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1 Zusammenfassung

Im Jahr 2015 starben noch immer mehr als eine Million Menschen durch das HI-Virus und
Uber zwei Millionen haben sich neu mit HIV infiziert. Die Entwicklung neuer Wirkstoffe und
die Suche nach Impfstoffen sind daher fortwahrend Gegenstand der Forschung. Einen
moglichen Ansatzpunkt stellen therapeutisch einsetzbare Antikorper gegen das virale
Oberflachenprotein gp120 dar, die das Virus langfristig zu neutralisieren vermdgen. Die
haufig in Infizierten gefundenen Antikérper binden meist das 7 IHIGPGRAF***-Motiv in dem
V3-Loop des gp120, welches auch prinzipiell neutralisierende Doméane (PND) genannt wird.
Diese Antikorper zeigten jedoch keine langfristige und breite Neutralisierung des Virus. Im
Rahmen dieser Arbeit sollten daher V3-Peptide und V3-Glycopeptide ohne PND synthetisiert
und charakterisiert werden, die zukiinftig zur Selektion von Antikérpern gegen die V3-Region
dienen kdénnen. Jene Antikorper sollen den /oop an anderen Bereichen als der PND binden
und somit moglicherweise zu einer langerfristigen Neutralisation fihren.

Daflir wurde zusatzlich zum linearen, unglycosylierten V3-Peptid P1, bei dem die PND durch
das Aminosaure-Motiv PS ersetzt wurde, das analoge, lineare V3-Glycopeptid P2 mit einer
GIcNACc(B1,4)-GIcNAc-Glycosylierung an N301 synthetisiert. Die beiden linearen Peptide
konnten Uber eine Disulfidbriicke der terminalen Cysteine zyklisiert werden, wodurch die
Peptide P3 und P4 erhalte wurden. Die Glycopeptidsynthese wurde dabei in insgesamt funf
verschiedenen Varianten mit einem acetylierten und einem ungeschiitzten
Chitobiosylasparagin-Baustein durchgefiihrt, um die optimalen Synthesebedingungen zu
finden. Es zeigte sich, dass die vollstandig automatisierte Synthese nach Variante 1 die
hochsten Ausbeuten lieferte. Um auch in der Lage sein zu kénnen Glycopeptide mit gréBeren
Komplextyp-Kohlenhydrat-Strukturen herzustellen, wurde das Nonasaccharid 19 aus
bovinem Fibrinogen isoliert. Neben dem Nonasaccharid wurde jedoch ebenfalls das
fucosylierte Decasaccharid erhalten, welches sich aber nicht vollstandig abtrennen lieR.
AnschlieBend wurden alle vier Peptide und Glycopeptide mit Hilfe von SPR-Experimenten auf
ihre Bindung zum humanen CCR5-Rezeptor untersucht. Der Rezeptor wurde in Form von
CCR5-iiberexprimierenden GHOST(3)-Hi5-Zellen eingesetzt, die 4 - 10* Rezeptoren auf ihrer
Oberfliche prasentieren.' Es zeigte sich, dass die Peptide trotz Trunkierung den CCRS5-
Rezeptor spezifisch binden. Bis auf P1 entsprachen die Affinitaten der untersuchten V3-
Peptide der Annahme, dass V3-Glycopeptide starker mit CCR5 interagieren als
unglycosylierte. Ebenso fuhrte die Zyklisierung liber eine Disulfidbriicke der flankierenden

Cysteine zu einer hoheren Affinitat als bei vergleichbaren linearen V3-Peptiden.



2 | Zusammenfassung

Der Einfluss der Trunkierung auf die Konformation wurde zunachst durch eine
Strukturvorhersage mittels molecular modeling fiir die zyklischen V3-Peptide P3 und P4
sowie eines zu P4 analogen Glycopeptids mit einem Nonasaccharid statt Chitobiose
untersucht. Die erhaltenen Strukturen zeigten ebenso wie die Rontgenstruktur des nativen
V3-Loops eine langgestreckte, aber starker verdrillte Konformation. Die Glycosylierung hatte
dabei einen Einfluss auf die Anzahl intramolekularer Wasserstoffbriickenbindungen. Die
reinen In-Silico-Strukturen von P3 und P4 wurden mit experimentell ermittelten Strukturen
einer NMR-Konformationsanalyse verglichen. Aus NOE-Aufbaukurven lieen sich Abstdande
und aus >J-Kopplungskonstanten ¢&-Winkel berechnen, mit denen Uber einen Distance-
geometry-Algorithmus Konformationen erhalten wurden. Diese experimentell erhaltenen
Konformationen waren ebenfalls langgestreckt, im Fall von P3 insgesamt aber etwas weiter
und offener. P4 zeigte wie die In-Silico-Struktur eine starkere Verdrillung als P3. Somit
konnte gezeigt werden, dass Strukturvorhersagen von V3-Peptiden mit molecular modeling
Tendenzen aufzeigen kénnen.

Zuletzt wurden der trunkierte und der native V3-Loop, jeweils mit Nonasaccharid am N301,
in die mit Maraviroc cokristallisierte Rontgenstruktur des CCR5-Rezeptors modelliert. Dabei
sollte herausgefunden werden, ob das sterisch anspruchsvolle Glycan, das im Modell von
Tan et al.” fehlt, bei gleicher Orientierung des loops passt. Das Tan-Modell konnte weder fir
den trunkierten noch fiir den nativen loop reproduziert werden, jedoch storte das Glycan in
keiner getesteten Orientierung. Der native V3-Loop wechselwirkte allerdings weniger mit

CCRS5 als der trunkierte.
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2 Abstract

In 2015 still more than a million people died of HIV and over two million new infections were
registered. Therefore, the development of new active compounds and the quest for a
vaccine are a crucial part of research. A possible approach to long-term neutralization of the
virus could be therapeutic antibodies against the viral envelope protein gp120. Antibodies,
frequently found in patients, mostly bind the **’IHIGPGRAF**®> motif in the V3 region of
gp120, also called principal neutralizing domain (PND). However, those antibodies show no
broad and long-term neutralization of the virus.

Thus, in this thesis V3 peptides and glycopeptides without PND were to be synthesized and
characterized, that can be used to select V3-specific antibodies. Those antibodies should
bind the V3 loop at a different site than the PND and so might ensure a longer neutralization.
To achieve this goal, additional to the linear unglycosylated V3 peptide P1, in which the PND
is replaced by the amino acid motif PS, the analogous linear V3 glycopeptide P2 with a
GIcNACc(B1,4)-GIcNAc glycosylation at N301 was synthesized. Both linear peptides were also
cyclized by a disulfide bond between the flanking cysteines, which gave the peptides P3 and
P4. The glycopeptide synthesis was performed in five variants with an acetylated and an
unprotected chitobiose-asparagine building block to find the optimal conditions. The best
yields were provided by the fully automated synthesis of variant 1.

To be able to synthesize glycopeptides with bigger complex type carbohydrate structure the
nonasaccharide 19 was isolated from bovine fibrinogen. As a byproduct of the
nonasaccharide the fucosylated decasaccharide was found, which could not be separated
completely from the nonasaccharide.

All four peptides and glycopeptides were analyzed by SPR considering their binding affinity
to the human CCR5 receptor. The receptor was available as CCR5 over-expressing GHOST(3)
Hi5 cells, which present 4 - 10* receptors at their surface. The peptides specifically bound the
CCR5 receptor despite their truncation. Except for P1, the affinities of the analyzed V3
peptides correlated to the assumption that V3 glycopeptides interact stronger with CCR5
than unglycosylated peptides. Also the cyclization via the terminal cysteines led to higher
affinities than comparable linear V3 peptides.

The effect of the truncation on the peptide conformation was first examined by an in silico
prediction of the structures of the cyclic peptides P3 and P4 and a glycopeptide analogous to
P4 with chitobiose replaced by a nonasaccharide. Like the crystal structure, the peptide
structures showed an oblong and but more twisted conformation. The glycosylation had an

impact on the amount of intramolecular hydrogen bonds. The in Silico structures of P3 and



4 | Abstract

P4 were also compared to experimental structures from a NMR conformation analysis.
Distances were calculated from NOE build-up curves and ¢ angles from 3/ coupling
constants, which were both used to calculate conformations by a distance geometry
algorithm. Those experimental conformations were also long-stretched. In the case of P3 the
conformation was a bit wider and more open than the in silico conformation. P4 was as well
as the in silico structure more twisted than P3. Therefore, it was demonstrated that
structure prediction of V3 peptides by molecular modeling can provide tendencies.

Finally, the truncated and the native V3 loop, each carrying a nonasaccharide at N301, were
modeled into the with Maraviroc co-crystallized x-ray structure of CCR5. The model of Tan et
al.? does not include the N301 glycosylation which was to be examined in this study. The
orientation of the Tan model could not be reproduced for the truncated or the native V3
loop but the glycan did not disturb or clash into the receptor in any tested orientation.

However, the native V3 loop interacted less with CCR5 than the truncated.
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3 Biologischer Hintergrund

3.1 Das humane Immunschwiache-Virus und die Krankheit AIDS

Seit den 1980er Jahren ist bekannt, dass das humane Immunschwé&che-Virus (HIV) die
Krankheit AIDS (aquired immune deficiency syndrome) verursacht.>* Durch eine HIV-
Infektion wird das Immunsystem jahrelang so weit geschwacht, dass es zu opportunistischen
Mehrfachinfektionen kommt, die schlieBlich zum Tod fihren. Im Jahr 2014 gab es weltweit
36.9 Millionen HIV-Infizierte (Abbildung 1) und etwa zwei Millionen neue Infektionen, womit
die Krankheit noch immer das AusmaR einer Pandemie hat.>® Neben dem gesundheitlichen
Schaden hat die Krankheit besonders in den stark betroffenen Landern niedrigen und
mittleren Einkommens volkswirtschaftliche und soziale Auswirkungen.7’8 Bisher gibt es
weder eine Heilungsmoglichkeit noch einen Impfstoff. Der Krankheitsverlauf kann aber
durch die antiretrovirale Therapie (ART) verlangsamt werden, sodass viele Betroffene gar

kein AIDS entwickeln.>®
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Abbildung 1: Globale Verbreitung der HIV-Infizierten im Jahr 2014.°

3.2 Der Erreger

Es gibt zwei verschiedene Arten des Virus, HIV-1 und HIV-2, wobei HIV-2 seltener und
weniger infektios ist und vor allem in Westafrika auftritt.® HIV-1 ist weltweit verbreitet und
verantwortlich fir die Mehrheit aller HIV-Infektionen. HIV-1 ldsst sich in die vier
Untergruppen M (major), N (new), O (outlier) und P einteilen, von denen Gruppe M 90%
aller HIV-Infektionen ausmacht.** In der M-Gruppe werden neun Subtypen (A-D, F-H, J, K)
sowie verschiedene Hybride aus anderen Subtypen (CRF, circulating recombinant form)

unterschieden. Sowohl die verschiedenen Untergruppen als auch Subtypen treten in
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unterschiedlichen Haufigkeiten und Regionen auf. Wahrend die M-Gruppe weltweit
vorkommt, findet sich die einige Zehntausend Infizierte umfassende O-Gruppe dominant in
West- und Zentralafrika. Die wenigen Infizierten der N- und P-Gruppen kommen aus
Kamerun. Subtyp B der Gruppe M findet sich vor allem in Industrienationen wie den
amerikanischen Kontinenten, Westeuropa und Australien, wahrend Subtyp C hauptsachlich
in den stark betroffenen Landern Subsahara-Afrikas und Indien auftritt und etwa 50% aller
HIV-Infektionen ausmacht. Subtyp A findet sich hauptsachlich in Zentralafrika sowie

Osteuropa.11

Phylogenetische Analysen sehen den Ursprung von HIV-1 in dem dhnlichen SIV,, (simian
immunodeficiency virus chimpanzee) aus Schimpansen.12 Die M-Gruppe scheint dabei die
ilteste Form zu sein und die Ubertragung vom Tier auf den Menschen wird auf die 1920er

13,14

Jahre geschatzt. HIV-2 hingegen stammt wahrscheinlich von SIV¢,, aus Mangaben ab.”

Das HI-Virus ist ein Retrovirus der Gattung der Lentiviren und weist somit eine lange
Latenzzeit auf.'® Das Genom von Retroviren liegt als RNA vor und muss vor der Replikation
durch eine Wirtszelle in DNA umgeschrieben werden. Das etwa 9 kb umfassende Genom
besitzt mehrere Leseraster und hat neben den drei Genen gag (group specific antigen), pol
(polymerase) und env (envelope), die fir strukturelle Proteine kodieren, weitere
regulatorische (tat, rev) und akzessorische Gene (vif, vpu, vpr, nef).?

Das Gen gag kodiert fiir die Proteine p17, p24, p7 und p6 der Virushiille. Das Matrixprotein
pl7 ist mit der Innenseite der Lipiddoppelschicht verbunden, die die duBere Hille des
ungefahr 100 nm grofRen Virions bildet (Abbildung 2). In der Membran sind neben den etwa
14 + 7 Env-Glycoproteinkomplexen auch verschiedene zellulare Membranproteine
enthalten.'”*®

Im Inneren des Viruspartikels befinden sich in einem konischen Kapsid, aufgebaut aus p24-
Proteinen, zwei Kopien einzelstrdangiger, Sinnstrang-RNA (ssRNA) sowie die Pol-Proteine
Integrase und Reverse Transkriptase (RT). Die RNA ist an das Nukleoprotein p7 und Integrase
gebunden. Fir die erfolgreiche Vermehrung des Virus ist auBerdem das Pol-Protein Protease
notig, welches fur die Reifung des Virus eine entscheidende Rolle spielt.g'17

Die Env-Glycoproteinkomplexe auf der Virusoberflache setzen sich aus drei Heterodimeren
zusammen, die wiederum aus den beiden hochglycosylierten Proteinen gp4l und gp120
bestehen. Das gp41 ist transmembran verankert und nicht kovalent an gp120 gebunden.

