.064 (6.1) 4.272 1.323 1.323
23 Thr23 7.978 (6.9) 4.233 4,183 1.165
24 Gly24 8.290 (5.1)  3.900
25 Asp25 8.227 (7.7) 4.652 2.739 2.825
26 lle26 8.051 (5.8) 4.115 1.745 1.082 1.385 0.788 y": 0.788
27 lle27 8.111 (6.9) 4.066 1.802 1.128 1.411 0.775 y" 0.845
28 Gly28 8.303 (6.0) 3.870
29 Asp29 8.192 (6.9) 4.652 2.757 2.835
30 11e30 8.022 (6.0) 4.086 1.839 1.146 0.833 y": 0.833
31 Arg31 8.287 (6.8) 4.242 1.595 1.780 1.537 1.713 3.138 ¢:7.152
32 GIn32 8.172 (7.0) 4.242 2.299 1.898 2.035
33 Ala33 8.209 (5.9) 4.193 1.283
34 His34 8.426 (7.6) 4.652 3.226 3.147 H2: 7.245;
H4: 8.550
35 Cys35 8.321(7.6) 4.564 2.953 3.119 tBu: 1.267
CONH, 6.807; 7.457
Zucker:
NH 1 NH 2 1 2 3 4 5 6a/ 6b Ac
GIcNAcl 8.566 (10.3) 8.131(10.1) 4.964 3.784 3.676 3.571 3.482 3.581/ 1.941
3.581
GIcNAc2 8.307 (10.3) 4.525 3.690 3.869 3.434 3.701 3.506/ 1.995
3.506

Tabelle 21: *H-NM R-chemische Ver schiebungen und 3.J(NH,H(,O-Kopplungskonstanten in Klammern von 2.

MALDI-TOF (m/z) = 4437.33 (M+H")
C187H305N59058S, (4436.13 g/mol)
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7.4.3Versuch der Zyklisierung des orthogonal
StBu-cysteingeschitzten V3-Peptids 1

Es werden 1.1 mg (0.26 umol) 1 in 8 mL 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonatl 6sung gelost,
mit Dithiothreitol im Uberschul versetzt und in einer Stickstoffatmosphére bei
Raumtemperatur gerdhrt. Nach Entschitzung der Cysteine (Reaktionsverfolgung durch
MALDI-TOF) wird mit 150 mL 0.1M Ammoniumhydrogencarbonatl6sung verdinnt. Unter
starkem Ruhren bei offenem Reaktionsgefald und Begasen der Losung mit Luft wird diese mit
Sauerstoff versetzt. Durch Ultrafiltration (MWCO 1000 D) wird die Lésung auf ca. 10 mL
eingeengt, viermal mit Wasser auf 50 mL verdinnt und wieder auf 10 mL eingeengt. Diese
Losung wird bis zur Gewichtskontanz lyophylisiert.

Die Uberschiisse an DTT und die Reaktionszeiten sind in Tabelle 22 angegeben.

1. Ansatz 2.Ansatz 3. Ansatz
Uberschufd an DTT [Aquivalente] 20 (0.78mg) 10 (0.39mg) 5 (0.20mg)
Reaktionszeit fur die Entschitzung [h] 6 7 42
Reaktionszeit fur die Zyklisierung [Tage] 3 5 7

Tabelle 22: Uberschiisse an DTT und Reaktionszeiten

Ausbeute:
Das gewlinschte Produkt ist in keinem der Ansétze entstanden.

Charakterisierung:

MALDI-TOF des offenkettigen entschiitzten Peptids (m/z) = 3854.46 (M+H")

Das entstandene zyklisierte Produkt konnte in keinem Lésungsmittel gel 6st werden.
MALDI-TOF: In einer Schichtpréparation der Suspension konnte kein Produkt mit der
entsprechenden Masse/Ladung identifiziert werden.

C163H263N57048S, (3853.39 g/mol)

7.4.4Versuch zur Zyklisierung des orthogonal tBu-cysteinge-
schitzten Modellpeptids C(tBu) KSGYGFTNAGMQWC(tBu)K 13

3mg (1.58 umol) des Peptids C(tBu)KSGYGFTNAGMQWC(tBu)K 13 (zur Verfigung
gestellt von Dr. Jan Willfken)®® werden in 3.6 mL TFA gelost. Dazu wird ein Gemisch aus
28 UL (237 umol) Trichlormethylsilan und 3.19 mg (16 umol) Diphenylsulfoxid und fur 20
Minuten bei Raumtemperatur gertihrt. Danach wird die Reaktion durch Zugabe von 300 eq
Ammoniumfluorid abgebrochen, das Rohprodukt in 50 mL Diethylether ausgeféllt, der Ether
abdekantiert und das Produkt im Vakuum getrocknet.
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Ausbeute:
Das gewtinschte Produkt ist nicht entstanden.

Charakterisierung:

Das entstandene Produkt konnte in keinem Ldsungsmittel gelGst werden.

MALDI-TOF: In einer Schichtpraparation der Suspension konnte kein Produkt mit der
entsprechenden Masse/Ladung identifiziert werden.

CesH130N22021S; (1892.31 g/mol)

7.4.5 Synthese der nicht glycosylierten zyklisierten V3-Loop
CTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHC 3

Die Synthese der unter 4.1 erwéhnten nicht glycosylierten Konsensussequenz erfolgt an den
Synthesepositionen 1 (Cystein-35) bis 14 (Alanin-22) und 19 (Glycin-20) bis 35 (Cystein-1)
automatisch am Syntheseroboter nach allgemeinen Arbeitsvorschrift 7.3.1.2. Die Ansatzgrofie
betrégt 50 pmol, als Aktivator dient TBTU. Die Synthese wird in einer Dreifachkupplung mit
Kupplungszeiten von je 120 Minuten durchgefhrt.

Wegen schlechter Kupplungsausbeuten der Aminosauren Tyrosin-21 bis Arginin-18 wird die
Peptidsynthese an den Syntheseposition 15 (Tyrosin-21) bis 18 (Arginin-18) manuell, nach
der allgemeinen Vorschrift 7.3.1.1 unter Schutzgas, NMP** als Lésungsmittel und HATU als
Aktivator durchgefiihrt. Auch hier erfolgt eine Dreifachkupplung von je 120 Minuten. Die
Einwaagen des Harzes und samtlicher Aminoséduren pro Kupplung sind in Tabelle 23
angegeben.

Die Entschiitzung, Abspaltung, Bildung der Disulfidbriicke durch Luftoxidation und die
Aufreinigung erfolgt nach den allgemeinen Arbeitsvorschriften 7.3.2.3 und 7.3.3. Das
Rohprodukt wird in einem ersten Aufreinigungsschritt Gber HPLC an einer RP Cyg Saule
aufgereinigt (Eluent C/Eluent D 90/10 — 90/10 (0.8 CV) - 50/50 (5 CV) - 0/100 (0.5 CV)
- 0/100 (1 CV) - 90/10 (1 CV), Ry = 22.59 min, Flul¥rate 20 mL/min). In einem zweiten
Aufreinigungsschritt wird das vorgereinigte Produkt nochmals durch HPLC an einer RP Cyg
(Eluent C/Eluent D 90/10 - 90/10 (1 CV) - 80/20 (0.1 CV) - 71/29 (4 CV) - 0/100
(0.5CV) - 0/100 (1 CV) - 90/10 (1 CV), R = 15.43 min, Fluf¥rate 5 mL/min) analogen
Saule aufgereinigt. Die Produkte werden durch MALDI-TOF-MS und NMR identifiziert.
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Syntheseposition Aminoséaure Einwaage pro Kupplung [mg] Kupplungsart
Harz 278

1 Fmoc-Cys-(Trt)-OH 117 automatisch
2 Fmoc-His-(Trt)-OH 124 automatisch
3 Fmoc-Ala-OH 62 automatisch
4 Fmoc-GIn-(Trt)-OH 122 automatisch
5 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 automatisch
6 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
7 Fmoc-Asp-(OtBu)-OH 82 automatisch
8 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
9 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
10 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
11 Fmoc-Asp-(OtBu)-OH 82 automatisch
12 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
13 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79 automatisch
14 Fmoc-Ala-OH 62 automatisch
15 Fmoc-Tyr-(tBu)-OH 92 manuell

16 Fmoc-Phe-OH 77 manuell

17 Fmoc-Ala-OH 62 manuell

18 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 manuell

19 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
20 Fmoc-Pro-OH 67 automatisch
21 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
22 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
23 Fmoc-His-(Trt)-OH 124 automatisch
24 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
25 Fmoc-Ser-(tBu)-OH 77 automatisch
26 Fmoc-Lys-Boc)-OH 94 automatisch
27 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 automatisch
28 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79 automatisch
29 Fmoc-Asn-(Trt)-OH 119 automatisch
30 Fmoc-Asn-(Trt)-OH 119 automatisch
31 Fmoc-Asn-(Trt)-OH 119 automatisch
32 Fmoc-Pro-OH 67 automatisch
33 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 automatisch
34 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79 automatisch
35 Fmoc-Cys-(Trt)-OH 117 automatisch

Tabelle 23: Einwaagen des Har zes und der Aminosauren pro Kupplung zur Synthesevon 3.