Gp120 kann spontan freigesetzt werden, was als shedding bezeichnet wird. Env ist flr die

Bindung an die Wirtszellrezeptoren und somit fir eine erfolgreiche Infektion essentiell.
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Abbildung 2: HI-Viruspartikel: Die Hulle des Virions besteht aus dem Matrixprotein pl7 und einer
Lipiddoppelschichtmembran, in der sich die Env Spikes, bestehend aus gp41 und gp120, sowie verschiedene
Membranproteine der Wirtszelle befinden. Zwei Kopien des viralen Genoms und die viralen Proteine Integrase
und Reverse Transkriptase sind von einem konischen Kapsid umgeben.9

3.3 Mechanismus der Infektion

Der erste Schritt der Infektion ist die Assoziation des Virus an die Zelle. Diese Bindung kann,
durch Env vermittelt, spezifisch an den Primarrezeptor CD4 oder unspezifisch an z.B.
Proteoglycane oder a4B7 Integrin auf der Zelloberflache erfolgen. Ebenfalls moglich ist eine
unspezifische Assoziation liber verschiedene Wirtszellmembranproteine, die sich ebenfalls in

der Virushiille befinden.'”*°

Essentiell fr die Infektion ist aber nur die Bindung von gp120 an
den CD4-Rezeptor, der sich auf verschiedenen Zellen des Immunsystems, wie
T-Lymphozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und Monozyten befindet.?* Fiir einen
erfolgreichen entry bendétigt HIV neben dem CD4-Rezeptor einen Corezeptor aus der
Chemokinfamilie. Die Epitope fiir die Interaktion mit dem Corezeptor werden aber erst mit
Bindung an CD4 durch eine konformelle Anderung im gp120 freigelegt (Abbildung 3).% Bei
dem bendtigten Chemokin-Corezeptor handelt es sich entweder um CCR5 oder CXCR4.2*%*
Nach Bindung des Corezeptors findet eine weitere strukturelle Anderung statt, die das
N-terminale, hydrophobe Fusionspeptid, des gp4l entfaltet, welches sich dann in die

Zellmembran insertieren kann. Durch Rickfaltung bildet sich ein Sechshelixbiindel, das beide
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Membranen in raumliche Nahe und somit zum Verschmelzen bringt. Statt durch Fusion kann

das Virus auch endozytotisch von der Zelle aufgenommen werden.?°

1. Env —>» 2. CD4Bindung —> 3. gﬁ"rgjﬁgtor —> 4. Membranfusion

Virale
Membran

gp41

gp120

Variabler
loop 3

Zellmembran T i, N\IW NAAAASONNANS 0000 411111 6 S S i o
UL

. . Sechshelixblndel
CD4 Fusionspeptid  Corezeptor Bildung

Abbildung 3: Entry des HIV: Nach Bindung von gp120 an CD4 werden durch Konformationsdanderungen
Bindungsepitope freigelegt, die die Bindung an den Chemokin-Corezeptor ermdglichen. Nach weiteren
Strukturdnderungen insertiert das transmembrane gp41 seine N-terminale Domane in die Wirtszelle und bringt
die Membranen durch Bildung eines Sechshelixbiindels in rdumliche Nahe, wodurch die Fusion méglich wird.?

AnschlieBend findet das uncoating statt, bei dem der Kapsidinhalt ins Zytoplasma entlassen
wird. Die RT kann dann direkt mit dem Umschreiben der viralen ssRNA tber ein RNA-DNA-
Hybrid in doppelstrangige DNA (dsDNA) beginnen (Abbildung 4). Dafiir wird der reverse
transcription complex (RTC) gebildet, dessen Struktur nicht genau bekannt ist, aber in dem
zusatzlich zu RT und RNA auch Matrix-, Kapsid- und Nucleoproteine sowie Integrase und Vpr
nachgewiesen wurden. Ebenso kénnen zelluldre Restriktionsfaktoren, die der Virusabwehr
dienen sollen, Teil des RTC werden und wahrend der DNA-Synthese Mutationen einbauen.
Nach neuesten Befunden® sind diese Restriktionsfaktoren damit wohl hauptverantwortlich
fur die groRe Variabilitat des HI-Virus.?®

Der RTC entwickelt sich im Laufe der reversen Transkription zum Praintegrationskomplex
(PIC), der die dsDNA in den Zellkern transportiert. Im Zellkern baut die virale Integrase die
dsDNA an einer willkiirlichen Stelle ins Wirtsgenom ein, sodass im nachsten Schritt die
Transkription durch die zelleigene RNA-Polymerase Il erfolgen kann. RNA-Polymerase Il hat
keine Korrekturfunktion und ist mitverantwortlich fir die hohe Variabilitat des HIV. Es
werden unterschiedlich gespleiite und ungespleilRte mRNAs produziert, die fiir die
verschiedenen viralen Proteine kodieren sowie als neues RNA-Genom dienen. Nachdem
zunachst Env im Endoplasmatischen Reticulum (ER) translatiert, glycosyliert und tber den
Golgi-Apparat in die Zellmembran eingebaut wurde, werden die restlichen viralen
Vorlauferproteine produziert. Je nach Zelltyp bilden sich an der Zytoplasmamembran oder
an intrazellularen Membranen im assembly neue Virionen, die durch Exozytose abgeschniirt

oder als Virusreservoir ins Lumen des ER gelangen. Die Protease wird erst im entlassenen
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Partikel aktiv und prozessiert die Vorlauferproteine, sodass die unreifen Virionen zu
infektiosen Viruspartikeln reifen. Nach der Produktion der Virionen stirbt schlieRlich die

Zelle, wodurch das Immunsystem geschwacht wird.'"?’
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Abbildung 4: HIV-Replikationszyklus: Nach Bindung der beiden Rezeptoren CD4 und CCR5 fusioniert die
Virusmembran mit der Zellmembran und entldsst das Kapsid. Im Zytoplasma schreibt RT die ssRNA in dsDNA
um, die durch Integrase in das Wirtsgenom eingebaut wird. Nach Expression viraler Vorlduferproteine knospen
neue Viruspartikel aus, die sich durch Proteaseaktivitat zu reifen Partikeln entwickeln.?®

3.4 Der Corezeptor CCR5

Der 40 kDa schwere Chemokinrezeptor CCR5 ist ein 7-Helixtransmembranprotein (7TM) aus
der Familie der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) und Teil des Immunsystems.”>*’
CCR5 findet sich ebenso wie CD4 auf verschiedenen Leukozyten, wie z.B. Makrophagen,
Monozyten oder dendritischen Zellen. Zu den natirlichen Liganden zdhlen die Chemokine
MIP-1a und MIP-1B und RANTES, die zu den CC-Chemokinen gehéren.***! Es gibt vier Arten
der Chemokinrezeptoren, deren Benennung sich aus der Klasse der jeweiligen Chemokin-
Liganden (CC, CXC, C, CX3C), einem R fiir Rezeptor und einer fortlaufenden Nummer ergibt.>?
Chemokine werden als inflammatorisches Warnsignal ausgeschiittet und binden an
Chemokinrezeptoren, deren gekoppeltes G-Protein aktiviert wird. Das G-Protein wiederum
induziert eine Migration der Leukozyten entlang des Chemokingradienten zur
Entziindungsstelle.*®

Das HI-Virus nutzt den CCR5-Rezeptor vorwiegend in der asymptotischen Phase als

Sekundarrezeptor (R5- bzw. M-trop). In der spdteren Phase der Erkrankung treten dann

vermehrt X4- bzw. T-trope Virusstaimme auf, die den CXCR4-Rezeptor bevorzugen. Es gibt
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auch dualtrope Virusisolate, die beide Rezeptoren nutzen kénnen (R5X4). Die Unterschiede
im Tropismus lassen sich auf Unterschiede in den V3-Regionen und Glycosylierungen des

gp120 (s. Abschnitt 3.5.2) zuriickfihren.>*?’

In Abbildung 5 ist eine schematische Darstellung des CCR5 mit seinen sieben transmembran
verankerten a-Helices (TM1-7) sowie den extrazelluldren und intrazelluldren loops (ECL1-3
bzw. ICL1-3) zu sehen.? Fiir die Bindung an gp120 sind der ECL2 sowie der N-Terminus mit
seinen sulfatierten Tyrosinen von Bedeutung. Der N-Terminus interagiert dabei mit dem
hochkonservierten bridging sheet, das nach der CD4-Bindung gebildet wird, sowie der Stem-
Region des V3-Loops. Der ECL2 wechselwirkt mit der Spitze der V3-Region (s. Abschnitt
3.5).2% Seit 2013 gibt es eine 2.7 A aufgeldste Rontgenkristallstruktur des CCR5 im Komplex
mit dem Inhibitor Maraviroc.? Daftir wurde in die ICL3 des humanen CCR5- Rezeptors ein
54 Aminosauren (AS) langes Rubredoxin-Konstrukt eingefligt, der C-Terminus zur
Verbesserung der Thermostabilitdit um 33 AS verkirzt und einige weitere Mutationen
eingefligt. Maraviroc bindet CCR5 in einer tiefen Tasche, die aus Aminosduren der TMs
gebildet wird. Wahrscheinlich liegt die CCR5-Struktur aufgrund der Maraviroc-Bindung

jedoch in einer inaktiven Form vor.

Abbildung 5: Corezeptor CCR5: Sieben a-helikale Transmembrandoméanen (TM1-7) sind durch intrazellulare
(ICL1-3) sowie extrazelluldre loops (ECL1-3) miteinander verbunden. Der N-Terminus mit den sulfatierten
Tyrosinen (blau) befindet sich auf der extrazelluldren Seite und ist Uber eine Disulfidbriicke mit ECL3
verbunden.”>?®
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Kurz nachdem 1996 bekannt wurde, dass CCR5 einer der fir die HIV-Infektion notwendigen
Corezeptoren ist?®, wurde eine natiirliche Mutation im CCR5-Gen entdeckt, die dazu fiihrt,
dass homozygote Trager dieses Gens immun gegen M-trope HI-Viren sind.> Der Grund ist
eine 32 bp Deletion (CCR5A32), die ein vorzeitiges Stop-Codon verursacht und wodurch eine
verkiirzte Form exprimiert wird, die nicht auf der Zelloberflache prasentiert wird. Diese
Mutation tritt zu 10-20% heterozygot und zu 1-2% homozygot in Kaukasiern auf. In Asiaten
und Afrikanern ist CCR5A32 praktisch nicht zu finden.*' Menschen mit dieser Mutation sind
gesundheitlich nicht eingeschrankt, haben aber bei Heterozygotie ein deutlich geringeres
Risiko einer HIV-Infektion. Homozygote sind immun gegen M-trope Stamme.

Diese Tatsache wurde 2009 in dem einzigartigen Fall des ,Berliner Patienten” dazu genutzt,
die bisher einzige Heilung einer HIV-Infektion zu voIIbringen.40 Dem HIV-infizierten
Patienten, der ebenfalls an Leukamie erkrankte, wurden Stammzellen eines homozygoten
CCR5A32 Trager transplantiert. Auch nach Absetzen der ART blieb die Viruslast bisher unter
einem detektierbaren Level, womit der Berliner Patient der bisher einzige Mensch ist, der
von einer HIV-Infektion geheilt wurde.* In einem dhnlichen Fall lieR sich dies Ergebnis aber

nicht reproduzieren.*?

3.5 Das virale Glycoprotein gp120
3.5.1 Struktur und Glycosylierung des gp120

Das Glycoprotein gp120 bildet durch lose Assoziation an gp41 Heterodimere, die wiederum
das trimere Protein Env auf der HIV-Oberflache ausbilden. Beide Env-Untereinheiten werden
durch proteolytische Spaltung des Vorlauferproteins gpl160 gebildet. Gp120 weist eine
Masse von 120 kDa auf und ist mit 50% Glycosylierungsgrad, bezogen auf die Masse, stark
glycosyliert. Je nach Virusstamm hat gp120 eine Lange von 470-500 AS mit durchschnittlich
24 (18 bis 33) Glycosylierungsstellen, die sowohl hochmannosidische als auch Komplextyp-

4344 1m funktionalen Env-Trimer wurde im Vergleich zum rekombinanten,

Glycane tragen.
monomeren gpl120 ein ungewohnlich groBer Anteil hochmannosidischer Glycane
nachgewiesen.”

Es handelt sich bei gp120 um N-Glycane, die N-glycosidisch mit der Seitenkette von
Asparaginen (N) verknlpft sind. Die Asparagine sind Teil der Sequenzfolge N-X-S/T, bei der X
fur eine beliebige Aminosaure, auBer Prolin, steht und S/T fur Serin oder Threonin.
N-Glycane lassen sich in hochmannosidische, komplexe und hybride Oligosaccharide

einteilen und weisen alle dieselbe Core-Struktur auf, die aus zwei N-Acetylglucosaminen und
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drei Mannosen gebildet wird. Je nach Glycantyp sind noch weitere Mannosen, Galactosen,
Fucosen oder Sialinsduren mit dem Grundgerst verkniipft.*®

Die Glycosylierung des gp120 ist u.a. fiir den viralen escape, also dem Ausweichen vor dem
Immunsystem, von Bedeutung, indem die Glycane als dynamischer Kohlenhydrat-
Schutzschild (glycan shield) wirken und die hochkonservierten Bindungsepitope vor

neutralisierenden Antikorpern (AK) maskieren.*’*8

Besonders hilfreich fir den escape ist,
dass die Glycane durch zellulare Mechanismen gebildet werden und somit méglicherweise
vom Immunsystem nicht so einfach als fremd erkannt werden.*” Weiterhin scheinen die
Glycane auch einen Einfluss auf die korrekte Faltung des gpl160 und somit auf die

Infektiositit und Transmission zu haben.**

Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass das
Glycan an N197 Teil des CD4-Bindungsepitops ist.”

Wie Abbildung 6 zeigt, weist gp120 finf hypervariable loops (V1-5) auf, die durch funf
konservierte Regionen (C1-5) voneinander getrennt sind. Weiterhin finden sich neun
Disulfidbriicken, haufig an der Basis der hypervariablen loops, die maRgeblich fir die richtige

Faltung des Proteins sind.*®
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Abbildung 6: Sekundarstruktur von gp120: Finf hypervariable Regionen (V1-5) sind durch fiinf konservierte
Doméanen (C1-5) voneinander getrennt. Neun Disulfidbriicken bestimmen die raumliche Struktur und
auBergewohnlich viele Glycane (blau: hochmannosidisch, griin: komplex) dienen als glycan shield. Die CD4-
bindenden Epitope sind gelb und die prinzipiell neutralisierende Domane (s. Abschnitt 3.5.2) ist orange
gekennzeichnet.