Ausbeute:
3.81 mg (0.99 pumol) an 3 entsprechend 2% bezogen auf die eingewogene Harzmenge.
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chemische Verschiebung [ppm] und 3J(NH,H,,) in Hz

Pos. Aminosdure NH a ao.p f y Y > andere

1 Cysl 4454 2931 2.775

2 Thr2 8.178 (7.1) 4.174 1.182

3 Arg3 8.464 (7.8) 4559 1596 1.790 1.674 1.674 3.133 ¢£:7.127

4 Pro4 4356 1.889 1.947 2.209 3.578 &' 3.706

5  Asns 8.476 (8.1) 4.673 2.763 2.690

6 Asn6 8.217 (6.2) 4.633 2.707 2.796

7 Asn? 8.180 (8.0) 4.650 2.747 2.826

8 Thr8 8.028 (7.9) 4.204 1.139

9 Arg9 8.283(6.7) 4.242 1.586 1.770 1.527 1.692 3.131 & 7.124

10 Lys10 8.265(5.4) 4.212 1.705 1.784 1.276 1.160 1.588 ¢:3.134;
NH,: 7.444

11 Serll 8.159 (7.7) 4.388 3.754

12 lle12 7.989 (7.5) 4113 1.736 1.058 1.221 0.757 y" 0.757

13 His13 8.484 (7.4) 4.672 3.129 3.031 H2: 7.168;
H4: 8.500

14 llel4 8.132 (7.0) 4154 1.743 1.063 1.343 0.744 y" 0.816

15 Gly15 8.217 (7.1)  4.026

16 Prol6 4381 1900 1.952 2.190 3.578 &' 3.736

17 Gly17 8.445 (6.0) 3.873

18 Argl8 8.027 (8.5) 4.206 1.627 1.726 1.490 3.083 ¢€:7.073

19 Alal9 8.148 (7.6) 4.173 1.165

20  Phe20 7.984 (7.4) 4.450 2.902 €/7: 7.043

21 Tyr21 7.865(8.4) 4.454 2779 2942 €: 6.997

22 Ala22 8.058 (9.2) 4.261 1.311

23 Thr23 7.958 (8.59 4.222 4.164 1.145

24 Gly24 8.281 (6.7) 3.861 3.919

25 Asp25 8.205 (6.3) 4.649 2.718 2.806

26 lle26 8.023(6.4) 4.095 1.814 1.122 1.385 0.788 y":0.788

27 lle27 8.083 (6.1) 4.047 1.784 1.110 1.316 0.760 y": 0.827

28  Gly28 8.286 (6.0) 3.861

29 Asp29 8.152 (7.4) 4.642 2.745 2.823

30 11e30 8.011 (6.2) 4.066 1.833 1.122 1.397 0.827 y":0.872

31 Arg31 8.265 (6.6) 4.212 1.588 1.784 1527 1.705 3.119 £ 7.178

32 GIn32 8.096 (7.1) 4.241 2.280 1.881 2.022

33 Ala33 8.168 (7.1) 4.174 1.263

34 His34 8.435(7.6) 4.644 3.229 3.140 H2:7.232;
H4: 8.551

35 Cys35 8.457 (7.8) 4.619 3.202 2.946

Tabelle 24: 'H-NM R-chemische Ver schiebungen und 3J(NH,H(,)—Kopplungskonganten in Klammern von 3.

MALDI-TOF (m/2) = 3852.12 (M+H")
C163H261N57048S, (3851.38 g/ mol)
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7.4.6 Synthese der glycosylierten zyklisierten V3-Loop CTRPNN
(B-D-GIcNAc-B-(1-4)D-GIcNAC)NTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIR
QAHC 4

Die Synthese der unter 4.1 erwédhnten glycosylierten Konsensussequenz erfolgt an den
Synthesepositionen 1 (Cystein-35) bis 14 (Alanin-22), 19 (Glycin-20) bis 29 (Asparagin-7)
und 31 (Asparagin-6) bis 35 (Cystein-1) automatisch am Syntheseroboter nach algemeinen
Arbeitsvorschrift 7.3.1.2. Die Ansatzgrof3e betrdgt 50 pmol, als Aktivator dient TBTU. Die
Synthese wird in einer Dreifachkupplung mit Kupplungszeiten von je 120 Minuten
durchgeftihrt.

Wegen schlechter Kupplungsausbeuten der Aminosauren Tyrosin-21 bis Arginin-18 wird die
Peptidsynthese an den Syntheseposition 15 (Tyrosin-21) bis 18 (Arginin-18) manuell, nach
der allgemeinen Vorschrift 7.3.1.1 unter Schutzgas, NMP** als Lésungsmittel und HATU als
Aktivator durchgefthrt. Auch hier erfolgt eine Dreifachkupplung von je 120 Minuten.

Die Kupplung des Fmoc-Asn-(3-D-GIcNAc-(1-4)-B-D-GlcNAc)-COOH-Bausteins 12 an der
Syntheseposition 30 erfolgt nach der allgemeinen Vorschrift 7.3.1.3. Die einzuwiegende
Menge pro Kupplung bezieht sich auf die photometrisch bestimmte Ausbeute nach der
vorhergehenden Fmoc-Abspaltung (25 umol). Die Einwaagen des Harzes und sémtlicher
Aminosaurederivate pro Kupplung sind in Tabelle 25 angegeben.

Die Entschiitzung, Abspaltung, Bildung der Disulfidbriicke durch Luftoxidation und die
Aufreinigung erfolgt nach den allgemeinen Arbeitsvorschriften 7.3.2.3 und 7.3.3.

Das Rohprodukt wird in einem ersten Aufreinigungsschritt tber HPLC an einer RP C,g Saule
aufgereinigt (Eluent C/Eluent D 90/10 — 90/10 (1 CV) - 50/50 (5 CV) - 0/100 (0.5CV) -
0/100 (1 CV) - 90/10 (1 CV), R; = 20.53 min, Flulrate 20 mL/min). In einem zweiten
Aufreinigungsschritt wird das vorgereinigte Produkt nochmals durch HPLC an einer
RP Cy5 analogen Saule aufgereinigt (Eluent C/Eluent D 90/10 - 90/10 (1 CV) - 80/20
(0.acv) - 7129 (4 CV) - 0/100 (0.5 CV) - 0/100 (1 CV) - 90/10 (1 CV), R, = 14.60
min, Flul¥ate 5mL/min). Die Produkte werden durch MALDI-TOF-MS und NMR
identifiziert.
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Syntheseposition Aminosaure Einwaage pro Kupplung [mg] Kupplungsart
Harz 278 automatisch
1 Fmoc-Cys-(Trt)-OH 117 automatisch
2 Fmoc-His-(Trt)-OH 124 automatisch
3 Fmoc-Ala-OH 62 automatisch
4 Fmoc-GIn-(Trt)-OH 122 automatisch
5 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 automatisch
6 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
7 Fmoc-Asp-(OtBu)-OH 82 automatisch
8 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
9 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
10 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
11 Fmoc-Asp-(OtBu)-OH 82 automatisch
12 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
13 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79 automatisch
14 Fmoc-Ala-OH 62 automatisch
15 Fmoc-Tyr-(tBu)-OH 92 manuell
16 Fmoc-Phe-OH 77 manuell
17 Fmoc-Ala-OH 62 manuell
18 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 manuell
19 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
20 Fmoc-Pro-OH 67 automatisch
21 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
22 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
23 Fmoc-His-(Trt)-OH 124 automatisch
24 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
25 Fmoc-Ser-(tBu)-OH 77 automatisch
26 Fmoc-Lys-Boc)-OH 94 automatisch
27 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 automatisch
28 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79 automatisch
29 Fmoc-Asn-(Trt)-OH 119 automatisch
30 Fmoc-Asn-(B-D-GIcNAc- 24 manuell
(1-4)-B-D-GIcNAc)-OH
31 Fmoc-Ash-(Trt)-OH 119 automatisch
32 Fmoc-Pro-OH 67 automatisch
33 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 automatisch
34 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79 automatisch
35 Fmoc-Cys-(Trt)-OH 117 automatisch

Tabelle 25: Einwaagen des Har zes und der Aminosaurederivate pro Kupplung zur Synthese von 4.

Ausbeute:
5.7 mg (1.34 umol) an 4 entsprechend 3% bezogen auf die eingewogene Harzmenge.
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chemische Verschiebung [ppm] und %3 yuq in Hz

Pos.  Aminosaure NH a ao.p [ y y 3 andere
1 Cysl 4,454 2935 2.777
2 Thr2 8.185 (6.7) 4.061 1.079
3 Arg3 8.464 (7.4) 4564 1595 1.780 1.683 1.683 3.137 ¢ 7.188
4 Pro4 4.345 1.897 1.947 2.202 3.578 &:3.734
5 Asn5 8.481 (8.5) 4.640 2.771 2.711
6 Asn6 8.210 (6.6) 4.633 2.707 2.796
7 Asn7 8.173 (8.2) 4.642 2.737 2.825
8 Thr8 8.011 (8.5) 4.203 1.125
9 Arg9 8.282 (6.6) 4.251 1.575 1.761 1.516 1.683 3.118 ¢ 7.097
10 Lys10 8.273(5.1) 4.251 1.699 1.780 1.180 1.279 1.596 ¢:3.118;
NH,: 7.444
11 Serll 8.162 (7.6) 4.390 3.746
12 lle12 7.989 (8.3) 4.127 1.736 1.046 1.234 0.759 y" 0.759
13 His13 8.485 (7.7) 4.664 3.140 3.041 H2: 7.171;
H4: 8.509
14 lleld 8.131 (7.7) 4.153 1.742 1.061 1.351 0.744 " 0.813
15 Gly15 8.214 (7.8) 4.033
16 Prol6 4,380 1.900 1.945 2.195 3.580 & 3.745
17 Gly17 8.443 (6.0) 3.874
18 Argl8 8.029 (8.5) 4.202 1.634 1.721 1.497 3.079 € 7.070
19 Alal9 8.145 (6.8) 4.164 1.165
20 Phe20 7.981 (7.5) 4.446 2.893 €/C: 7.036
21 Tyr21 7.865(9.5) 4.452 2.776 2.943 £ 6.987
22 Ala22 8.063 (9.4) 4.261 1.310
23 Thr23 7.958 (8.4) 4.222 4.163 1.145
24 Gly24 8.279 (5.8) 3.861 3.989
25 Asp25 8.197 (6.2) 4.649 2.719 2.811
26 lle26 8.022 (7.1) 4.095 1.810 1.125 1.488 0.783 y" 0.783
27 lle27 8.081 (6.8) 4.047 1.782 1.107 1.392 0.754 y" 0.823
28 Gly28 8.282 (6.0) 3.850
29 Asp29 8.141 (6.9) 4.632 2.727 2.805
30 11e30 8.017 (6.8) 4.066 1.839 1.125 1.488 0.832 y" 0.832
31 Arg31 8.265 (6.1) 4.201 1.596 1.780 1.526 1.714 3.118 ¢ 7.069
32 GIn32 8.085 (7.7) 4.231 2.279 1.878 2.025
33 Ala33 8.156 (7.8) 4.174 1.262
34 His34 8.433 (7.5) 4.651 3.226 3.147 H2: 7.239;
H4: 8.552
35 Cys35 8.454 (8.8) 4.613 3.205 2.943
CONH, 6.798; 7.436
Zucker:
NH 1 NH2 1 2 3 4 5 6a/6b Ac
GIcNAcl 8.544 8.119 4.974 3.766 3.685 3.568 3.480 3.689/ 1.927
3.689
GIcNAc2 8.289 4,515 3.675 3.500 3.411 3.687 3.504/ 1.985
3.504

Tabelle 26: 'H-NM R-chemische Ver schiebungen und 3J(NH,H‘,,)-Kopplungskonstanten in Klammern von 4.

MALDI-TOF (m/z) = 4258.77 (M+H")

C179H 287N 5905882 (425777 g/ moI)
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7.4.7 Synthese des Peptids IGPGR 14

Es wird in vier Ansétzen das Peptid IGPGR nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7.3.1.2
synthetisiert. Die Ansatzgrofe betragt 50 umol, als Aktivator dient TBTU. Die Synthese wird
in einer Dreifachkupplung mit Kupplungszeiten von 30, 60 und 90 Minuten durchgefihrt. Das
synthetisierte Produkt wird am Harz belassen, da es als Ausgangsmaterial zur Untersuchung
der Kupplungskinetik bel der Bibliothekssynthese dient. Zur Charakterisierung des Peptids
mittels MALDI-TOF-M S wird eine kleine Harzprobe fir 15 Minuten in 2 mL Abspaltcocktail
(sehe 7.3.2.1) geschittelt. Die MALDI-TOF Probenpréparation erfolgt direkt aus der
Abspaltlésung.

Syntheseposition Aminosaure Einwaage pro Kupplung [mg]
Harz 278

1 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130

2 Fmoc-Gly-OH 59

3 Fmoc-Pro-OH 67

4 Fmoc-Gly-OH 59

5 Fmoc-lle-OH 71

Tabelle 27: Einwaagen des Harzes und der Aminosiuren pro Kupplung zur automatischen Synthese von
14

Ausbeute:
Photometrische Bestimmung des M ethylenfluorens:
50 pumol an 14 entsprechend 100% bezogen auf die eingewogene Harzmenge.

Charakterisierung:
MALDI-TOF (m/z) = 498.45 (M+H")

C21H39N905 (49731 g/mol)

7.5 Synthese von Bibliotheken

7.5.1Untersuchungen zur Bibliothekssynthese nach dem Premix-
Verfahren

7.5.1.1Optimierung der Aminosaureuberschiusse

Die Untersuchungen zur Kupplungskinetik wurden am Beispiel der Peptidbibliotheken
(H,R, P, N, T)IGPGR 15 (siehe Abbildung 41) und (G, A, S, P, T, D, Q, H, F, R, Y,
W)IGPGR 16 (siehe Abbildung 44) durchgefihrt. Dazu wird fir alle Synthesevarianten von
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dem Peptid IGPGR 14 ausgegangen. Die eingesetzten Aminosaureaquivalente sind auf die
jeweilige Ansatzgrofie bezogen.

Variante 1: Automatische Synthese der Bibliothek (H, R, P, N, T)IGPGR 15 mit vier
Aquivalenten Aminosauregemisch.

Ausgehend vom Harz mit dem daran gebundenen Peptid 14 wird die Bibliothek 15 durch
Kupplung des in Tabelle 28 angegebenen Aminosduregemisches nach der algemeinen
Arbeitsvorschrift 7.3.1.2 synthetisiert. Der eingesetzte Aminosaureliberschuld ist ebenfals in
Tabelle 28 angegeben. Die Ansatzgrofe betragt 50 umol, als Aktivator dient HATU. Die
Synthese wird in einer Dreifachkupplung mit Kupplungszeiten von je 240 Minuten
durchgeftihrt. Nach Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe wird dieser acetyliert.
Die Entschiutzung, Abspaltung und die Aufreinigung erfolgt nach den algemeinen
Arbeitsvorschriften 7.3.2.1 und 7.3.3.