Biologischer Hintergrund | 13

Die konservierten Bereiche bilden eher den Proteinkern, wahrend die variablen Bereiche die
Oberflache bilden, sodass die Oberflachenvariabilitat vermutlich ebenfalls zur Immunevasion
beitrégt.22

Aus Rontgenstrukturen ist bekannt, dass gp120 eine innere und eine duRere Domane hat,
die durch eine B-Faltblatt-Struktur, das bridging sheet, miteinander verbunden sind. Die
Domanen sind benannt nach der Orientierung im Env-Trimer.”>* Wihrend der V3-Loop im
Env-Trimer in der Pre-fusion-Konformation mit dem V1/V2-Bereich des benachbarten
Protomers interagiert53, ragt er nach Bindung von CD4 und struktureller Anderung etwa 30 A
in Richtung Zellmembran heraus.”! Die Bindung an den Primarrezeptor CD4 erfolgt tiber ein
diskontinuierliches Epitop (Abbildung 6), das Gber die Bereiche C1 bis C4, V4 und V5 verteilt
ist.>® Fiir die Corezeptor-Interaktion sind das bridging sheet, gebildet aus C4- und V1/V2-

B-Faltblattern, sowie die V3-Region von Bedeutung.”*"*®

3.5.2 Die V3-Region aus gp120

Der V3-Loop nimmt im gp120 eine besondere Stellung ein, da die meisten neutralisierenden
AK, die das Immunsystem HIV-Infizierter zur Abwehr des Virus bildet, gegen die V3-Region
gerichtet sind.> AuBerdem vermittelt der V3-Loop die Bindung an den Corezeptor, was
aufgrund der hohen Sequenzvariabilitat dieser Region lberraschend ist. V3 hat eine Lange
von 31 bis 39 AS (im Subtyp B meist 33 AS) und weist in verschiedenen Isolaten Insertionen
und Deletionen auf.>* Dennoch ist diese Region in der Lage, auch nach vielen Mutationen
noch an den Corezeptor zu binden. Das ist nur dadurch erklarbar, dass es konservierte
Domanen und strukturell konservierte Bereiche geben muss, denn Mutanten ohne V3 sind
nicht replikationsfihig.>>>®

Die Struktur des V3-Loops wird durch eine Disulfidbriicke der Cysteine C296 und C330,
konservierte, antiparallele B-Strdange sowie ein B-Hairpin-Motiv in der Spitze bestimmt
(Abbildung 7).>* Es existieren drei funktionelle Bereiche, base (296-299 und 326-330), stem
(300-305 und 316-325) und tip (306-315), von denen die base vermutlich an den
N-terminalen Teil des CCR5 bindet. Stem und tip bestimmen den Corezeptortropismus und
binden wahrscheinlich an ECL2 aus CCR5.3%*® Weiterhin finden sich im loop an N301 ein
komplexes Glycan und flankierend zwei hochmannosidische Glycane (N295 und N331).%°
Diese Glycane sowie jenes an N197 verdecken den V3-Loop und dienen so vermutlich als

d.>>®! Bestarkt wird diese Vermutung durch den Umstand, dass Mutanten ohne

glycan shiel
das N301-Glycan starker durch neutralisierende AK inhibiert werden.?” Vom Glycan an N301

ist aullerdem bekannt, dass es die Corezeptorspezifitat, die Affinitat zum CCR5-Rezeptor und
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37,61-65

die Infektiositat beeinflusst. Auch die Disulfidbindung in der V3-Region hat eine

wichtige Funktion. Ohne sie wird das Vorlauferprotein gp160 nicht prozessiert, die Faltung

von gpl20 ist gestort und es finden weder die Bindung an CD4 noch die Fusion mit der
48,58

Zellmembran statt. Weiterhin binden zyklische V3-Peptide den CCR5-Rezeptor mit

héherer Affinitat.®
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Abbildung 7: Konsensussequenz der V3-Region: Gekennzeichnet sind die funktionellen Bereiche base, stem
und tip, die prinzipell neutralisierende Domane (PND), die Disulfidbriicke, die die Loop-Struktur bildet sowie
zwei flankierende hochmannosidische (hm) und ein komplexes (ct) Gchan.51 Die eingekreisten AS sind zu
mindestens 94% konserviert.***®

Neben der hoch konservierten Glycosylierungsstelle (NNT) im stem gibt es eine weitere
hochkonservierte Doméne in der Spitze des V3-Loops, die auch in verschiedenen Subtypen
nur wenig variiert.®’” Dieses Motiv wird auch prinzipiell neutralisierende Domane (PND,

Abbildung 7) genannt, da die meisten der neutralisierenden Antikorper, die in

68,69

Patientenseren gefunden wurden, die PND als Bindungsepitop nutzen. Eine langfristige

Inhibierung durch diese neutralisierenden AK ist bisher nicht moglich, da sich sehr schnell

55,69,70

neue Virusmutanten bilden, um den neutralisierenden AK zu entgehen. Nicht nur die

Sequenz der PND ist hoch konserviert, auch strukturell gibt es wenige Unterschiede
zwischen verschiedenen Virusisolaten, was moglicherweise die wichtige Rolle bei der
Corezeptorbindung erklart.”®”*

Die V3-Region ist metastabil und kann entsprechend verschiedene Konformationen

7 So wechselt der V3-Loop im Env-Trimer vermutlich haufig von der

einnehmen.”
Konformation, die mit der V1/V2-Region interagiert und teilweise durch Glycane verdeckt ist
zu der Konformation, die etwa 30 A aus dem gp120 herausragt und mit dem Corezeptor

>12357 purch die Bindung an den Corezeptor CCR5 bzw. an ein Fragment

interagieren kann.
aus der complementarity determining region (CDR) der schweren Kette 3 (H3) des
Antikorpers 412d andert sich die V3-Konformation ebenfalls drastisch (Abbildung 8). Die

Stem-Region ist im gebundenen Zustand 7 A schmaler und bildet eine konservierte
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Bindungstasche fiir das sulfatierte Tyrosin (Tys) des CCR5-Rezeptors. Zudem ist die

B-Haarschleife rigider als im ungebundenen Zustand.®

ungebunden gebunden o

Abbildung 8: Die V3-Region im ungebundenen Zustand und gebunden an ein 14 AS CCR5-Peptid des
N-Terminus (violett) bzw. an das Antikorperfragment 412d CDR H3. Im gebundenen Zustand ist der V3-Stem
7 A schmaler als im ungebundenen Zustand und bildet eine Bindungstasche fiir die sulfatierten Tyrosine (Tys).38

3.6 Therapieansatze
3.6.1 Antiretrovirale Therapie

HIV-Infizierte konnen mittlerweile dank der antiretroviralen Therapie (ART), die friiher als
highly active antiretroviral therapy (HAART) bezeichnet wurde, fast ein normales Lebensalter
erreichen. Momentan gibt es 25 von der FDA (US Food and Drug Administration) zugelassene
Wirkstoffe gegen vier virale und ein zelluldres Protein, die in Kombination verabreicht
werden.”?>  Nukleosid-/Nukleotid-analoge-RT-Inhibitoren (NRTI) und Nicht-Nukleosid-/
Nukleotid-analoge-RT-Inhibitoren (NNRTI) inhibieren die RT durch Strangabbruch oder
allosterisch. Proteaseinhibitoren (PI) binden kompetitiv an der aktiven Stelle der viralen
Protease und verhindern die Reifung. Den entry verhindern Inhibitoren, die entweder gp41
binden und somit die Fusion verhindern oder welche, die den zelluldren Rezeptor CCR5
blockieren. Zuletzt gibt es noch Integraseinhibitoren, die die Integrase am Strangtransfer
hindern. Seit 2012 wird die ART fir alle Infizierten empfohlen.”® Wichtig ist jedoch, dass die
Medikamente ein Leben lang und sehr regelmalig eingenommen werden, weil sonst deren
Wirkung vermindert wird und neue Resistenzen auftreten kénnen.”*

Da immer wieder neue resistente Virusstimme entstehen, wird auch weiterhin an der

Entwicklung neuer Wirkstoffe geforscht. Viele Studien versuchen z.B. durch neue
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Kombinationspraparate bekannter Wirkstoffe die Wirkung zu verbessern und Resistenzen zu
minimieren.”

Prinzipiell sind alle Proteine und Enzyme des Replikationszyklus potenzielle Angriffspunkte
fiir Inhibitoren, weshalb sich viele Forschergruppen nicht nur auf die Entwicklung weiterer
Inhibitoren von RT, Protease, Integrase und CCR5, sondern auch auf neue Ziele, wie z.B. das

577 Eg laufen bereits

Gag-Vorlauferprotein oder das Nukleokapsidprotein konzentrieren.
Phase-lI-Studien zum Maturationsinhibitor BMS-955176, der das Gag-Protein bindet und
somit die Prozessierung durch die virale Protease verhindern soll.”

Ein offensichtliches, aber schwierig zu treffendes Ziel zur Inhibierung ist das sehr variable
Oberflachenprotein gp120, das den Erstkontakt mit der Zelle vermittelt. Da es sich bei gp120
um ein hochglycosyliertes Protein handelt, dessen Proteinoberflache stark von Glycanen
abgeschirmt wird, gibt es Versuche Wirkstoffe zu finden, die speziell gegen die
Kohlenhydrate von gp120 gerichtet sind. Solche carbohydrate-binding agents (CBAs) richten
sich haufig gegen die ungewohnlichen, im Menschen sonst nicht vorkommenden,
mannosereichen Glycane, fiihren aber bisher schnell zu Resistenzen. Abhilfe konnte hier, wie
bei der ART, eine Kombination mehrerer Wirkstoffe schaffen.*

Eine andere Variante das gp120 ins Visier zu nehmen, bietet die passive Immunisierung mit
breit neutralisierenden Antikorpern (bnAbs), die den GroRteil aller zirkulierenden HIV-
Stdmme zu neutralisieren vermogen. Fast alle HIV-Infizierten bilden neutralisierende AK
gegen das virale Hillprotein, aber nur sehr wenige, als HIV-Controller (HIC) bezeichnete
Individuen, sind durch Bildung von bnAbs auch ohne ART in der Lage die Infektion jahrelang
zu kontrollieren. Die meisten bnAbs sind gegen vier Epitope gerichtet: die CDA4-
Bindungsstelle, ein Bereich aus V1/V2 und dem Glycan N160, der V3-Loop und das Glycan
N332 sowie der membran-nahe Bereich von gp41. Es werden jedoch immer wieder bnAbs
gegen weitere Epitope entdeckt.”® Zuletzt konnten verschiedene bnAbs gegen Env aus HIC-
Patienten isoliert und in Studien mit humanisierten Mausen und Menschen getestet

881 pabei zeigte sich, dass einzeln verabreichte bnAbs in humanisierten Mausen

werden.
schnell zu Fluchtmutationen fiihrten, wahrend eine einzelne Injektion einer Kombination aus
mindestens drei bnAbs eine Reduktion der Viruslast unter die Nachweisgrenze fiir 60 Tage
ermt')glichte.80 Ein dhnliches Ergebnis konnte mit dem einzeln verabreichten bnAb 3BNC117
in einer Phase-I-Studie in Menschen erzielt werden. Dort wurde die Viruslast durch eine
Einzel-Injektion flr 28 Tage signifikant reduziert.” Somit kénnte die Immunotherapie mit
einer monatlichen Spritze bald eine Alternative bzw. Ergdnzung zur ART mit taglicher

Tabletteneinnahme sein.
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3.6.2 Impfstoffe

Dank der ART ist die HIV-Infektion mittlerweile keine zwangslaufig todliche, aber doch noch
immer eine chronische Krankheit. Bislang ist wenig bekannt zu Langzeit-Nebenwirkungen
der ART.? AuRerdem hat auch noch nicht jeder Zugang zur ART. Daher ist die Entwicklung
eines Impfstoffes noch immer das oberste Ziel der HIV-Forschung.

Klassisch wird mit Virusbestandteilen geimpft, wodurch das Immunsystem aktiviert und AK
und spezifische zytotoxische T-Zellen produziert werden. Zwei grolRe Phase-IlI-Studien
konnten durch Injektionen von rekombinantem gp120 die Rate der Neuinfektionen nicht

senken 8%83

Das liegt zum Teil daran, dass die konservierten und immunogenen Bereiche,
wie z.B. der V3-Loop sowohl durch das glycan shield als auch durch inaktive Konformationen
verdeckt sind. An CD4 gekoppelte, aktive Konformationen hatten eine gesteigerte, aber noch
nicht ausreichende Immunogenitat.’

Die in Thailand durchgefiihrte Studie RV144 zeigt jedoch, dass die Entwicklung eines
Impfstoffes moglich sein sollte. 16000 Thaildander wurden mit Vektoren geimpft, die Gag,
Protease und gp120 verschiedener Subtypen exprimieren. Nach einem Jahr gab es in der
Versuchsgruppe 60% weniger Neuinfektionen als in der Kontrollgruppe und nach drei Jahren
lag die Zahl immerhin noch bei 31%.%*

Fiir eine erfolgreich wirkende Immunisierung wird es notig sein bnAbs zu induzieren, was
jedoch schwierig ist, da diese sehr ungewdhnliche, stark mutierte Strukturen im Vergleich zu

anderen AK aufweisen.’®

Eine Variante bnAbs zu erzeugen ware, den Weg, den ein AK bis
zur Entwicklung zum bnAb zurilicklegt, zu reproduzieren. Die bisher einzige Studie zur
Coevolution von Virus und bnAb zeigt jedoch, dass das am Ende stark mutierte Hiillprotein
den AK zur haufigen Anpassung durch somatische Mutationen zwingt, bevor er zu einem
potenten bnAb wird.®® Somit ist es nétig, die Env-Epitop-Evolution durch sequenzielle
Immunisierung zu mimikrieren und so moglicherweise jene B-Zellen zu aktivieren, die fiir die
Keimbahn-Produktion der bnAb-Vorliufer erforderlich sind.®*

Die zweite Variante ware das rationelle Design von Immunogenen, die auf Strukturen bereits
bekannter bnAbs und deren Ligandepitope basieren. Diese sollen B-Zellen der Keimbahn
aktivieren und vermehren, die bnAb-Vorlaufer produzieren kénnen.

Zuletzt gelang die Erzeugung eines Immunogens, das in menschlichen B-Zellen bnAb-
Vorlaufer der VRCO1-Klasse induzieren konnte wund somit einen moglichen

Impfstoffkandidaten darstellt.?”®
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3.6.3 Heilung

Bisher gibt es mit dem Berliner Patient (s. Abschnitt 3.4) erst einen wissenschaftlich
bestatigten geheilten Menschen. Da eine Stammzelltherapie mit 50% Mortalitatsrate und
auch viel zu wenig verfligbaren Spendern moralisch nicht vertretbar ist, werden andere

3189 74 unterscheiden sind dabei die Eradikation, also die

Methoden der Heilung erforscht.
Entfernung aller latenten Virusreservoire und die funktionelle Heilung, bei der das
Immunsystem soweit gestarkt wird, dass die Infektion auch ohne lebenslange ART unter
Kontrolle gehalten wird.

Als zumindest zum Teil funktionell geheilt gelten z.B. der Hamburg-Patient und die
VISCONTI-Patienten, die sehr friih nach der Infektion fir einige Jahre antiviral behandelt
wurden. Nach Absetzen der ART blieb die Viruslast beim Hamburg-Patient bis zuletzt und bei
den VISCONTI-Patienten fiir fast 10 Jahre unter der Nachweisgrenze.”*%*

Die Kick-and-Kill-Strategie hat den Ansatz, latent infizierte Zellen anzustoRen, damit sie das
Virus aktiv replizieren, um es dann z.B. durch therapeutische Impfungen oder ART zerstdren
zu konnen. In einigen Studien wurde bereits getestet, ob durch Gabe von Histon-
Deacetylase-Inhibitoren die Transkription des viralen Genoms in latenten Reservoirs aktiviert
werden kann. Bisherige Ergebnisse zeigen nur einen moderaten Erfolg, weitere Studien sind

89,92

im Gange. Andere mogliche Wirkstoffe, die z.T. bereits in klinischen Studien getestet

werden, sind z.B. Interleukine, Toll-like-Rezeptor-Agonisten oder Protein-Kinase-C-
Aktivatoren.’®%?

Verschiedene Methoden der Gentherapie werden ebenfalls untersucht, sind aber zum Teil
noch weit von einer klinischen Anwendung entfernt. Dabei wird einerseits versucht das

93-95

virale Genom durch veranderte Nukleasen zu entfernen. Eine andere Variante versucht

mit Zinkfingernukleasen das CCR5-Gen zu beschneiden und so den entry des Virus dauerhaft

31,9657 Baij all diesen Varianten besteht aber das Problem darin, die Nukleasen

zu verhindern.
in die infizierten Zellen zu bekommen. Dazu werden CD4-T-Zellen entnommen, genetisch
verandert und wieder injiziert. Diese veranderten Zellen sollen im Riickenmark anwachsen
und sich vermehren.’® In einer ersten Studie zu Zinkfingernukleasen mit zwdlf Personen

zeigte sich jedoch kein dauerhafter Effekt.”’
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4 Methoden

4.1 Synthese von Peptiden und N-Typ-Glycopeptiden
4.1.1 Festphasenpeptidsynthese

Bei Peptiden handelt es sich um Oligomere, die aus mehreren Aminosauren bestehen und
auf verschiedenen Wegen synthetisiert werden kdnnen. Eine Moglichkeit ist es, die Peptide
rekombinant (iber Expressionssysteme synthetisieren zu lassen. Eine andere Moglichkeit
bietet die Verwendung von Peptidasen, die Peptide enzymatisch herstellen konnen.”® Die
rein chemische Synthese hat den Vorteil, dass die Verknipfungen der Aminosduren unter
kontrollierten Bedingungen ablaufen und somit auch Glycopeptide oder andere modifizierte
Peptide dargestellt werden kénnen.

Bei Aminosauren handelt es sich um multifunktionale Molekile, weshalb eine sorgfiltig
ausgewahlte Schutzgruppenstrategie essenziell ist, um unkontrollierte Oligomerisierungen
zu vermeiden. Die Seitenketten benétigen Schutzgruppen, die unter den gewahlten
Reaktionsbedingungen stabil sein miissen, wdhrend die a-Funktionalititen temporare,
orthogonal abspaltbare Schutzgruppen erfordern. Es ist aullerdem noétig, die
Carboxylfunktion zu aktivieren, um die Kupplung unter milden Bedingungen durchfiihren zu
kénnen.

O automatisierte

Im LabormaRstab findet vor allem die von R. B. Merrifield entwickelte'
Festphasensynthese Anwendung. Sie hat den groBen Vorteil, dass (iberschiissige Reagenzien
nach jedem Schritt einfach weggewaschen werden kénnen, wahrend das wachsende Peptid
an der festen Phase gebunden bleibt. Die Synthese erfolgt dabei vom C- zum N-Terminus
und somit gegenldufig zur biologischen Peptidsynthese. Die Festphasenpeptidsynthese der
Fmoc-Schutzgruppenstrategie ist in Abbildung 9 schematisch dargestellt.

Die feste Phase besteht aus einem funktionalisierten Polystyrol-Harz und einem Linker, an
dem das wachsende Peptid gebunden ist. Zu Beginn missen die Aminofunktionen entschiitzt
werden, an die die erste Aminosaure gekuppelt werden soll. Die Aminogruppen sind durch
die basenlabile Fmoc-Gruppe geschitzt. Das bei der Entschiitzung entstehende
Methylenfluoren ist UV-aktiv und lasst die Bestimmung der Rohausbeute zu. Im zweiten
Schritt wird die erste aktivierte Aminosaure verknipft. Als Aktivierungsreagenzien bieten
sich  Uroniumsalze wie TBTU (O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N‘-tetramethyluronium
Tetrafluoroborat) oder HATU (O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N‘-tetramethyluronium
101-103

Hexafluorophosphat) an, die die Carboxylfunktion in situ in Aktivester Gberfihren.

Nicht vollstandig umgesetzte Aminofunktionen werden anschlieend durch Acetylierung
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blockiert, um Deletionspeptide zu vermeiden. Diese Schritte werden wiederholt, bis das
Peptid die gewiinschte Lange und Sequenz aufweist. Zuletzt wird das Peptid nach einem
letzten Entschitzungsschritt mittels wassriger Trifluoressigsaure (TFA) und unter Zusatz des
scavengers Triisopropylsilan (TIPS) vom Harz abgespalten. Die saurelabilen Schutzgruppen

der Seitenketten (Trt-, Pbf, tBu- und Boc-Gruppen) werden dabei ebenfalls entfernt.'®®

Linker ——NH-Fmoc

. Piperidin in DMF (20%) 1.) Entschiitzung
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Festphasenpeptidsynthese mit den Schritten 1.) Fmoc-Abspaltung,
2.) Kupplung der Aminosaure ans Harz, 3.) Capping freier Aminogruppen, 4.) Fmoc-Abspaltung, 5.) Abspaltung
vom Harz und gleichzeitige Entfernung der Seitenketten-Schutzgruppen.

4.1.2 Synthese von disulfidverbriickten, zyklischen Peptiden

Disulfidbriicken spielen in der Natur eine wichtige Rolle bezliglich Aktivitdt und Struktur von

104,105

Proteinen und Peptiden. Synthetisch konnen Disulfidbindungen auf verschiedenen

Wegen erhalten werden. Entschiitzung und Oxidation der Cysteine kdnnen bei Verwendung
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der gleichen Schutzgruppe entweder schrittweise oder simultan erfolgen. Bei Verwendung
unterschiedlicher Cystein-Schutzgruppen kann die Bindung durch selektive Entschitzung und
Aktivierung mit anschlieBender Disulfidaustauschreaktion gebildet werden. Die
letztgenannte Methode ist die aufwendigste der drei Moglichkeiten, die sich vor allem fiir
komplexe Peptide mit mehreren intramolekularen oder Peptide mit intermolekularen

106

Disulfidbindungen anbietet.” Die simultane Zyklisierung hat den Vorteil, dass ein Schritt

gespart wird, aber den Nachteil, dass die Konzentration so hoch ist, dass es zu

Polymerisierungen kommen kann.'’

Die schrittweise Entschiitzung und Oxidation hat den
Vorteil, dass das Peptid vor der Oxidation gegebenenfalls gereinigt werden kann. Alle
Methoden unterliegen allerdings der Gefahr von Di-, Oligo- und Polymerisierung. Durch
hohe Verdiinnung bzw. Pseudoverdiinnung lassen sich diese Nebenreaktionen verringern.
Pseudoverdiinnung bedeutet dabei, dass bei Reaktion an der festen Phase mit einer

geringen Belegungsdichte gearbeitet wird.'**%

Je langer die zu zyklisierenden Peptide sind,
umso schwieriger wird allerdings die Vermeidung von intermolekularen Nebenreaktionen.*”’
Es kénnen verschiedenste Oxidationsmittel wie z.B. lod, DMSO oder Sauerstoff genutzt
werden. Luftsauerstoff ist dabei eine sehr milde Variante, die keine unerwiinschten
Rickstinde hinterldsst.’® Als Schutzgruppe der Cysteine stehen ebenfalls viele
unterschiedliche Méglichkeiten zur Verfligung. Die Trityl-Schutzgruppe hat den Vorteil, dass
die Entfernung zusammen mit der Abspaltung vom Harz in wassriger TFA erfolgt und die
Zyklisierung direkt aus dem verdiinnten Rohprodukt moglich ist. Allerdings muss dabei
streng unter Inertgasatmosphare gearbeitet werden, um die Polymerisierung zu vermeiden.
Einfacher ist da die Verwendung einer orthogonal abspaltbaren Schutzgruppe, wie der
tert-Butylthio-Gruppe (StBu). So ist die Reinigung des Peptids mittels HPLC moglich, bevor
die StBu-Gruppen reduktiv durch niedermolekulare Dithiole wie z.B. Dithiothreitol oder

B-Mercaptoethanol entfernt werden.'%**

4.1.3 N-Typ-Glycopeptidsynthese

Glycosylierungen stellen eine der wichtigsten posttranslationalen Modifikationen von

46,112

Proteinen und Peptiden dar. Synthetisch lassen sich N-Typ-Glycopeptide ebenso wie

Peptide enzymatisch, biochemisch oder chemisch herstellen. Die enzymatische Synthese
erfordert jeweils spezifische Glycosyltransferasen, die nicht immer zur Verfligung stehen.™
Bei der Synthese mit Hilfe von Expressionssystemen tritt keine heterogene Glycosylierung

114,115

auf, da diese spezies- und zelltypspezifisch ist. Eine gute Alternative bietet daher die
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chemische Synthese, mit der ein einheitliches Glycosylierungsmuster bei definierter Sequenz
erzielt werden kann.

Es lassen sich zwei grundsatzliche Synthesestrategien unterscheiden. Entweder kann das
Glycan in einer konvergenten Synthese mit dem fertigen Peptid verknlipft werden oder ein
glycosylierter Asparaginbaustein wird in einer sequenziellen bzw. Blocksynthese eingesetzt.
Flr die konvergente Synthese werden Aspartate mit orthogonalen Schutzgruppen (z.B. Allyl)
verwendet, die im Anschluss an die Peptidsynthese mit Glycosylaminen umgesetzt

werden.

Dies hat den Vorteil, dass weniger vom wertvollen Glycan bendtigt wird, da es
erst am Ende der Synthese zum Einsatz kommt. Der Nachteil an diesem Vorgehen ist jedoch,
dass es vorkommen kann, dass eine vorliegende Sekundarstruktur den Zugang zur
Glycosylierungsstelle erschwert. In diesem Arbeitskreis wurden in der Vergangenheit keine
guten Erfahrungen mit dieser Methode gemacht.m’118

Die alternative Methode mit glycosylierten Asparaginbausteinen erfordert eine weniger
aufwendige Schutzgruppenstrategie und ermoglicht die Synthese von mehrfach
glycosylierten Peptiden. Sie hat allerdings den Nachteil, dass eine gréRere Menge Saccharid
bendtigt wird. Zunachst muss namlich der Baustein in mehreren Schritten synthetisiert
werden und weiterhin gibt es unvermeidlich Ausbeuteverluste durch nicht quantitativ
verlaufende, nachfolgende Aminosaurekupplungen. Das Glycan muss zudem die restlichen
Kupplungen sowie die Abspaltung vom Harz liberstehen, weshalb meist Hydroxyl-geschiitzte

119 Mit diesem Verfahren lassen sich auch weiterhin

Glycosylbausteine eingesetzt werden.
hochreaktive Aktivierungsreagenzien wie TBTU und HATU einsetzen. Die sterisch
anspruchsvollen saccharidischen Schutzgruppen scheinen jedoch einen negativen Einfluss

120

auf die Kupplungsdauer zu haben.”” Die Verwendung ungeschiitzter Kohlenhydrate ist

ebenfalls moéglich, bedarf dann aber des Einsatzes weniger reaktiver Reagenzien wie z.B.
N,N‘-Diisopropylcarbodiimid (DIC) oder Pentafluorphenyl-aktivierte (Pfp) Aminosauren.*%3
Bei letzterer Vorgehensweise muss zusatzlich das Capping unreagierter Aminogruppen
angepasst werden, %'

Ein Problem bei der chemischen Glycopeptidsynthese stellt die Aspartimidbildung dar.*?®
Dabei kann es unter basischen Bedingungen zur Bildung eines Succinimidringes kommen,

was zur Racemisierung des Peptids fuhrt.?’

4.2 Oberflichenplasmonenresonanz

Seit 1983 die Oberflachenplasmonenresonanz (SPR, surface plasmon resonance) zum ersten

Mal fiir Biosensoren genutzt wurde?®, hat sich die Methode zu einem Standardwerkzeug fiir



Methoden | 23

die Detektion von (bio)molekularen Interaktionen entwickelt. Dabei wird ausgenutzt, dass
angeregte Oberflichenplasmonen extrem sensitiv auf Anderungen des Brechungsindex im

129,130

umgebenden Medium reagieren. Der prinzipielle instrumentelle Aufbau moderner

Gerate ist in Abbildung 10 gezeigt.™

Eine Lichtquelle strahlt p-polarisiertes Licht durch ein
Prisma unter Totalreflexion auf eine Goldschicht, wodurch die freien Elektronen im Metall
mit den Photonen interagieren und Oberflaichenplasmonen angeregt werden. Im Metall
entsteht ein Evaneszenzfeld, welches auch noch Uber die Goldschicht hinaus, bis in das
vorbeiflieRende wassrige Medium, wirkt. Die Eindringtiefe des evaneszenten Feldes liegt bei
etwa der Halfte der Wellenldnge der Lichtquelle, also ca. 200 nm. Die Anregung der
Oberflachenplasmonen ist winkelabhangig, wobei das reflektierte Licht beim

Resonanzwinkel ein Intensitatsminimum aufweist (Abbildung 10).

Intensitat
Lichtquelle Detekt
2 Il
Reflektiertes Winkel
Resonanz-
I Signal
Sensor-Chip Kon Ky
mit Goldfilm
|
i Zeit
[Ligand Analyt

Sensorgram

Abbildung 10: SPR-System bestehend aus einer Lichtquelle, die polarisiertes Licht durch ein Prisma auf den
Sensor-Chip strahlt. Das Licht wird an der Goldoberfliche reflektiert und die Intensitat detektiert. Durch
immobilisierte Liganden auf der anderen Seite der Goldschicht, an die vorbeistromende Analyten binden
kénnen, andert sich der Brechungsindex des Mediums, was eine Intensitdatsanderung zur Folge hat."*!

Auf die Goldschicht ist eine funktionalisierte Dextran-Matrix aufgebracht, an die einer der zu
untersuchenden Bindungspartner gekuppelt wird. Am immobilisierten Liganden wird ein
geldster bzw. suspendierter Analyt vorbeigeleitet. Andert sich in direkter Umgebung der
Goldschicht der Brechungsindex, wie im Falle einer Massenzunahme durch Wechselwirkung
von Analyt und Ligand, verschiebt sich das Intensitdtsminimum und es ist ein Anstieg des

Resonanzsignals beobachtbar.'*?

Das Signal entspricht dabei der zeitlichen Veranderung des
Resonanzwinkels in response unit (RU), wobei die Anderung nahezu proportional zur
Massenzunahme ist.*® Ein Anstieg um 1 RU entspricht in etwa einer gebundenen Masse von
1 pg/mmz.lg‘2 Der zeitliche Verlauf des Resonanzsignals wird Sensorgramm (Abbildung 11)

genannt und beginnt nach der Injektion des Analyten mit der Assoziation und dem Anstieg
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der Kurve. Nach Ende der Injektion dissoziiert ein Teil des gebundenen Analyten, wodurch
das Signal wieder abfallt. Um vollstandig zur Basislinie zurlickzukehren, wird mit einer

geeigneten Losung regeneriert.
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Abbildung 11: Verlauf eines idealen SPR-Sensorgramms: Wahrend der Assoziation wird der Analyt vom
Liganden gebunden und das Resonanzsignal steigt bis zu einer Sattigung an. Nach Ende der Injektion dissoziiert
ein Teil der Analyten, wahrend bei der Regeneration samtliche Analytmolekile dissoziieren. Im Anschluss wird
die anfangliche Basislinie wieder erreicht.”