Aminosaure Einwaage pro Kupplung [mg]
Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 26

Fmoc-His-(Trt)-OH 24.8

Fmoc-Pro-OH 134

Fmoc-Asn-(Trt)-OH 23.8

Fmoc-Thr-(tBu)-OH 15.8

Tabelle 28: Einwaagen der Aminosiuren zur automatischen Synthese von 15 nach Variante 1.

Das Rohprodukt wird zwecks qualitativer und quantitativer Charakterisierung durch
analytische HPLC an einer RP Cyg Saule aufgetrennt und online mittels ESI-MS analysiert
(Eluent C/Eluent D 100/0 - 100/0 (1CV) - 50/50 (6 CV) - 0/100 (1 CV) - 0/100 (1 CV)
- 100/0 (1 CV), R; siehe Tabelle 30, Flul3rate 250 pL/min).

Ausbeute:
Photometrische Bestimmung des M ethylenfluorens:
45 pmol an 15 entsprechend 90% bezogen auf die elngewogene Harzmenge.

Sequenz Anteil [%]
PIGPGR 15.1 37
TIGPGR 15.2 12
NIGPGR 15.3 17
HIGPGR 15.4 25
RIGPGR 15.5 9

Tabelle 29: Relativer Anteil der Einzelkomponenten innerhalb der Bibliothek 15. Die Quantifizierung
erfolgtedurch ESI-LC/MS.
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Sequenz Summenformel Molmasse ESI-MS [m / Z] R; [min]
PIGPGR 15.1 C28H48N1007 636.37 637.5 (M+H") 21.76
TIGPGR 15.2 C27H47N909 641.35 641.5 (M+H") 19.52
NIGPGR 15.3 C27H47N1108 653.36 654.5 (M+H") 19.02
HIGPGR 15.4 C29H48N1207 676.38 677.5 (M+H") 339.2 (M+2H")  19.14
RIGPGR 15.5 C29H53N1307 695.42 696.1 (M+H") 348.8 (M+2H")  19.32

Tabelle 30: Charakterisierung von 15 durch ESI-M S

Variante 2: Automatische Synthese der Bibliothek (H, R, P, N, T)IGPGR 15 mit einem
Aquivalent Aminosaur egemisch.

Wie unter Variante 1 beschrieben, aber mit nur einem Aquivalent Aminosauregemisch und
1.2 Aquivalenten HATU bzw. DIPEA.

Aminosaure Einwaage pro Kupplung [mg]

Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 6.5
Fmoc-His-(Trt)-OH 6.2
Fmoc-Pro-OH 3.4
Fmoc-Asn-(Trt)-OH 6.0
Fmoc-Thr-(tBu)-OH 4.0

Tabelle 31: Einwaagen der Aminosiuren zur automatischen Synthese von 15 nach Variante 2.

Ausbeute:
Photometrische Bestimmung des M ethylenfluorens:
16 pmol an 15 entsprechend 32% bezogen auf die eingewogene Harzmenge.

Sequenz Anteil [%]
PIGPGR 15.1 22
TIGPGR 15.2 18
NIGPGR 15.3 19
HIGPGR 15.4 23
RIGPGR 15.5 18

Tabelle 32: Relativer Anteil der Einzelkomponenten innerhalb der Bibliothek 15. Die Quantifizierung
erfolgtedurch ESI-LC/MS.

Charakterisierung:
Siehe Variante 1
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Variante 3: Manuelle Synthese der Bibliothek (H, R, P, N, T)IGPGR 15 mit 0.8 (A),

1.0 (B), 1.2 (C) und 1.4 (D) Aquivalenten Aminosaur egemisch.

Ausgehend vom Harz mit dem daran gebundenen Peptid 14 wird die Bibliothek 15 in vier
Reaktionsansdtzen zu je 12 umol durch Kupplung des angegebenen Aminosduregemisches
nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7.3.1.1 synthetisiert. Die Unter- bzw. Uberschiisse an
eingesetzten Aminosauregemischen, HATU und DIPEA sind in Tabelle 33 angegeben. Die
Synthese wird in ener Dreifachkupplung mit Kupplungszeiten von je 24 Stunden
durchgeftihrt. Nach Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe wird dieser acetyliert.
Die Entschitzung, Abspatung und die Aufreinigung erfolgt nach den algemeinen
Arbeitsvorschriften 7.3.2.1 und 7.3.3.

Aminoséaure

Einwaage [m(g]

Einwaage [mg]

Einwaage [mg]

Einwaage [mg]

0.8 eq. l.eq. 1.2 eq. 1.4 eq.
Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 1.2 1.6 1.9 2.2
Fmoc-His-(Trt)-OH 1.2 15 1.8 2.1
Fmoc-Pro-OH 0.7 0.8 1.0 1.1
Fmoc-Asn-(Trt)-OH 1.2 1.4 1.7 2.0
Fmoc-Thr-(tBu)-OH 0.8 1.0 1.2 1.3
HATU 1.2 eq.* 4.4 5.5 6.6 7.7
DIPEA 1.2 eq.* 2.0 uL 2.4 uL 2.9 uL 3.4 uL

* bezogen auf den eingesetzten Aminosauretber- bzw unterschuf3

Tabelle 33: Einwaagen der Aminosduren pro Kupplung zur manuellen Synthese von 15 nach Variante 3.

Die qualitative und quantitative Charakterisierung durch analytische HPLC-ESI-MS wurde
wie unter Variante 1 beschrieben, durchgefihrt.

Ausbeute:

Photometrische Bestimmung des M ethylenfluorens

Ansatz A: 10 pmol an 15 entsprechend 84% bezogen auf die eingewogene Harzmenge.
Ansatiz B, C, D: 11,6 umol an 15 entsprechend 97% bezogen auf die eingewogene

Harzmenge.

Sequenz Anteil Ansatz C Anteil Ansatz B Anteil Ansatz C Anteil Ansatz D

[%] [%] [%] [%]

PIGPGR 15.1 23 20 21 19

TIGPGR 15.2 18 24 24 23

NIGPGR 15.3 20 18 16 14

HIGPGR 15.4 21 21 24 26

RIGPGR 15.5 18 17 15 18

Tabelle 34: Relativer Anteil der Einzelkomponenten innerhalb der Bibliothek 15. Die Quantifizierung
erfolgtedurch ESI-LC/MS.

Charakterisierung:
Siehe Variante 1
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Synthese der Bibliothek (G, A, S, P, T, D, Q, H, F, R, Y, W)IGPGR 16 mit einem
Aquivalent Aminosaur egemisch.

Das in Tabelle 35 angegebene &guimolar eingesetzte Aminosduregemisch wird nach der
algemeinen Arbeitsvorschrift 7.3.1.1 an das am Harz befindliches Peptid 14 gekuppelt. Die
AnsatzgroRe betragt 50 pmol, HATU und DIPEA werden in einem 1.2 fachen UberschuRd
verwendet. Die Synthese wird in einer Dreifachkupplung mit Kupplungszeiten von je 24
Stunden durchgefihrt. Die Entschiitzung, Abspaltung und die Aufreinigung erfolgt nach den
allgemeinen Arbeitsvorschriften 7.3.2.1 und 7.3.3. Das Rohprodukt wird zwecks qualitativer
und quantitativer Charakteriserung durch analytische HPLC an einer RP C;g Saule
aufgetrennt und online mittels ESI-MS analysiert (Eluent C/Eluent D 100/0 — 100/0 (1CV)
- 50/50 (6 CV) - 0/100 (1 CV) - 0/100 (1 CV) - 100/0 (1 CV), R; siehe Tabelle 37,
Fluf3rate 250 pL/min).

Aminoséaure Einwaage pro Kupplung [mg]
Fmoc-Trp-(Boc)-OH 2.5
Fmoc-His-(Trt)-OH 2.6
Fmoc-Ala-OH 1.3
Fmoc-GlIn-(Trt)-OH 2.5
Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 2.7
Fmoc-Ser-(tBu)-OH 1.6
Fmoc-Asp-(OtBu)-OH 1.7
Fmoc-Gly-OH 1.2
Fmoc-Pro-OH 14
Fmoc-Phe-OH 1.6
Fmoc-Thr-(tBu)-OH 1.6
Fmoc-Tyr-(tBu)-OH 1.9

Tabelle 35: Einwaagen der Aminosauren zur manuellen Synthese von 16.

Ausbeute:
Photometrische Bestimmung des M ethylenfluorens:
42 umol an 16 entsprechend 84% bezogen auf die elngewogene Harzmenge.

Sequenz Anteil [%] Sequenz Anteil [%]
GIGPGR 16.1 7 QIGPGR 16.7 6
AIGPGR 16.2 9 HIGPGR 16.8 9
SIGPGR 16.3 5 FIGPGR 16.9 8
PIGPGR 16.4 10 RIGPGR 16.10 8
TIGPGR 16.5 5 YIGPGR 16.11 8
DIGPGR 16.6 5 WIGPGR 16.12 9

Tabelle 36: Relativer Anteil der Einzelkomponenten innerhalb der Bibliothek 16. Die Quantifizierung
erfolgtedurch ESI-LC/MS.
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Charakterisierung:

Sequenz Summenformel Molmasse ESI-MS[m/z] R;[min]
GIGPGR 16.1 Cy3H4oN1Og 554.33 555.5 (M+H") 18.21
AIGPGR 16.2 C,4H44N 1006 568.34 569.5 (M+H") 17.95
SIGPGR 16.3 C,4H44N1O7 584.34 585.4 (M+H") 17.92
PIGPGR 16.4 CoeHiN100g 594.36 595.5 (M+H"); 298.9 (M+2H") 18.98
TIGPGR 16.5 CosHiN1004 598.36 599.5 (M+H") 18.26
DIGPGR 16.6 Cy5H44N10Og 612.33 613.4 (M+H") 18.05
QIGPGR 16.7 Cy6H47N1107 625.37 626.4 (M+H") 18.32
HIGPGR 16.8 Cy7H46N 1,04 634.37 635.3 (M+H"); 318.3 (M+2H") 18.34
FIGPGR 16.9 C30H4gN10O¢ 644.38 645.6 (M+H") 22.33
RIGPGR 16.10 Cy7H51N130¢ 653.41 654.4 (M+H"); 327.9 (M+2H") 18.51
YIGPGR 16.11 C3oH4gN10O7 660.37 661.5 (M+H") 20.5
WIGPGR 16.12 C3,Ha9N 1106 683.82 684.5 (M+H") 24.01

Tabelle 37: Charakterisierung von 16 durch ESI-M S

7.5.1.2 Optimierung der Kupplungszeiten

Manuelle Synthese der Bibliothek (H, R, P, N, T)IGPGR 15

Ausgehend vom Harz mit dem daran gebunden Peptid 14 wird die Bibliothek 15 in drei
Reaktionsansdtzen zu je 16 pmol durch Kupplung des in Tabelle 38 angegebenen aquimolar
eingesetzten Aminosauregemisches nach der allgemeinen Arbeitsvorschrift 7.3.1.1
synthetisiert. Die Ansatzgréf3e betrégt 50 umol, HATU und DIPEA werden in einem 1.2
fachen UberschuR verwendet. Die Synthese wird in den drei Ansitzen in einer
Dreifachkupplung mit Kupplungszeiten von je 3, 12 bzw. 24 Stunden durchgefiihrt. Nach
Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe wird die Aminogruppe des N-Terminus
acetyliert. Die Entschitzung, Abspaltung und die Aufreinigung erfolgte nach den allgemeinen
Arbeitsvorschriften 7.3.2.1 und 7.3.3.

Aminosaure Einwaage pro Kupplung [mg]
Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 2.1
Fmoc-His-(Trt)-OH 2.0
Fmoc-Pro-OH 11
Fmoc-Asn-(Trt)-OH 1.9
Fmoc-Thr-(tBu)-OH 1.3

Tabelle 38: Einwaagen der Aminosauren zur manuellen Synthese von 15.

Das Rohprodukt wird zwecks qualitativer und quantitativer Charakterisierung durch
analytische HPLC an einer RP Cyg Saule aufgetrennt und online mittels ESI-MS analysiert
(Eluent C/Eluent D 100/0 - 100/0 (1CV) - 50/50 (6 CV) - 0/100 (1 CV) - 0/100 (1 CV)
- 100/0 (1 CV), R siehe 7.5.1.1, Tabelle 30, FluRrate 250 pL/min).
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Ausbeute:

Photometrische Bestimmung des M ethylenfluorens:

3 Stunden Kupplungszeit: 15.4 umol an 15 entsprechend 96% bezogen auf die eingewogene
Harzmenge.

12 Stunden Kupplungszeit: 14.9 umol an 15 entsprechend 93% bezogen auf die eingewogene
Harzmenge.

24 Stunden Kupplungszeit: 15.7 umol an 15 entsprechend 98% bezogen auf die eingewogene
Harzmenge.

Charakterisierung:
Siehe 7.5.1.1, Variante 1.

7.5.2 Synthese der nicht glycosylierten zyklischen V3-Bibliothek
CTRPNNNTRKSI(H,R,P,N)IGPG(R,Q,G)AFY(A,T)TG(D,E)IIGDIRQ
AHC 5

Die Synthese der in Abbildung 47 gezeigten nicht glycosylierten zyklischen V3-Loop
Bibliothek erfolgt an den Synthesepositionen 1 (Cystein-35) bis 10 (Isoleucin-26), 12
(Glycin-24) bis 13 (Threonin-23), 19 (Glycin-17) bis 22 (Isoleucin-14) und 24 (Isoleucin-12)
bis 35 (Cystein-1) automatisch am Syntheseroboter nach algemeinen Arbeitsvorschrift
7.3.1.2. Die Ansatzgrol3e betragt 50 umol, als Aktivator dient TBTU. Die Synthese wird in
einer Dreifachkupplung mit Kupplungszeiten von je 120 Minuten durchgefihrt.

Wegen schlechter Kupplungsausbeuten der Aminosauren Tyrosin-21 bis Alanin-19 wird die
Peptidsynthese an den Syntheseposition 15 (Tyrosin-21) bis 17 (Alanin-19) manuell, nach der
algemeinen Vorschrift 7.3.1.1 unter Schutzgas, NMP'* als Lésungsmittel und HATU als
Aktivator durchgeftihrt. Auch hier erfolgt eine Dreifachkupplung von je 120 Minuten.

Die Einwaagen des Harzes und der Aminosauren pro Kupplung fur alle Synthesepositionen
auf3er denen der Permutationsstellen sind in Tabelle 39 angegeben.