Durch Aufnahme der Sensorgramme mit unterschiedlichen Analytkonzentrationen lasst sich
die thermodynamische Dissoziationskonstante Kp bestimmen. Dazu werden die
Sattigungswerte RUmax gegen die jeweiligen Konzentrationen ¢z der Analytlésung
aufgetragen. Eine Anpassung an das One-site-binding-Modell aus Gleichung (1) liefert die
Dissoziationskonstante.

RU oy * Cr

RU(CB) = m (1)

4.3 Durchflusszytometrie

Bei der Durchflusszytometrie handelt es sich um ein optisches Verfahren zur

1 .
% Ein oder mehrere

Charakterisierung, Quantifizierung und Sortierung einzelner Zellen.
Laser bestrahlen vorbei flieRende Zellen, die durch hydrodynamische Fokussierung
vereinzelt vorliegen. Die hydrodynamische Fokussierung wird, wie in Abbildung 12a
erkennbar ist, durch einen Hullstrom gewahrleistet. Dieser Hiillstrom weist andere Werte fir
Druck, Geschwindigkeit und Dichte auf als der Probenfluss, wodurch verhindert wird, dass
beide Flussigkeiten sich mischen.®® Das eingestrahlte Licht wird an der Zelle gestreut und

gleichzeitig kann ein vorhandener Fluoreszenzfarbstoff angeregt werden, sodass



Methoden | 25

verschiedene Emissionen gleichzeitig detektiert werden koénnen (Abbildung 12b). Dabei
werden zwei verschiedene Arten der Streuung detektiert. In einem flachen Winkel zwischen
0° und 10° wird die Vorwartsstreuung (FSC, forwards scatter) und senkrecht zum Laserstrahl
das Seitwartsstreulicht (SSC, sidewards scatter) detektiert. FSC liefert Informationen Uber
GroBBe und Form der Zellen, wahrend SSC abhdngig von komplexer Mehrfachstreuung an
intrazellularen Kompartimenten ist und somit Auskunft iber die Granularitat der Zellen
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Abbildung 12: Schematische Darstellung eines Durchflusszytometers: a) Hydrodynamische Fokussierung der
Probe durch umgebenden Hillstrom mit anderem Druck und anderer Geschwindigkeit und Dichte. b) Aufbau
eines Durchflusszytometers. Ein oder mehrere Laser treffen senkrecht in dem hydrodynamisch fokussierten
Probenfluss auf die vereinzelten Zellen. Dabei werden sowohl mogliche Fluoreszenzfarbstoffe angeregt als auch
das Licht gestreut (FSC und SSC) und die jeweiligen Emissionen detektiert."*®

Zellen kénnen, je nach Fragestellung, mit verschiedenen Typen von Fluorochromen markiert
werden, sodass zusatzlich zur Streuung ihre Fluoreszenz gemessen werden kann. Dabei ist es
moglich, dass sowohl mehrere Zelltypen als auch unterschiedliche Farbstoffe gleichzeitig in
einer Probe vorliegen und nebeneinander mittels photomultiplier (FL1, FL2, FL3...) detektiert
werden kdnnen.

Zur Untersuchung des Phanotyps bieten sich beispielsweise Fluorochom-gelabelte
Antikorper an, die spezifisch ein Antigen auf der Zelloberflache binden. Ein Beispiel fir ein
Fluorochrom, das an einen Antikorper gekoppelt werden kann, ist das Phycoerithrin (PE) aus

138 £ kdnnen natiirlich nur Farbstoffe verwendet

Algen, das griin-blaues Licht absorbiert.
werden, die durch die Wellenldange des vorhandenen Lasers angeregt werden kdnnen.

Die Ergebnisse lassen sich entweder eindimensional als Histogramm oder zweidimensional
als Dotplot darstellen. Dabei werden zwei Intensitaten gegeneinander aufgetragen, wobei

jeder Punkt einer Zelle entspricht. Es kdnnen alle gemessenen Emissionen (FSC, SSC, FL1
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usw.) gegeneinander aufgetragen werden, wodurch Bereiche bestimmter Eigenschaften

ermittelt werden, die zur Zellsortierung genutzt werden kénnen "3

4.4 Konformationsanalyse von Peptiden

Peptide haben viele frei drehbare Bindungen und somit viele mogliche Konformationen.
Diese lassen sich durch die Diederwinkel ¢ und § beschreiben, die in Abbildung 13a gezeigt
sind. Neben der Rontgenkristallstrukturanalyse bietet die NMR-Spektroskopie eine weitere
Moglichkeit zur Strukturaufklarung von Peptiden. Aus NMR-Daten kodnnen Diederwinkel
sowie Abstande von Protonen ermittelt werden, mit denen sich Konformationen berechnen

lassen. 3!
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Abbildung 13: Peptidkonformationen lassen sich mit Hilfe der Diederwinkel ¢ und { beschreiben: a) Der
Winkel ¢ beschreibt die Drehung um die N-C,-Bindung, der Winkel { die Drehung um die C,-C(0)-Bindung. b)
Im Ramachandran-Plot sind beide Diederwinkel gegeneinander aufgetragen, erkennbar sind verschiedene
erlaubte Bereiche.”"***

Da die GroRe von >J-Kopplungskonstanten winkelabhingig ist, lassen sich aus experimentell
bestimmten 3J—Kopp|ungskonstanten entsprechende Diederwinkel berechnen. Den
mathematischen Zusammenhang zwischen Torsionswinkel ¢ und der Kopplungskonstante J
liefert die Karplus-Gleichung (2). Bei A, B und C handelt es sich um empirische Karplus-

Koeffizienten, die abhangig von den beteiligten Kernen und deren Substituenten sind.*%°

3/ =A-cos’¢p+B-cosp +C ()

Eine Losung der Karplus Gleichung (2) fiir Peptide wird durch Parametrisierung und

quantenmechanische Rechnungen erhalten und ist in Gleichung (3) gezeigt.***
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gy () = 6.7 - cos?(¢p — 60°) — 1.3 - cos(¢p — 60°) + 1.5 3)

Durch Auflésung von Gleichung (3) nach ¢ wird Gleichung (4) erhalten, welche bis zu vier
mogliche Losungen hat. Die erhaltenen Winkel sollten in den erlaubten Bereichen des
Ramachandran-Plots (Abbildung 13b) liegen. Ramachandran et al.’*’ haben durch Hard-
sphere-Modelrechnungen Winkelbereiche ermittelt, bei denen die Van-der-Waals-Radien

der einzelnen Atome nicht miteinander kollidieren.

600 4 1.3 N <1.3 )2 (1.5 —]) @)
¢ =060° tarcos|72ot (132 6.7

Zusatzlich zu Winkeln kdnnen auch Abstdnde aus NMR-Experimenten erhalten werden.
Durch den nuclear Overhauser effect (NOE) ist es moglich, interatomare Abstiande aus der
dipolaren Kopplung zweier Protonen zu ermitteln. Der NOE nutzt den Umstand, dass ein
Kern S, der durch einen Sattigungspuls aus seinem thermodynamischen Gleichgewicht
gebracht wurde, zum Gleichgewichtszustand zuriickkehren will. Dabei kann es zu Null- und
Zweiquantenlibergangen kommen, die einen benachbarten Kern | in seiner Signalintensitat
beeinflussen. Die Wahrscheinlichkeit solcher Ubergénge ist abhingig von dem Abstand zum
benachbarten Kern, den gyromagnetischen Verhaltnissen der Kerne | und S, der
Korrelationszeit sowie der Spektrometerfrequenz. Im 2D-NOESY-Experiment werden die

143

Kreuzrelaxationen fir alle Protonen gleichzeitig detektiert.”™ Die Verstarkung der Intensitat

von Kern | durch Sattigung von Kern S wird durch die Solomon-Gleichung (5)

beschrieben. 1%

o W, — W,
sy =228 LB T T ] (5)
Yi Pis Vi Wy +2W + W,

Wobei: fi(S) = Verstarkung der Intensitat des NOE-Signals von Kern | bei Sattigung von S, Wy = Null-
quantenibergangswahrscheinlichkeit, W1 = Einquantenlbergangswahrscheinlichkeit, W, = Zwei-
quanteniubergangswahrscheinlichkeit, ois = Kreuzrelaxationsrate, pis = Eigenrelaxationsrate, y =
gyromagnetisches Verhaltnis

Die Kreuzrelaxationsrate ojs beschreibt den Aufbau des NOEs, wahrend die
Eigenrelaxationsrate pis den Abfall der Signalintensitat und damit den Abbau des NOEs
beschreibt. Die Abhangigkeit der Kreuzrelaxationsrate vom Abstand ris zweier Kerne ist in

Gleichung (6) zu sehen.***
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o= W, —W, Mﬁ'&—’[ (6)
IS 2 0 r]g 1+4‘ng§ c

Wobei: wo = Larmorfrequenz, . = Korrelationszeit, ris = Abstand der Kerne | und S

Um interatomare Abstande bestimmen zu kénnen, miissen mehrere NOESY-Experimente mit
unterschiedlichen Mischzeiten durchgefiihrt werden. Die erhaltenen Kreuzpeakvolumina
lassen sich gegen die Mischzeit auftragen und ergeben so eine NOE-Aufbaukurve, deren

1%® Der NOE steigt an

Kinetik im Idealfall der doppeltexponentiellen Funktion (7) entspricht.
bis im Maximum Kreuz- und Eigenrelaxationsrate denselben Wert haben und fallt dann

schlieBlich ab, sobald die Eigenrelaxation lUberwiegt (Gleichung (5)).

—PyTm . (1 _ e_Ple)

VKreuzpeak =Py -e (7)

Wobei: Vkreuzpeak = Kreuzpeakvolumen, tm = Mischzeit, Po, P1 und P2 = dimensionslose Parameter

Die Kreuzrelaxationsrate entspricht der Anfangssteigung der Kurve, die aus der Ableitung
von Gleichung (7), dem Produkt der Parameter Py, und P, erhalten wird. Die Abstinde
werden anschlieBend mittels eines Referenzabstandes berechnet (Gleichung (8)), da die
Korrelationszeit meist unbekannt ist. Als Referenzabstand kénnen geminale oder vicinale,

aromatische Protonen mit konstantem Abstand genutzt werden.'**

Uref>_6

Tis = Tref (
Ois

(8)

Wobei: 115, ref = Abstand der Kerne | und S sowie der Referenzprotonen, ois, Orer = Kreuz-
relaxationsrate der Kerne | und S sowie der Referenzprotonen

Mit Hilfe der berechneten Winkel und Abstande lassen sich 3D-Strukturen generieren, die
der zeitlich gemittelten Konformation des Peptids entsprechen. Zur Berechnung solcher
Strukturen werden Distance-geometry-Algorithmen (DG) verwendet, die die NMR-Daten als
Beschrankungen nutzen und in rdaumliche Koordinaten Ubersetzen. Das verwendete
Programm CYANA (combined assignment and dynamics algorithm for NMR applications)
nutzt das ECEPP-Kraftfeld**’**® zur Berechnung von Konformationen. CYANA variiert die
Torsionswinkel statt der kartesischen Koordinaten, wodurch die Rechnungen sehr viel
effizienter ablaufen als bei Molekiildynamik-Simulationen. Die Konformationen werden in
mehreren Zyklen den vorgegebenen Beschriankungen der NMR-Daten angepasst, wobei
realistische Winkel und Abstdnde eingehalten werden. Das Programm gibt fir jede

Konformation Target-function-Werte aus, die angeben, wie gut die urspringlichen
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Beschrankungen eingehalten werden. Je kleiner der Wert, desto besser werden die
Vorgaben erfiillt. DG-Rechnungen berticksichtigen bei der Berechnung der Konformere

allerdings keine energetischen Aspekte, >

4.5 Molecular Modeling

Das Verhalten von Molekiilen, die Darstellung und Bearbeitung von dreidimensionalen
Molekilstrukturen sowie deren physikochemischen Eigenschaften lassen sich mit Hilfe des
molecular modeling berechnen. Heutzutage findet molecular modeling besonders im
rationalen Wirkstoffdesign Anwendung, bei dem Wirkstoffe anhand von bekannten
Strukturmodellen gefunden werden. Die bendétigten Strukturen werden entweder
experimentell mittels NMR oder Rontgenkristallstrukturanalyse oder mit Hilfe von
Homologiemodellen dhnlicher Strukturen erhalten.

Zur Modellierung groRBerer Molekiile wie Proteine und Peptide sind quantenmechanische
Rechnungen, die auf der Gesamtheit der beteiligten Elektronen basieren, nicht mehr
geeignet. Stattdessen werden Kraftfelder verwendet, die die Energien des Systems abhangig
von Atompositionen berechnen und dafiir die klassische Mechanik benutzen.™*

In die potenzielle Energie eines Systems flieBen kovalente Interaktionen wie
Bindungslangen, -winkel und Rotationen um Bindungen (Torsionswinkel) ebenso ein wie

nicht kovalente elektrostatische und Van-der-Waals-Wechselwirkungen (Gleichung (9)).*>*

Erotar = EBindung + Ewinket + Etorsion + Ecoutomp + Evaw (9)

Kraftfelder sind empirisch ermittelt und nutzen Standardwerte flir Atomabstande
und -winkel und bestrafen Abweichungen von diesen Werten durch erhéhte Energiewerte.
Einige Kraftfelder nutzen weitere Terme, die z.B. Wasserstoffbriickenbindungen oder die
Planaritdt von aromatischen Systemen bericksichtigen.

Mit Hilfe eines Minimierungsalgorithmus wird die Molekiilgeometrie schrittweise verandert,
um die Energie eines Systems zu verringern. Bindungswinkel und —langen werden variiert,
um lokale Energieminima zu finden. Das globale Energieminimum eines Systems kann so
nicht gefunden werden, weil zu groRe Energiebarrieren Gberwunden werden missten.™!
Eine Moglichkeit, mit der das globale Energieminimum moglicherweise gefunden werden

kann, ist eine Molekildynamik-Simulation (MD, molecular dynamics). MD-Simulationen

simulieren das dynamische Verhalten eines Molekils und liefern so viele verschiedene



30 | Methoden

Konformationen und deren Energien im zeitlichen Verlauf. In diskreten Zeitabschnitten
werden mit Hilfe der Newtonschen Bewegungsgleichungen Trajektorien berechnet, die die
Geschwindigkeiten und Raumkoordinaten jedes Atoms beschreiben.>**** Wie das
Molekil sich bewegt, ist abhangig vom gewahlten Kraftfeld. Im Rahmen dieser Arbeit wurde
das OPLS-2005-Kraftfeld verwendet.”™® Vor der MD-Simulation werden zur
Ausgangsstruktur noch Losungsmittel-Molekiile, hier Wasser, sowie lonen hinzugefiigt, um

den physischen Bedingungen moglichst nahe zu kommen.
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5 Zielsetzung der Arbeit

Einer der essenziellen Bestandteile von HIV-1 ist die V3-Region des gp120. Trotz hoher
Sequenzvariabilitat ist diese Region fiir die Bindung an den Corezeptor CCR5 verantwortlich
und damit fur die erfolgreiche Infektion des Virus. Dementsprechend muss es neben den
variablen auch konservierte Bereiche bzw. Strukturmerkmale geben, die die Bindung an
CCR5 garantieren. HIV-Infizierte entwickeln haufig Antikorper, die hauptsachlich gegen die
hochkonservierte prinzipiell neutralisierende Domane (PND) des V3-Loops gerichtet sind.
Diese Art der Antikorper vermdégen jedoch nicht, das Virus langfristig zu neutralisieren.

Das Ziel dieser Arbeit war die Synthese und Analyse von V3-Peptiden und -Glycopeptiden,
denen die PND fehlt. Zukiinftig sollen diese Peptide zur Selektion von Antikdrpern genutzt
werden, welche die V3-Region an anderer Stelle als der PND erkennen, binden und
inhibieren kénnten. Statt der immunodominanten PND sollte eine Sequenz aus zwei
Aminosauren (P und S) eingefligt werden, deren Prolin das natlrliche B-turn-Motiv gewahr-

leisten sollte.*’

Die Peptide und Glycopeptide sollten auf der von J. Dojahn beschriebenen
Konsensussequenz basieren und Uber eine Disulfidbriicke der endstindigen Cysteine
zyklisiert werden.®* Die dominanten Bindungseffekte des Saccharids an N301 zum CCRS5-
Rezeptor gehen vermutlich von den ersten beiden N-Acetylglucosaminen des N-Typ-Glycans
aus. Aus diesem Grund sollte Chitobiose fiir die Glycopeptidsynthese verwendet werden, da
sie den ersten beiden Monosaccharideinheiten des nattirlichen Glycans entspricht.
Weiterhin sollte die Bindung der V3-Peptide und -Glycopeptide an den CCR5-Rezeptor mit
Hilfe von SPR-Experimenten charakterisiert werden. Dabei ist vor allem interessant, ob die
Trunkierung einen negativen Effekt auf die Affinitdt zu CCR5 auslibt. Der membranstandige
Rezeptor steht in Form von CCR5-lberexprimierenden GHOST(3)-Zellen zur Verfligung, die
dafir kultiviert werden sollten.

Neben dem Einfluss der Trunkierung auf die Bindung ist auch der Einfluss auf die Struktur
relevant. Daher sollten sowohl Strukturvorhersagen mittels molecular modeling als auch
Konformationsanalysen der synthetisierten zyklischen Peptide mittels NMR-Spektroskopie
durchgefihrt werden. AuBerdem sollten mit der ersten veréffentlichten CCR5-
Rontgenstruktur In-silico-Studien mit dem trunkierten und dem nativen V3-Loop
durchgefihrt werden.

Fir die zukinftige Selektion von Antikdrpern waren V3-Glycopeptide, die ein Nonasaccharid
als Glycan tragen ebenfalls interessant, weshalb Vorversuche zur Optimierung der Synthese
von V3-Glycopeptiden, die Isolierung des Nonasaccharids und eine Strukturvorhersage des

Nonasaccharid-V3-Peptids mittels molecular modeling durchgefiihrt werden sollten.
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6 Ergebnisse und Diskussion

6.1 Synthese der Peptide und Glycopeptide

Im Rahmen dieser Arbeit wurden trunkierte Peptide und Glycopeptide des V3-Loops aus HIV
synthetisiert und charakterisiert, denen die prinzipiell neutralisierende Doméane (PND) fehlt.
Als Glycan an der Glycosylierungsstelle N301 wurde Chitobiose gewahlt, da die dominanten
Bindungseffekte bezlglich des CCR5-Rezeptors vermutlich hauptsachlich von den ersten
zwei Monosaccharideinheiten des natlirlichen Glycans ausgehen. Wahrend der Synthese des
fir diese Arbeit wichtigen Chitobiose-Glycopeptids wurden verschiedene literaturbekannte
Synthesestrategien getestet, um die Glycopeptidsynthese im Hinblick auf eine zukinftig
interessante Synthese von V3-Glycopeptiden mit einem Nonasaccharid als Glycan zu
optimieren. Das entsprechende Nonasaccharid muss aufwandig isoliert werden und wird in
geringeren Mengen erhalten als Chitobiose, weshalb es unerldsslich ist die optimalen
Synthesebedingungen der V3-Glycopeptidsynthese zu kennen.

Die Synthese des V3-Glycopeptids erfolgte mit Hilfe der Baustein-Methode (s. Abschnitt 4.1),

fir die zunachst zwei verschiedene Chitobiosylasparaginbausteine hergestellt wurden.

6.1.1 Synthese der Chitobiosylasparaginbausteine

Fir die Isolierung der fir den Chitobiosylbaustein bendtigten Chitobiose wurde preiswertes
Chitin aus Krabbenschalen verwendet. In der Vergangenheit mussten die Chitinflakes dafir
mihsam gemahlen und anschlieRend in einer Apparatur aus Ultraschallbad, KPG-Rihrer und
Kryostat umgesetzt werden. Zur Verminderung des zeitlichen und apparativen Aufwands
wurde eine andere Synthesestrategie verwendet, bei der die Chitinflakes zunachst in
kolloidales Chitin Uberfiihrt werden und die nachfolgende Synthese ohne groRere
Apparaturen auskommt. Daflir wurden Chitinflakes 1 analog zu Nishimura et al.*® durch
Behandlung mit konzentrierter Salzsdure und Ultraschall in kolloidales Chitin 2 Uberfiihrt
(Abbildung 14). Grébere Bestandteile wurden durch Sieben entfernt. Die chemische Spaltung
von 2 in Chitobioseoctaacetat 3 wurde mit Essigsdaureanhydrid und konzentrierter
Schwefelsdure durchgefihrt.™® Hierbei musste eine prazise Temperaturkontrolle
eingehalten werden, um weder eine Ring6ffnung bei zu hoher, noch die Bildung
langerkettiger Oligomere bei zu niedriger Temperatur zu beglinstigen. Das Produkt wurde
durch Saulenfiltration sowie anschlieffender Umkristallisation aus Ethanol gereinigt und

konnte als reines a-Anomer erhalten werden.
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159 mit Natrium-

Das Octaacetat 3 wurde nach J. Tost®™ unter Zemplén-Bedingungen
methanolatlésung bei pH 9.0 deacetyliert und lieferte ein a/B-Anomerengemisch (1.5:1) der
Chitobiose 4. Die Reaktion zum B-Amin 5 erfolgte ebenfalls nach J. Tost® mit gesattigter

Ammoniumhydrogencarbonat-Losung und Gefriertrocknung zur Gewichtskonstanz.

Bei der Glycopeptidsynthese nach der Baustein-Strategie ist es moglich acetylierte oder
ungeschitzte Bausteine einzusetzen (s. Abschnitte 4.1.3 und 6.1.3). Beides hat gewisse Vor-
wie Nachteile. Acetylierte Glycosylbausteine sind in Anwesenheit der reaktiven
Aktivierungsreagenzien (TBTU, HATU) stabil, machen aber einen weiteren
Deacetylierungsschritt notwendig, der nicht immer quantitativ ablauft. Dieser Schritt entfallt
beim Einsatz der ungeschitzten Bausteine, dafiir sind die freien Hydroxylgruppen anfallig flr
die Reaktion mit TBTU, sodass andere Aktivierungsreagenzien noétig sind. Fir die
nachfolgenden Glycopeptidsynthesen wurden beide Varianten getestet, weshalb die beiden

Chitobiosylasparaginbausteine 8 und 9 synthetisiert wurden (Abbildung 15).

o o 'HCI (37%) o
HO " 45min HO
NHAc NHAc NHAc NHAc n
Ac,0, H,50,
1)3h,54°C | 5.3%
2) 68 h, 35 °C
NaOMe
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NHAC NHAGoH  (o/B 1.5:1) AcO Oaco
NHAc AcHN
OAc
3
OH OH
ges. NH,HCO;-Lsg., 50 °C, 24 h (o] (@]
HO o)
94% HO HO NH,
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Abbildung 14: Isolierung der Chitobiose ausgehend von Chitin 1 mit In-situ-Acetylierung zum
Chitobioseoctaacetat 3."° Die basische Deacetylierung liefert ein Anomerengemisch der Chitobiose 4.% Mit
Hilfe einer gesattigten Ammoniumhydrogencarbonat-Losung wurde das Chitobiosylamin 5 mit einer Ausbeute
von 94% dargestellt.65

Das Amin 5 wurde nach J. Tost® unter Einsatz von TBTU und DIPEA mit der Seitenkette von
Fmoc-L-Asp-OtBu verknlpft. Die Amidbildung wurde bei niedrigen Temperaturen
durchgefiihrt und die Aminosdure wurde mit einem leichten Unterschuss (0.9 Ag.)

eingesetzt, um unerwiinschte Reaktionen mit den Hydroxylgruppen des Kohlenhydrats zu
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vermeiden. Anschliefend wurde der Ansatz geteilt, wobei die eine Halfte in situ durch
Essigsdureanhydrid acetyliert wurde und den Baustein 6 ergab (Variante A). Nach Reinigung
an Kieselgel wurde die a-Carboxylgruppe Trifluoressigsaure-sauer (TFA) entschiitzt und der

acetylierte Chitobiosylasparaginbaustein 8 erhalten.®’

OH OH
0 0
HO
HO OHo NH,
Variante A NHAc NHAc Variante B
1. Fmoc-Asp-OtBu, TBTU/DIPEA, Fmoc-Asp-OtBu, TBTU/DIPEA, DMF
DMF, 6.5 h, -25 °C 6.5 h, -25 °C
2. Ac,0, Pyridin, 18 h, 4 °C 55% 58%
NHAG NHAC
OtBu
6 FmocHN 7 FmocHN OtBu

TFA/H,0 (19:1)
quant.
R R
0 0
H
R%omw
R R o

NHAc NHAc R=0Ac 8

=0OH o9
FmocHN OH

(@)

Abbildung 15: Darstellung des acetylierten (8) und des ungeschitzten (9) Chitobiosylasparaginbausteins. Bei
Variante B wurde die Acetylierung, im Gegensatz zu Variante A, nach der Kupplung von 5 an Aspartat
weggelassen. Die anschlieBende TFA-saure Entschiitzung der Carboxylgruppe wurde bei beiden Varianten unter
gleichen Bedingungen durchgef[]hrt.65

Die zweite Halfte des Kupplungsansatzes wurde direkt aufgearbeitet und lieferte den
ungeschitzten Baustein 7 (Abbildung 15, Variante B). Problematisch dabei war, dass 7 nur in
DMF und DMSO I6slich war, was eine saulenchromatographische Reinigung zunéachst
ausschloss. In der Hoffnung, dass 9 durch die freie Carboxylgruppe polarer und somit
moglicherweise wasserloslich ist, wurde das Rohprodukt im ersten Versuch direkt mit TFA
zum endgultigen Baustein 9 umgesetzt. Dadurch ware eine Reinigung mittels HPLC mdglich.
Allerdings war 9 auch nur in DMF und DMSO I6slich. Eine Literaturrecherche ergab, dass
Bejugam et al.’® bereits die Vorstufe 7 tber Flash-Chromatographie mit 23% Methanol in
Chloroform gereinigt hatten. Daher wurde versucht 9 iber eine Sdulenfiltration zu reinigen.
Das Rohprodukt lief sich nicht vollstandig in Methanol I6sen, weshalb der unl6sliche

Rickstand durch Filtration entfernt wurde. Massenspektrometrisch konnte das Produkt
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jedoch weder im Positiv- noch im Negativionenmodus nachgewiesen werden, weshalb der
unldsliche Rickstand untersucht wurde. Es zeigte sich, dass der Rickstand den fast reinen
Baustein 9 darstellte.

In einem weiteren Ansatz wurde schlieBlich das Rohprodukt 7 mehrfach mit Methanol und
Ultraschall behandelt und auf eine sdaulenchromatographische Reinigung verzichtet. Das
reine Produkt konnte in einer Ausbeute von 58% erhalten werden. Die anschliefende

Umsetzung mit TFA zum Baustein 9 erfolgte quantitativ.®

6.1.2 Ubersicht der verschiedenen V3-Peptide und -Glycopeptide

Abbildung 16 gibt eine Ubersicht der verschiedenen im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten
bzw. untersuchten V3-Peptide und V3-Glycopeptide. Die Sequenz der Peptide basiert auf der
von Dojahn® ermittelten Konsensussequenz des Subtyps B. Die PND der V3-Region wurde
entfernt, um Peptide zu synthetisieren, die zukinftig als Template fir die
Antikorpergenerierung dienen kdnnten, ohne weitere PND-spezifische, nicht langfristig
neutralisierende Antikorper zu produzieren. Statt der PND wurde eine PS-Sequenz eingefiigt,
um die natlrliche Loop-Struktur zu gewia'hrleisten.157

Die Cysteine liegen in der offenkettigen Form StBu-geschiitzt vor, da die Peptide so besser
handhabbar waren. Als Minimalmotiv der Glycosylierung am N301 diente Chitobiose.

Das Peptid P1 wurde bereits in der Masterarbeit'®! synthetisiert, konnte damals aber aus

Zeitgriinden nicht vollstandig untersucht werden.

C‘:TRPNNNTRKSEYATGDI IGDIRQAH(‘: CTRPNNNTRKSP_SYATGDIIGDIRQAH(‘:
StBu StBu S S
P1 P3
Bl4 B4
B B
C|)TRPNNNTRKSP_SYATGDIIGDIRQAHC‘) (IJTRPNNNTRKSF’_SYATGDIIGDIRQAHCll
StBu StBu S S
P2 P4

Abbildung 16: Ubersicht der in dieser Arbeit untersuchten offenkettigen und zyklisierten V3-Peptide
und -Glycopeptide mit verkirzter Sequenz. Unterstrichen ist die PS-Sequenz, die statt der PND eingefiigt
wurde, um die Loop-Struktur zu gewahrleisten. Die Cysteine liegen der besseren Handhabbarkeit wegen StBu-
geschitzt vor und die Chitobiose ist mit N301 verknipft.