Die Synthese der Permutationsstellen (Syntheseposition 11, 14, 18 und 23) wird nach der
algemeinen Arbeitsvorschrift 7.3.1.1 unter Schutzgas, absolutem DMF as Lésungsmittel
durchgefiihrt. Es werden 1 Aquivalent Aminosiuregemisch und 1.2 Aquivalenten HATU
(bezogen auf das eingesetzte Aminosauregemisch) als Aktivator eingesetzt. Die Reaktionszeit
pro Zyklus der Dreifachkupplung betrégt drei Stunden. Die Einwaagen der Aminosauren pro
Kupplung sind in Tabelle 40 angegeben. Sie werden vor der Reaktion miteinander vereinigt.
Die Entschiitzung, Abspaltung, Bildung der Disulfidbriicke durch Luftoxidation und die
Aufreinigung erfolgt nach den algemeinen Arbeitsvorschriften 7.3.2.3 und 7.3.3, ohne jedoch
chromatographisch aufgereinigt zu werden.
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Syntheseposition Aminosaure Einwaage pro Kupplung [mg] Kupplungsart
Harz 278
1 Fmoc-Cys-(Trt)-OH 117 automatisch
2 Fmoc-His-(Trt)-OH 124 automatisch
3 Fmoc-Ala-OH 62 automatisch
4 Fmoc-GIn-(Trt)-OH 122 automatisch
5 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 automatisch
6 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
7 Fmoc-Asp-(OtBu)-OH 82 automatisch
8 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
9 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
10 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
11 1. Permutationsstelle siehe Tabelle 40
12 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
13 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79 automatisch
14 2. Permutationsstelle siehe Tabelle 40
15 Fmoc-Tyr-(tBu)-OH 92 manuell
16 Fmoc-Phe-OH 77 manuell
17 Fmoc-Ala-OH 62 manuell
18 3. Permutationsstelle siehe Tabelle 40
19 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
20 Fmoc-Pro-OH 67 automatisch
21 Fmoc-Gly-OH 59 automatisch
22 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
23 4. Permutationsstelle siehe Tabelle 40
24 Fmoc-lle-OH 71 automatisch
25 Fmoc-Ser-(tBu)-OH 77 automatisch
26 Fmoc-Lys-Boc)-OH 94 automatisch
27 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 automatisch
28 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79 automatisch
29 Fmoc-Asn-(Trt)-OH 119 automatisch
30 Fmoc-Asn-(Trt)-OH 119 automatisch
31 Fmoc-Asn-(Trt)-OH 119 automatisch
32 Fmoc-Pro-OH 67 automatisch
33 Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130 automatisch
34 Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79 automatisch
35 Fmoc-Cys-(Trt)-OH 117 automatisch

Tabelle 39: Einwaagen des Harzes und der Aminosauren aller Synthesepositionen mit Ausnahme der
Per mutationsstellen zur Synthese von 5.

Aminosaure Einwaage pro Kupplung [mg]
Fmoc-Asp-(OtBu)-OH 10.3
Fmoc-Glu-(OtBu)-OH  10.6
Fmoc-Ala-OH 7.8
Fmoc-Thr-(tBu)-OH 9.9
Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 10.8
Fmoc-GIn-(Trt)-OH 10.2
Fmoc-Gly-OH 4.9
Fmoc-His-(Trt)-OH 7.8
Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 8.1
Fmoc-Pro-OH 4.2
Fmoc-Asn-(Trt)-OH 7.4

1. Permutation; Synthesepos. 11
2. Permutation; Synthesepos. 14

3. Permutation; Synthesepos. 18

4. Permutation; Synthesepos. 23

Tabelle 40: Einwaagen zur manuellen Synthese von 5 an den Permutationsstellen.
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Ausbeute:
Photometrische Bestimmung des M ethylenfluorens:
36 pumol an 5 entsprechend 72% bezogen auf die eingewogene Harzmenge.

Charakterisierung:
Alle in der Bibliothek 5 theoretisch vorkommende Peptide konnten im MALDI-TOF
Spektrum durch ihr [M+H"]-Signal identifiziert werden (siehe Tabelle 41).

Summenformel: Peptid: Molmasse m/z Summenformel: Peptid: Molmasse[g m/z
[g /mol] [M+H'] / mol] [M+H']

CisgHasoN5048S, 5.1 3709.83 3710.52 |Cie3H261N53050S, 5.25 3824.90 3826.01
CisoHp54N5048S, 5.2 3723.85 3724.64 |Ci1H260N56040S, 5.26 3825.90 3826.78
Cis7Hp51N51046S, 5.3 3726.82 3726.53 |Ci1H25sN5405:S,  5.27 3827.87 3828.86
CisoH254N504S, 5.4 3739.84 3740.92 |Cie3H50N55040S, 5.28 3834.89 3835.91
CisgH253N53040S, 5.5 3740.84 3741.80 |Ci63H263N55040S, 5.29 3838.92 3839.91
CisoH250N5,048S, 5.6 3749.84 3750.99 |Ci62H26N56040S,  5.30 3839.92 3840.99
CieoH256N52049S, 5.7 3753.86 3754.76 |CiH26:N56040S,  5.31 3839.92 3840.99
CisgH253N53050S, 5.8 3756.83 3757.82 |Ci62H260N5405:S,  5.32 3841.89 3842.75
Cis0H254N5,048S, 5.9 3763.85 3764.88 |Cie3H261N57045S, 5.33 3848.92 3849.94
Cis9H257Ns5048S,  5.10 3768.88 3769.49 |Cie3H5oNs5050S,  5.34 3850.89 3851.83
Cis9H255N53050S,  5.11 3770.85 3771.81 |Cie4H265N55040S, 5.35 3852.94 3854.07
Ci6oH254N54046S,  5.12 3779.85 3780.84 |Cig3H264N56040S, 5.36 3853.93 3855.01
Cie1Ha57N53046S,  5.13 3780.87 3781.85 |CigoH262N56050S,  5.37 3855.91 3856.79
CieoHa50N55048S,  5.14 3782.90 3783.81 |CiesH263N57045S, 5.38 3862.93 3863.96
Ci61Ha56N54046S,  5.15 3793.86 3794.79 |Cie4H261N55050S,  5.39 3864.90 3865.84
Cie2H250N53046S,  5.16 3794.88 3796.01 |Cie3H266N56045S,  5.40 3867.96 3868.99
CisgH252N52048S,  5.17 3797.86 3798.85 |Cie3H264N56050S,  5.41 3869.93 3870.12
CisgHa52N5048S,  5.18 3798.89 3799.61 |CiesH264N56050S, 5.42 3869.93 3870.12
Cie2H261N55045S,  5.19 3808.91 3809.83 |CiesH263N57040S, 5.43 3878.93 3879.92
Cie2H250N53050S,  5.20 3810.88 3812.03 |CiesH26sN55045S, 5.44 3881.98 3883.05
Cie1H258N54050S,  5.21 3811.87 3812.91 |Cie4H265N56050S, 5.45 3883.94 3884.91
Cie1H261Ns5049S,  5.22 3812.91 3813.99 |CiesH265N57040S, 5.46 3892.94 3893.97
CieoH257Ns5049S,  5.23 3820.88 3821.53 |CiesH26sN55040S,  5.47 3897.97 3898.96
Ci63H263N55048S,;  5.24 3822.93 3824.05 |CiesH270N58040S,  5.48 3911.99 3913.17

Tabele 41: Summenformeln, Molmassen und dazugehoérige Signale im MALDI-TOF Spektrum aller in
der Bibliothek 5 vorkommenden Peptide. Die Sequenzen zu dem Ziffernkode der einzelnen Peptide sind in
Abbildung 47 angegeben.

7.5.3 Synthese der glycosylierten zyklischen V3-Bibliothek
CTRPNN(B-D-GIcNAc-B-(1-4)-D-GIcNAC)NTRKSI(H,R,P,N)HIGPG
(R,Q,G)AFY(A,T)TG(D,E)IIGDIRQAHC 6

Die Synthese der in Abbildung 49 angegebenen glycosylierten zyklische VV3-Loop Bibliothek
erfolgt an den Synthesepositionen 1 (Cystein-35) bis 10 (Isoleucin-26), 12 (Glycin-24) bis 13
(Threonin-23), 19 (Glycin-17) bis 22 (Isoleucin-14) und 24 (Isoleucin-12) bis 29
(Asparagin-7) und 31 (Asparagin-5) bis 35 (Cystein-1) automatisch am Syntheseroboter nach
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allgemeinen Arbeitsvorschrift 7.3.1.2. Die Ansatzgrofi3e betrégt 50 umol, als Aktivator dient
TBTU. Die Synthese wird in einer Dreifachkupplung mit Kupplungszeiten von je 120
Minuten durchgefthrt.

Wegen schlechter Kupplungsausbeuten der Aminosauren Tyrosin-21 bis Alanin-19 wird die
Peptidsynthese an den Syntheseposition 15 (Tyrosin-21) bis 17 (Alanin-19) manuell, nach der
algemeinen Vorschrift 7.3.1.1 unter Schutzgas, NMP** als Lésungsmittel und HATU als
Aktivator durchgeftihrt. Auch hier erfolgt eine Dreifachkupplung von je 120 Minuten.