6.1.3 Glycopeptidsynthese

Es gibt mittlerweile zahlreiche Strategien zur Darstellung von Glycopeptiden (s. Abschnitt
4.1.3), allerdings treten immer wieder individuelle Syntheseprobleme auf, die stark von der

Sequenz der Glycopeptide abhangig sind. Daher wurde P2 in fiinf verschiedenen Varianten
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mit unterschiedlichen Synthesebedingungen hergestellt, um die optimalen Bedingungen fir
V3-Glycopeptide zu finden. Tabelle 1 und Abbildung 17 sowie Tabelle 2 und Abbildung 19
zeigen die verschiedenen verwendeten Strategien flr die Synthesen mit dem acetylierten
und dem ungeschiitzten Baustein 8 bzw. 9. Die verschiedenen Reaktionsbedingungen fir die
Glycopeptidsynthese wurden in einer ausgiebigen Literaturrecherche ermittelt und im
Hinblick auf die hochsten erzielten Ausbeuten ausgewahlt. Bei allen Synthesevarianten
wurde zunachst das Peptid bis zur Glycosylierungsstelle mittels Festphasenpeptidsynthese
(SPPS) entweder an einem mikrowellengestiitzten Syntheseroboter (Varianten 1 bis 3,
Tabelle 1) oder manuell (Varianten 4 und 5, Tabelle 2) synthetisiert. Als feste Phase diente
ein Fmoc-Rink-Amid-Polystyrolharz, von dem die vollstindigen Peptide als C-terminale
Amide abgespalten wurden. Der N-Terminus lag als freies Amin vor. Die Synthesen wurden
alle nach der Fmoc-Strategie durchgefiihrt und die verwendeten Aminosauren lagen
Seitenketten-geschiitzt vor. Die Seitenkettenschutzgruppen wurden zusammen mit der
Peptidabspaltung vom Harz unter TFA-sauren Bedingungen entfernt. Lediglich die Cystein-
Schutzgruppe StBu ist bei saurem pH-Wert stabil und wurde spater selektiv fir die
Zyklisierung unter reduktiven Bedingungen entfernt. Die Fmoc-Schutzgruppe ist basenlabil
und wurde mit Piperidin entfernt. Das dabei entstehende Methylenfluoren wurde dazu
genutzt, die Kupplungsreaktionen zu verfolgen, indem die Absorption bei 301 nm gemessen
wurde (Fmoc-Monitoring). Die Absorptionswerte weisen allerdings einen Fehler von
mindestens 20% auf, da Methylenfluoren in Losung instabil ist und durch Lichteinwirkung
zerfallt. Die Reinigung erfolgte fir alle Glycopeptide Uber eine Etherfdllung sowie Uber eine
Reversed-phase-Saule (RP) an einer HPLC. Anschliefend wurden samtliche Peptide mittels

ESI-MS und/oder MALDI-MS und NMR charakterisiert.

6.1.3.1 Synthesen mit dem acetylierten Chitobiosylasparaginbaustein 8

In der Vergangenheit hatte sich die Glycopeptidsynthese unter Nutzung des acetylierten
Glycosylbausteins bewahrt.®>**'* Dje Varianten 1 und 2 (Tabelle 1 und Abbildung 17)
entsprechen dieser ,klassischen” Strategie und unterscheiden sich hauptsachlich darin, dass
nach der Kupplung des Bausteins 8 die restlichen Aminosauren entweder automatisiert oder
manuell verknipft wurden. Bei der Synthese nach Variante 3 wurden analog zu Cai et al.*®
andere Aktivierungsreagenzien fir die Bausteinkupplung sowie eine leicht verdanderte
Zusammensetzung der Losung zur Abspaltung vom Harz verwendet (Tabelle 1 und Abbildung

17).
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Bei allen drei Synthesen wurde zunachst das Peptid bis zur Glycosylierungsstelle mit Hilfe
eines mikrowellengestiitzten Peptidsynthesizers synthetisiert (Tabelle 1). Nach jedem
Kupplungsschritt wurden freie Aminofunktionen mit Essigsdaureanhydrid acetyliert, um
Abbruch- statt Deletionspeptide zu erhalten. Nach vollstéandiger Peptidsynthese erfolgte die
Deacetylierung der Chitobiose entweder am Harz durch Hydrazinhydrat oder nach
Abspaltung des Peptids in Losung durch Natriummethanolat in Methanol. Das Peptid wurde
durch ein Gemisch aus TFA, TIPS und Wasser im Verhaltnis 95:5:2 bei gleichzeitiger

Entfernung der Seitenketten-Schutzgruppen vom Harz abgespalten.

Tabelle 1: Verschiedene Strategien fur die Synthese des Glycopeptids P2 unter Verwendung des acetylierten
Bausteins (8). DIPEA: Diisopropylethylamin, DMF: N,N-Dimethylformamid, NMM: N-Methylmorpholin, NMP:
N-Methyl-2-pyrrolidon, TIPS: Triisopropylsilan, HOAt: 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol.

Variante 1 Variante 2 Variante 3

Synthese bis N301  Automatisiert,
zweifach, je 10 Aq. AS  Automatisiert, zweifach, je 5 Ag. AS und TBTU,
und TBTU, 10 Aqg. DIPEA in DMF

20 Aq. DIPEA in DMF

Bausteinkupplung

Kupplung

Manuell, zweifach,
24 h, 40 °C, 1 Aq.
Baustein, je 1.5 Aq.
TBTU und DIPEA in
DMF®

Automatisiert

Manuell, zweifach,

24 h, 50 °C, 1 Aq.

Baustein, je 1.5 Aq.

TBTU und DIPEA in
DMF®®

Manuell

Manuell, zweifach,
18 W, 50 °C, 15 min,
2 Aq. Baustein,

2.5 Ag. HATU, je 5 Aq.
HOAt und NMM in
NMPpLEs

Manuell

restlicher AS

Deacetylierung der 1% NaOMe/MeOH™®  H,N, - H,0, MeOH 1% NaOMe/MeOH"®

Chitobiose

Bei der Synthese nach Variante 1 (Tabelle 1) wurde fiir das peptidische Zwischenprodukt (10)
mittels Fmoc-Monitoring eine Ausbeute von 46% erreicht (Abbildung 17). Ausgehend von
der so bestimmten Stoffmenge wurde der Chitobiosylasparaginbaustein 8 dquimolar fur die
Kupplung eingesetzt, um den wertvollen Baustein zu sparen. Die im Vergleich zu sonstigen
Aminosaurekupplungen niedrigere Temperatur wurde gewahlt, um unerwiinschte
Nebenreaktionen wie z.B. die Aspartimidbildung zu vermeiden.

Nach der letzten Kupplung wurde mittels Fmoc-Monitoring eine Ausbeute von 25% erhalten.

Zuletzt wurde P2 (ber eine RP-Sdule mit Hilfe einer HPLC gereinigt und mit einer
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Gesamtausbeute von 5% erhalten, was einer durchschnittlichen Kupplungsausbeute von

90% entspricht.
Pip/DMF (1:4),
Autom. SPPS 2 x 20 min
— ’ _ Fmoc-NTRKSPSYATGDIIGDIRQAHC4< )
Fmoc Fmoc-Monitoring:
10 46% [ 42% [ 40%
R! Bla
s A ~N Kupplung von Baustein 8 B|perac.
HoN-NTRKSPSYATGDIIGDIRQAHC—() Fmoc-N-R!
11 12
1. Kupplung restlicher AS*
2. Pip/DMF (1:4), 2x20 min C(StBu)TRPN*NNTRKSPSYATGDIIGDIRQAHC(StBu)
Fmoc-Monitoring: 25% b
3. Harzabspaltung/Deacetylierung B4 P2 bzw. 13*

Gesamt 5%/ 2.5% / 2.3%

Abbildung 17: Allgemeines Schema der Synthese von P2 nach den Varianten 1 bis 3: Die Synthese bis zur
Glycosylierungsstelle erfolgte automatisiert. Die Kupplung von Baustein 8 erfolgte zweifach und anschliefend
wurden die nachfolgenden AS entweder manuell oder automatisiert gekuppelt. Je nach Variante wurde zuerst
vom Harz abgespalten und anschlieend die Chitobiose deacetyliert oder umgekehrt. Die Ausbeuten sind in der
Reihenfolge Variante 1/ Variante 2 / Variante 3 angegeben. Das Peptid aus Variante 3 ist eine Aminosaure
kiirzer, da versehentlich ein Fmoc-Entschiitzungsschritt ausgelassen wurde (markiert mit *)

Fiir die Synthesen nach Variante 2 und 3 (Tabelle 1) wurde zunachst ein gemeinsamer Ansatz
genutzt, der nach der Synthese von Peptid 10 geteilt und Fmoc-entschiitzt wurde. Beim
Fmoc-Monitoring ergaben sich Ausbeuten von 42% fir die Synthese nach Variante 2 und
40% fur den Ansatz nach Variante 3 (Abbildung 17). Die noch fehlenden fiinf Aminosduren
wurden jeweils manuell verkniipft, wobei dhnliche Bedingungen gewahlt wurden, wie bei
der automatisierten Peptidsynthese. So erfolgte die Kupplung z.B. bei einer Temperatur von
50 °C, um die Reaktion zu beschleunigen. Dabei wurde jedoch bei Variante 3 versehentlich
die erste Fmoc-Entschiitzung ausgelassen, weshalb im Endprodukt 13 das N300 fehlt. Da der
Vergleich der Ausbeuten der verschiedenen Varianten dennoch moglich ist, wurde das
Peptid weiter aufgearbeitet. Nach Abspaltung der terminalen Fmoc-Schutzgruppe ergab sich
beim Fmoc-Monitoring eine Rohausbeute von 19% nach Variante 2 und 32% nach Variante
3. Das Glycopeptid P2 wurde nach Variante 2 mit einer Gesamtausbeute von 2.5% erhalten,
was bei 28 AS einer durchschnittlichen Kupplungsausbeute von 88% entspricht. Das Peptid
13 wurde nach Variante 3 mit einer Gesamtausbeute von 2.3% erhalten. Bei einer Lange von

27 AS entspricht das einer durchschnittlichen Ausbeute von 87% pro Kupplungsschritt.

Beim Vergleich von Variante 1 und 2 zeigt sich, dass die unterschiedlichen Aquivalente der

automatisierten Synthese von Peptid 10 zu keinen nennenswerten Unterschieden der Fmoc-
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Monitoring-Ausbeuten flhrten. Weiterhin wird deutlich, dass die automatisierte
Peptidsynthese der restlichen fiinf Aminosdauren nach der Bausteinkupplung zu einer
besseren Ausbeute fiihrte als die manuelle Synthese. Dies liegt vermutlich an der héheren
Temperatur von 75°C, welche bei der Kupplung im Peptidsynthesizer mittels
Mikrowellenstrahlung erreicht wird. Die unterschiedlichen Methoden der Deacetylierung
haben jeweils ihre Vor- und Nachteile. Die Deacetylierung am Harz hat den Vorteil, dass ein
Reinigungsschritt im Vergleich zur Deacetylierung in Losung gespart wird. Daflir wird das im
Vergleich zu Natriummethanolat gesundheitsschadlichere Hydrazinhydrat verwendet. Da
acetylierte Glycopeptide sich bei der Detektion durch Massenspektrometrie (MS) besser
ionisieren lassen, kann es von Vorteil sein, die Glycopeptide erst nach der Reinigung mittels
HPLC in LOosung zu deacetylieren. Im Falle von P2 traten jedoch keine Probleme bei der
Detektion durch ESI- oder MALDI-MS auf. Es wurden wahrend der HPLC auch keine
unvollstindig deacetylierten Peptide detektiert, was daflir spricht, dass durch beide

Methoden samtliche Acetylgruppen entfernt werden konnten.

Bei Variante 3 erwies sich die Bausteinkupplung in der Mikrowelle als problematisch, da das
Harz zweimal von der Fritte in einen Kolben und wieder zuriick umgefillt werden musste.
Dabei kam es zu nennenswerten Ausbeuteverlusten, da jedes Mal ca. 3-5% Harz in Fritte,
Kolben und Pipette zurlick blieb.

Letztlich ist im Vergleich von Variante 3 zu Variante 2 trotz der Ausbeuteverluste beim
Umflllen des Harzes kein Unterschied in der Gesamtausbeute (2.3% bzw. 2.5%) zu
verzeichnen. Somit ist es wahrscheinlich, dass die Bausteinkupplung mit Hilfe der Mikrowelle
und der veranderten Aktivierungsreagenzien eine hohere Kupplungsausbeute aufweist als

die in Variante 1 und 2 genutzten Bedingungen und die Ausbeuteverluste ausgleicht.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass Variante 1 mit der vollstandig automatisierten

Peptidsynthese bei manueller Bausteinkupplung mit 5% die beste Ausbeute lieferte.

6.1.3.2 Synthesen mit dem ungeschiitzten Chitobiosylasparaginbaustein 9

Bei der Synthese von Glycopeptiden kann es von Vorteil sein, ungeschitzte
Glycosylbausteine einzusetzen, um den Schritt der Deacetylierung zu sparen. Aullerdem
kann es vorkommen, dass die Deacetylierung nur unvollstandig verlauft. Deshalb wurden
zwei weitere Varianten der Glycopeptidsynthese getestet, bei denen der ungeschiitzte
Chitobiosylasparaginbaustein 9 eingesetzt wurde. Ungliicklicherweise hat der

Syntheseroboter in der Zeit zwischen Variante 3 und 4 seine Funktion eingestellt und liel3
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sich nicht reparieren. Daher wurden die Synthesen nach Variante 4 und 5 (Tabelle 2 und
Abbildung 19) vollstandig manuell durchgefiihrt. Die beiden Varianten unterscheiden sich ab
der Bausteinverknipfung nur in der Kupplung der letzten finf Aminosduren grundlegend.

Tabelle 2: Verschiedene Strategien fiir die Synthese des Glycopeptids P2 unter Verwendung des ungeschiitzten

Bausteins 9. DIC: N,N‘-Diisopropylcarbodiimid, DEPBT: 3-(Diethoxyphosphoryloxy)-1,2,3-benzotriazin-4(3H)-on,
Pfp: Pentafluorphenyl.

Variante 4 Variante 5

Manuell, dreifach, 4 Aq. AS, je Manuell, zweifach, 4 Aq. AS, je
Synthese bis . ..