Die Kupplung des Fmoc-Asn-(3-D-GIcNAc-(1-4)-B-D-GIcNAc)-COOH-Bausteins 12 an der
Syntheseposition 30 erfolgt nach der allgemeinen Vorschrift 7.3.1.3. Die einzuwiegende
Menge pro Kupplung bezieht sich auf die photometrisch bestimmte Ausbeute nach der
vorhergehenden Fmoc-Abspaltung (39 umol).

Die Einwaagen des Harzes und der Aminosaurederivate pro Kupplung for ale
Synthesepositionen aufer denen der Permutationsstellen sind in Tabelle 42 angegeben.

Die Synthese der Permutationsstellen (Syntheseposition 11, 14, 18 und 23) wird nach der
algemeinen Arbeitsvorschrift 7.3.1.1 unter Schutzgas, absolutem DMF as Lésungsmittel
durchgefiihrt. Es werden 1 Aquivalent Aminosiuregemisch und 1.2 Aquivalenten HATU
(bezogen auf das eingesetzte Aminosauregemisch) als Aktivator eingesetzt. Die Reaktionszeit
pro Zyklus der Dreifachkupplung betragt drei Stunden. Die Einwaagen der Aminosauren pro
Kupplung sind in Tabelle 43 angegeben. Sie werden vor der Reaktion miteinander vereinigt.
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Syntheseposition

Aminosaure

Einwaage pro Kupplung [mg]

Kupplungsart

O~NOO U WNPEP

31
32
33
34
35

Harz 278
Fmoc-Cys-(Trt)-OH 117
Fmoc-His-(Trt)-OH 124

Fmoc-Ala-OH 62

Fmoc-GIn-(Trt)-OH 122
Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130
Fmoc-lle-OH 71
Fmoc-Asp-(OtBu)-OH 82
Fmoc-Gly-OH 59
Fmoc-lle-OH 71
Fmoc-lle-OH 71

1. Permutationsstelle siehe Tabelle 43
Fmoc-Gly-OH 59
Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79

2. Permutationsstelle siehe Tabelle 43
Fmoc-Tyr-(tBu)-OH 92
Fmoc-Phe-OH 77
Fmoc-Ala-OH 62

3. Permutationsstelle siehe Tabelle 43
Fmoc-Gly-OH 59
Fmoc-Pro-OH 67
Fmoc-Gly-OH 59
Fmoc-lle-OH 71

4. Permutationsstelle siehe Tabelle 43
Fmoc-lle-OH 71
Fmoc-Ser-(tBu)-OH 77
Fmoc-Lys-Boc)-OH 94
Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130
Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79
Fmoc-Asn-(Trt)-OH 119

Fmoc-Asn-(B-D-GIcNAc- 39
(1-4)-B-D-GIcNAc)-OH

Fmoc-Asn-(Trt)-OH 119
Fmoc-Pro-OH 67
Fmoc-Arg-(Pbf)-OH 130
Fmoc-Thr-(tBu)-OH 79
Fmoc-Cys-(Trt)-OH 117

automatisch
automatisch
automatisch
automatisch
automatisch
automatisch
automatisch
automatisch
automatisch
automatisch
automatisch

automatisch
automatisch

manuell
manuell
manuell

automatisch
automatisch
automatisch
automatisch

automatisch
automatisch
automatisch
automatisch
automatisch
automatisch
manuell

automatisch
automatisch
automatisch
automatisch
automatisch

Tabelle 42: Einwaagen des Harzes und der Aminosaurederivate aller Synthesepositionen mit Ausnahme

der Permutationsstellen zur Synthesevon 6.

Aminosaure

Einwaage pro Kupplung [mg]

1. Permutation; Synthesepos. 11
2. Permutation; Synthesepos. 14

3. Permutation; Synthesepos. 18

4. Permutation; Synthesepos. 23

Fmoc-Asp-(OtBu)-OH
Fmoc-Glu-(OtBu)-OH
Fmoc-Ala-OH
Fmoc-Thr-(tBu)-OH
Fmoc-Arg-(Pbf)-OH
Fmoc-GIn-(Trt)-OH
Fmoc-Gly-OH
Fmoc-His-(Trt)-OH
Fmoc-Arg-(Pbf)-OH
Fmoc-Pro-OH
Fmoc-Asn-(Trt)-OH

10.3
10.6
7.8
9.9
10.8
10.2
4.9
7.8
8.1
4.2
7.4

Tabelle 43: Einwaagen zur manuellen Synthese von 6 an den Per mutationsstellen.
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Ausbeute:
Photometrische Bestimmung des M ethylenfluorens:
21 pmol an 6 entsprechend 43% bezogen auf die eingewogene Harzmenge.

Charakterisierung:
Allein der Bibliothek 6 theoretisch vorkommende Glycopepeptide konnten im MALDI-TOF
Spektrum durch ihr [M+H"]-Signal identifiziert werden (siehe Tabelle 44).

Summenformel: Peptid: Molmasse m/z Summenformel: Peptid: Molmasse m/z
[g/ mol] [M+H"] [g / mol] [M+H']
C174H276Ns54058S, 6.1 4115.97 4117.45 [Ci79H267Ns5060S2  6.25 4231.03 4232.04
Ci75H280N54055S, 6.2 4129.98 4130.01 |Ci77H286N56040S,  6.26 4232.04 4233.06
Ci173H277Ns3050S, 6.3 4132.96 4133.87 [Ci77H284N56061S2  6.27 4234.01 4234.98
Ci75H280N54050S, 6.4 4145.98 4146.91 |Ci7oH2g5Ns7050S,  6.28  4241.03 4241.93
Ci74H279Ns5050S, 6.5 4146.97 4147.83 |Ci79H280N57050S,  6.29 4245.06 4246.11
Ci175H278N56058S, 6.6 4155.98 4157.02 [C178H288N53050S,  6.30 4246.05 4247.06
Ci76H282N54050S, 6.7 4159.99 4161.04 |Ci78H288N58050S,  6.31 4246.06 4247.14
Ci174H279N55060S, 6.8 4162.97 4163.93 |Ci78H286N56061S,  6.32 4248.02 4249.20
Ci176H280N56058S, 6.9 4169.99 4170.98 [Ci79H287N59055S,  6.33 4255.06 4256.01
C175H283N57058S,  6.10 4175.02 4176.10 |Ci79H285N57060S: 6.34 4257.03 4257.99
Ci7sH281Ns5060S,  6.11 4176.98 4177.79 |CigoH201Ns7050S,  6.35  4259.07 4260.09
Ci76H280N56050S,  6.12 4185.99 4186.95 |Ci79H200N55050S,  6.36  4260.07 4261.06
Ci177H283N55050S,  6.13 4187.01 4187.97 |Ci7gH288Ns5060S,  6.37 4262.05 4263.01

Ci76H285Ns7058S,  6.14 4189.03 4190.12 [Cig0H289N5905S,  6.38 4269.07 4269.00
C177H28N56050S,  6.15 4200.00 4201.17 [Cig0H287N57060S2  6.39 4271.04 427212
Ci178H285Ns5050S,  6.16 4201.02 4202.08 |C179H202N6005S2  6.40 4274.10 4275.18
C174H27N54058S,  6.17 4204.00 4205.13 |C179H290N55060S, 6.41 4276.06 4277.20
Ci174H276Ns54058S,  6.18 4205.03 4205.98 |Ci79H200Nss060S,  6.42  4276.07 4277.20
Ci7gH287N57058S,  6.19 4215.05 4215.95 |CigoH289N59050S,  6.43  4285.07 4285.93
C178H285N55060S2  6.20 4217.02 4218.16 |Cis0H204Ne0OssS2  6.44 4288.11 4289.23

Ci177H284N5s060S,  6.21 4218.01 4218.96 |Cig0H29oN55060S,  6.45 4290.08 4291.01
Ci77H2g7N57056S,  6.22 4219.04 4220.04 |Cig1Ho01N5eO50S,  6.46 4299.08 4300.97
Ci17gH283N57050S,  6.23 4227.02 4228.10 |CigoH204Ngo050S,  6.47 4304.11 4305.23
Ci70H280N57058S,  6.24 4229.06 4230.17 [Ci81H206N60O050S,  6.48 4318.12 4319.23

Tabelle 44: Summenformeln, Molmassen und dazugehdrige Signale im MALDI-TOF Spektrum aller in
der Bibliothek 6 vorkommenden Glycopeptide. Die Sequenzen zu dem Ziffernkode der einzelnen
Glycopeptide sind in Abbildung 49 angegeben.

7.6 SPR-Experimente

Der Zellrasen, bestehend aus Osteosarkoma HI5- bzw. Parentalzellen, einer 185 cm?
Zellkulturschale wird zweimal pro Woche abgeerntet. Dazu werden zunachst die adhéarent
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wachsenden Zellen durch Inkubation bei 37°C mit 8 mL Trypsin-EDTA-L6sung (0.5g/L
Trypsin und 0.2g/L EDTA in einer modifizierten Puck’s Salzlésung A ohne C&** und Mg*")
von der Oberflache abgel6st. Dieser Vorgang wird nach finf Minuten durch Zugabe von
10 mL Kulturmedium (94% RPMI 1640, 5% FKS, 1%Penicillin/Streptomycin) gestoppt. Die
Zellen werden fir fanf Minuten zentrifugiert (1000rpm/174G), in 10 mL frischem
Kulturmedium suspendiert und in einer Neubauer Zahlkammer ausgezahlt. 3-10° Zellen pro
Milliliter werden in einer neuen Kulturschale mit 25 mL Kulturmedium ausgesét und bis zur
néchsten Ernte bei 37°C kultiviert. Alle vier Wochen werden die Parentalzellen mit
Neomycin (50 pg/mL Kulturmedium) und die HI5 Zellen mit Puromycin (1 pg/mL
Kulturmedium) selektiert. Die restliche Zellsuspension wird fur finf Minuten zentrifugiert
und das Pellet in soviel Einfriermedium (70% RPMI 1640, 10% DMSO, 20% FKS)
suspendiert, bis eine Konzentration von 3-10° Zellen pro Milliliter erreicht wird.
Anschlief3end werden daraus 1 mL Aliquots erstellt und diese bei —80°C eingefroren.

Die Zellen eines Aliquots werden abzentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und zur
Regeneration fur 5 Minuten mit 1 mL Kulturmedium bel Raumtemperatur inkubiert.
Anschlief3end wird abzentrifugiert, dreimal mit 1 mL PBS-Puffer (150mM, pH 7.4)
gewaschen und in 1 mL entgastem PBS-Puffer aufgenommen. Die Zahl der vitalen Zellen in
einer 10 uL Probe wird durch Zugabe von 10 uL Trypanblau in einer Neubauer Zahlkammer
ermittelt. Sie lag zwischen 90% und 95%,bezogen auf die Gesamtzellzahl. Anschlief3end wird
eine Konzentrationsreihe von 56, 225, 450, 900 und 1800 Zellen pro pL erstellt.

7.6.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften zu SPR-Messungen

Sowohl Immobilisierung as auch die eigentlichen Messungen erfolgen bei 20°C. Als
Laufpuffer dient entgaster PBS-Puffer(150 mM, pH 7.4).

Es werden Stammldsungen der (Glyco)Peptide mit einer Konzentration von 50 pg/mL in
Acetatpuffer (10 mM, pH 4.5) hergestellt. Die Belegung der einzelnen Flufizellen erfolgt
sukzessiv, d.h. jede Zelle wird einzeln aktiviert und im Anschlul® das (Glyco)Peptid an die
aktivierte Dextranschicht gebunden. Die Aktivierung wird fir 20 Minuten bei einer Flul3rate
von 5 pL pro Minute mit einer frisch hergestellten Losung aus NHS und EDC, im Verhéltnis
1:1 (v:v), durchgefihrt. Die nachfolgende Immobilisierung erfolgt bei einer Fluf¥rate von 2 L
pro Minute Uber einen Zeitraum von en bis drei Minuten mit oben erwahnten
Stammldsungen. Abschlief3end werden in alen FlufRzellen nicht umgesetzte aktivierte
Hydroxygruppen der Dextranschicht bei einer Flul3rate von 5 pL pro Minute fir 30 Minuten
mit Ethanolamin gecappt. FluRzelle 1 dient als Referenzzelle, wird also nur aktiviert und
gecappt.

Fur die Messungen werden Verdinnungsrethen von 56 bis 1800 HI5 Zellen pro pL in PBS-
Puffer (150mM, pH 7.4) hergestellt. Die frisch suspendierten Lésungen werden bei einer
FluRBrate von 2puL pro Minute Uber zehn Minuten injiziert. Die sich anschlief3ende
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Experimenteller Teil

Dissoziationszeit betrégt zwei Minuten. Die Regeneration der Chipoberflache nach der
Messung erfolgt bei 35 uL pro Minute Flurate durch fiinfzehn Sekunden lange Pulse mit
einer 1.7 mM SDS Losung in PBS-Puffer (150mM, pH 7.4).

7.6.2 SPR-Messungen

Die Immobiliserungen der Chips und SPR-Messungen wurden nach den algemeinen
Arbeitsvorschriften, wie unter 7.6.1 beschrieben, durchgefiihrt.

Immobilisierte  Immobili- immobilisierte HI5-Zelldsungen  Parental-
Verbindung sierungzeit [s] Menge [RU; fmol] [Zellzahl/uL] Zellésungen
[Zellzahl/pL]

1 60 246; 61 56; 225; 450; 900;  56; 225; 450; 900
1800 1800

2 60 237; 53 56; 225; 450; 900;  56; 225; 450; 900
1800 1800

3 180 196; 51 56; 225; 450; 900;  56; 225; 450; 900
1800 1800

4 180 248; 58 56; 225; 450; 900;  56; 225; 450; 900
1800 1800

5 180 263; ~69 56; 225; 450; 900;  56; 225; 450; 900
1800 1800

6 180 272; ~64 56; 225; 450; 900;  56; 225; 450; 900
1800 1800

Fibrinogen 1200 14625; 43 56; 225; 450; 900

1800

Tabelle 45: Experimentparameter der SPR-M essungen.
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8 Sicherheitshinweise

Sicherheitshinweise

Substanzname Gefahren- R-Satze S-Satze
symbole

Acetanhydrid C 10-20/22-34 26-36/37/39-45

Aceton F 11 9-16-23.2-33

Acetonitril FT 11-23/24/25 16-27-45

a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure Xn 20/21/22-36/37/38 26-36

Ammoniumhydogencarbonat Xn 22

CDCl,4 Xn 20/22-38-40-48 36/37

Chloroform Xn 22-38-40-48/20/22 36/37

Dichlormethan Xn 40 23.2-24/25-36/37

2,5-Dihydroxybenzoeséaure 24/25

Diethylether F+, Xn 12-19-22-66-67 (2-)9-16-29-33

Dimethylsulfoxid Xi 36/38 26

Ethanol F 11 7-16

Hydrazin T, N 45-E23/24/25-34-43-50/53 53-26-36/37/39-45-60-61

Methanol F,T 11-23/24/25-39/23/24/25  7-16-36/37-45

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

Natrium F,C 14/15-34 5.3-8-43.7-45

Natriumazid T+ N 28-32-50/53 28.1-45-60-61

Natriummethanolat C,F 11-14-34-36/37/38 26-36

Natronlauge C 35 26-37/39-45

N-Methylpyrrolidon Xi 36/38 41

O-(Azabenzotriazol-1-yl)- Xi 36/37/38 26-36

N,N,N’,N’-tetramethyl-

uroniumhexafluorophosphat

O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N",N'-  Xi 36/37/38 26-36

tetramethyluronium-

tetrafluoroborat

2-Propanol F, Xi 11-36-67 (2-)7-16-24/25-26

Piperidin F T 11-23/24-34 16-26-27-45

Pyridin F, Xn 11-20/21/22 26-28.1

Schwefelsaure C 35 26-30-45

Trichlormethylsilan F, Xi 11-14-36/37/38 26-39

Trifluoressigsaure C 20-35-52/53 9-26-27-28.1-45-61

Triisopropylsilan Xi 10-36/37/38 26-36

Tabelle 46: Sicher heitshinweise
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