5 Ag. TBTU und DIPEA in DMF, 5 Ag. TBTU und DIPEA in DMF,
N304 60 °C 65 °C
Bausteinkupplung Manuell, zweifach, 24 h, 35 °C, Manuell, zweifach, 24 h, 50 °C,

2 Aqg. Baustein, 3 Aq. DEPBT und 2 Aqg. Baustein, 3 Aq. DEPBT und

1.5 Aq. DIPEA in DMF'# 1.5 Aq. DIPEA in DMF?
Kupplung Manuell, je 5 Aqg. AS, DIC, HOAt'  Manuell, Pfp-Ester in Nmpia122
restlicher AS
Capping nach N-(2-Chlorbenzyloxycarbonyloxy)-  N-(2-Chlorbenzyloxycarbonyloxy)-
Bausteinkupplung succinimid (Z-(2-Cl)OSu)*®*** succinimid (Z-(2-Cl)OSu)'%**24
Harzabspaltung  a) TFA/TIPS/H,0 (94:2.5:2.5),2h a) TFA/TIPS/H,0 (94:2.5:2.5),2 h

b) TFA/TIPS (95:5), 1h® b) TFA/TIPS (95:5), 1h*®®

Bei Variante 4 fand das weniger reaktive N,N‘-Diisopropylcarbodiimid (DIC) in Verbindung
mit HOAt Anwendung, wahrend bei Variante 5 voraktivierte Pentafluorphenylester-
Aminosauren (Pfp-Ester) verwendet wurden. Der Pfp-Ester des StBu-geschiitzten Cysteins 16
war kommerziell nicht erhaltlich, weshalb er im Vorfeld synthetisiert werden musste. Die
allgemeine Veresterungsprozedur nach Twibanire et al.*®” unter Nutzung von TBTU und
DIPEA flhrte jedoch zu keinem mittels MS oder NMR nachweisbaren Produkt (Abbildung
18). Stattdessen wurde die Aminosdure Fmoc-L-Cys(StBu)-OH 14 analog zu Geiermann et
al.*®® unter Nutzung von DIC und 4-(Dimethylamino)pyridin (DMAP) mit Pentafluorphenol 15
in einer Steglich-Veresterung'®® umgesetzt. Der Pfp-Ester 16 konnte mittels ESI-MS und NMR
nachgewiesen werden und wurde mit einer Ausbeute von 67% erhalten. Aufgrund der

Gefahr der Hydrolyse der Esterbindung wurde das Produkt 16 bei -80 °C gelagert.
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F F
0 Oy on F F 1.2Aq.DIC F
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N s-S
14 15 O H by

16

Abbildung 18: Durch eine Steglich-Veresterung konnte Fmoc-L-Cys(StBu)-OPfp (16) mit einer Ausbeute von
67% erhalten werden.'®® Die zuerst versuchte Reaktion mit 1 Ag. TBTU und 2 Aq. DIPEA fiir 3 h bei Rt fiihrte
nicht zum gewiinschten Produkt 16."%

Fir die Verknipfung des Chitobioseasparaginbausteins 9 wurde der Aktivator DEPBT
verwendet, der zu weniger Aspartimidbildung fihren soll als andere bekannte

123 Nach Kupplung des ungeschiitzten Glycosylbausteins mussten nicht

Aktivatorreagenzien.
nur die Kupplungsbedingungen der noch folgenden Aminosduren, sondern auch das Capping
angepasst werden, um die unterwiinschte Acetylierung des Kohlenhydrates zu verhindern.
Statt die freien Aminogruppen zu acetylieren, wurden sie mit Hilfe von N-(2-Chlorbenzyloxy-

103124 pje Bestimmung der Ausbeute mittels Fmoc-

carbonyloxy)succinimid blockiert.
Monitoring, die etwa nach jeder flunften Kupplung durchgefiihrt wurde, war nach den
veranderten Capping-Bedingungen leider nicht mehr moglich. Nach Zugabe zum Harz farbte
sich die Piperidin-Lésung trotz ausgiebiger Waschschritte sofort neongelb, wodurch
fehlerhafte Absorptionswerte erhalten wurden. Zuletzt wurden die Ansatze beider Varianten
geteilt, um zwei unterschiedliche Methoden der Abspaltung zu testen. Laut Urge et al.*®®
fihrt ein Wasseranteil von 5% in der TFA-sauren Abspaltlésung zur Spaltung der
glycosidischen Bindung, weshalb die Abspaltung vom Harz ebenfalls wasserfrei durchgefihrt

werden sollte.

Nach der Synthese des Peptids 11 (Tabelle 2) wurde nach Variante 4 eine Ausbeute von 5%
und nach Variante 5 eine Ausbeute von 22% im Fmoc-Monitoring erhalten (Abbildung 19).
Nach Teilung der Ansatze in zwei Teile wurden zwei Arten der Harzabspaltung getestet
(Tabelle 2). Bei Variante 4 wurden mit Abspaltmethode b) 20% mehr Rohprodukt erhalten
als mit Methode a), wobei jedoch keine Aussage (iber den wahren Anteil des gewiinschten
Glycopeptids P2 getroffen werden kann. Bei der Reinigung mittels RP-Sadule hat sich gezeigt,
dass der grofRte Teil des Rohprodukts aus Abbruchpeptiden besteht und nur geringe Mengen
des Glycopeptids P2 vorhanden waren. Entsprechend schwierig gestaltete sich die
Reinigung. Bis zuletzt lieRen sich nicht alle Abbruchpeptide vollstandig entfernen. Letztlich
wurde das leider noch leicht verunreinigte Glycopeptid P2 nach Variante 4a) mit einer

Ausbeute von 0.6% und nach Variante 4b) mit einer Ausbeute von 0.2% erhalten. Es ist
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jedoch anzumerken, dass es bei der Reinigung des Peptids nach Variante 4b) zu partiellen
Verlusten von etwa 25% kam, weshalb die Gesamtausbeuten nicht miteinander verglichen

werden konnen.

Pip/DMF (1:4),

Manuelle SPPS 2 x 20 min
— ’ _— Fmoc—NTRKSPSYATGDIIGDIRQAHC—( )
Fmoc Fmoc-Monitoring:
10 5% /22%
R! Bla
e A ™ Kupplung von Baustein 9 B
H,N-NTRKSPSYATGDIIGDIRQAHC Fmoc-N-R'—()
1 17
1. Kupplung restlicher AS C(StBu)TRPNNNTRKSPSYATGDIIGDIRQAHC(StBu)
2. Capping mit Z(2-Cl)OSu B
3. Harzabspaltung a) & b) o P2

Gesamt: 0.6% bzw. 0.2% / -
Z(2-Cl)-PNNNTRKSPSYATGDIIGDIRQAHC(StBu)
B

18
B| 4

Abbildung 19: Allgemeines Schema der Synthese von P2 nach den Varianten 4 und 5: Die Synthese bis zur
Glycosylierungsstelle erfolgte manuell. Die Kupplung von Baustein 9 geschah zweifach und anschlieRend
wurden die nachfolgenden AS gekuppelt, wobei Z(2-Cl)OSu als Capping-Reagenz verwendet wurde. Zuletzt
wurde das Peptid auf zwei verschiedene Arten vom Harz abgespalten. Die Ausbeuten sind in der Reihenfolge
Variante 4 (a bzw. b) / Variante 5 (a bzw. b) angegeben. Mit Variante 5 konnte kein P2 erhalten werden, als
langstes Abbruchpeptid wurde stattdessen 18 identifiziert,'*>121 124166

Bei Variante 5 wurde mit Abspaltmethode b) ebenfalls 33% mehr Rohprodukt erhalten als
mit Methode a), jedoch lieR sich das Glycopeptid P2 weder mittels NMR noch mit ESI-MS
oder MALDI-MS nachweisen. Nach Trennung lber eine RP-Sdule wurde mit Hilfe von MALDI-

MS 18 als langstes Abbruchpeptid identifiziert.

Die vollstandig manuelle Synthese des Peptids 11 liefert mit 5% und 22% im Vergleich zur
automatisierten Synthese mit 40% bis 46% deutlich schlechtere Fmoc-Monitoring-
Ausbeuten. Das legt einerseits den Schluss nahe, dass hohere Temperaturen (automatisiert:
75 °C, manuell: 60 °C bzw. 65 °C) zu einer deutlich verbesserten Kupplungsausbeute fiihren.
Andererseits scheint eine Dreifach- (Variante 4) im Vergleich zur Zweifach-Kupplung
(Variante 5) keine groRe Verbesserung der Kupplungsausbeute zu bewirken.
Dementsprechend ist es nicht verwunderlich, dass im Gesamtvergleich Variante 1 die besten
Ausbeuten lieferte, bei der bis auf die Bausteinverkniipfung, alle Kupplungsreaktionen bei

75 °C abliefen.
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Im Vergleich der beiden Varianten, die den ungeschiitzten Baustein 9 nutzen, zeigt sich, dass
nur Variante 4 zum Produkt P2 fiihrte. Allerdings lieferte Variante 4 eine deutlich schlechtere
Ausbeute und Reinheit des Glycopeptids als die Varianten 1 bis 3 unter Nutzung von
Baustein 8.

Variante 5 fuhrte zu keinem Produkt, was vermutlich daran liegt, dass die Aktivitat der Pfp-
Ester und somit die Kupplungsausbeuten zu niedrig sind, um das nur in moderater Ausbeute

vorhandene 11 in detektierbarer Menge zu P2 zu verlangern.

Der Einfluss des verwendeten Bausteins 9 ldsst sich letztendlich nicht vergleichen, da die
Synthesen des acetylierten Bausteins 8 mit Hilfe des Peptidsynthesizers durchgefiihrt
werden konnten, wahrend die Synthesen mit dem ungeschiitzten Baustein 9 zwangsweise
manuell erfolgten. Fir einen aussagekraftigeren Vergleich sollten die Varianten 4 und 5 mit

einem Peptidsynthesizer wiederholt werden.

6.1.4 Zyklisierung der Peptide

Um eine gréBere Ubereinstimmung mit dem natiirlichen V3-Loop zu erreichen, wurden die
linearen Peptide P1 und P2 durch Bildung einer Disulfidbriicke zwischen den terminalen
Cysteinen zyklisiert. Die Thiolfunktionen der Cysteine beider Peptide lagen StBu-geschitzt
vor, sodass die Entfernung der Schutzgruppen nach der Reinigung der Peptide unter

161 .
1 wurde dafiir

reduktiven Bedingungen erfolgen konnte. Im Rahmen der Masterarbeit
bereits erfolgreich Dithiothreitol (DTT) in einer 0.1 molaren Ammoniumhydrogencarbonat-
Losung verwendet. Allerdings war nach der Reduktion ein Entsalzungsschritt notwendig, um
die Loésung gefriertrocknen zu konnen. Aullerdem muss lberschissiges DTT entfernt werden,
welches sonst zur Reduktion der frisch gebildeten intramolekularen Disulfidbriicke fihren
wirde. Durch unspezifische Wechselwirkungen der Peptide mit der Celluloseacetatmembran
kam es bei diesem Entsalzungsschritt zu nennenswerten Ausbeuteverlusten.

Daher wurde zunachst mit Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP), welches an Agarose
gebunden ist, ein anderes Reduktionsmittel zur Entfernung der StBu-Schutzgruppen
verwendet. Durch die Bindung an das Harz sollte das Reagenz im Anschluss an die Reduktion
mittels Filtration entfernt werden. Laut Herstellerangaben soll TCEP aulRerdem ein doppelt
so hohes Reduktionspotential wie DTT aufweisen und bereits innerhalb von fiinf Minuten

stabile Disulfidbindungen reduzieren.'”

Da TCEP im Gegensatz zu DTT keine stabile oxidierte
Form aufweist, hat es den Nachteil, dass die Reduktion der Disulfide reversibel ist.
Das Peptid wurde entsprechend der Herstellerangaben unter Inertgasatmosphdre mit einem

dreifachen Uberschuss des TCEP-Agaroseharzes bei Raumtemperatur versucht zu
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reduzieren. Nach acht Stunden konnte mittels LC-ESI-MS jedoch keine Umsetzung zum
entschiitzten Peptid 19 detektiert werden (Abbildung 20).”° Ferner fiihrten auch die
Entfernung des TCEP-Harzes und die Zugabe von zunachst funf und spater weiteren flinf
Aquivalenten DTT bei 30 °C zum selben Ansatz nicht zum ungeschitzten Peptid (22). TCEP

erwies sich dementsprechend als ungeeignet zur Entschitzung der V3-Peptide.

0.1 M NH,HCO,-Lsg.

p (pH 8.0),30°C, 24 h B
(FTRPNNNTRKSPSYATGDIIGDIRQAH(‘Z (I')TRPNNNTRKSPSYATGDIIGDIRQAH(P
StBu StBu SH SH

P2 19

4
Luft-0,, 0.1 M NH,HCO,-Lsg., 2

pH 8.0,Rt, 2 h
59%

B
CliTRPNNNTRKSPSYATGDIIGDIRQAH‘C

S S
P4

Abbildung 20: Synthese des zyklischen Glycopeptids P4. Die Verwendung von 3 Aq. Agarose-gebundenem TCEP
(in H,0, pH 8.4, Rt, 8 h) fiihrte nicht zur Bildung von 19.7° Stattdessen wurden die StBu-Schutzgruppen mit DTT
in Ammoniumhydrogencarbonat-Lsg. entfernt und nach Verdiinnung wurden die Thiole durch Luftsauerstoff
oxidiert. Das zyklische Glycopeptid P4 konnte mit einer Ausbeute von 59% erhalten werden.

Stattdessen wurden die beiden Peptide P1 und P2 in neuen Reaktionsansatzen wie zuvor mit
Hilfe eines fiinffachen Uberschusses DTT in einer Inertgasatmosphire entschiitzt (Abbildung

20 und Abbildung 21).*%*

5Aq. DTT
C|3TRPNNNTRKSPSYATGDIIGDIRQAH‘C 0.1 M NH,4HCO3-Lsg. (pH 8.0) ‘CTRPNNNTRKSPSYATGDIIGDIRQAch
StBu StBu 30°C,24h SH SH
P1 20
Luft-0,, 0.1 M NH,HCO;-Lsg.,
pH 8.0,Rt, 2 h C‘)TRPNNNTRKSPSYATGDIIGDIRQAHCll
16% S S

P3

Abbildung 21: Synthese des zyklischen Peptids P3. Die Cysteine wurden mit DTT in Ammoniumhydrogen-
carbonat-Lsg. entschiitzt und nach Verdiinnung durch Luftsauerstoff zu Cystinen oxidiert. Das zyklische Peptid
P3 konnte mit einer Ausbeute von 16% erhalten werden.

Wahrend der Entschiitzung wurde die Reaktion mittels MALDI-MS verfolgt, um erst nach

vollstandiger Entfernung der StBu-Schutzgruppen mit der Oxidation zur Disulfidbindung zu

beginnen.
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Die Oxidation der Thiolgruppen zu Disulfidbindungen erfolgte mit Luftsauerstoff in
verdinnter Losung (Abbildung 20 und Abbildung 21). Die Verdiinnung ist nétig, um die
Bildung intramolekularer statt intermolekularer Disulfidbriicken zu beglinstigen und somit
Oligo- und Polymerisierungen zu vermeiden. In mehreren Versuchen hat sich gezeigt, dass
eine kurze Oxidationszeit von zwei Stunden zu bevorzugen ist, da sich bei langerer
Reaktionszeit (bis zu 96 h getestet) vermehrt Nebenprodukte bildeten. Dazu gehorten zum
einen mehrfach oxidierte Spezies mit einer Massendifferenz von +32 Da, bei denen es sich
vermutlich um Thiosulfonate handelt. Zum anderen lieR sich die Bildung eines
Nebenproduktes mit einer Massendifferenz von +1 Da nicht vermeiden, durch die kurze
Reaktionszeit aber verringern. Wahrscheinlich findet wahrend der Oxidation ein Austausch
einer Amidgruppe zur Saurefunktion (NH, — OH) statt, wodurch sich dieser
Massenunterschied erklaren lasst. Dieses Austausch-Nebenprodukt trat sowohl bei der
Synthese von P3 als auch bei P4 auf und liel§ sich im praparativen Malistab nicht durch eine
RP-Sdule an der HPLC abtrennen, da Produkt und Nebenprodukt coeluierten. Die
Anwesenheit des Nebenproduktes fiel dadurch auf, dass die Isotopenverhaltnisse im MALDI-
Spektrum nicht zu den berechneten Verhaltnissen passten (Abbildung 22a). Durch
Verwendung einer analytischen RP-Sdule konnte das unerwiinschte Nebenprodukt
schlieBlich abgetrennt und die Produkte mit passendem lIsotopenmuster (Abbildung 22b)

erhalten werden.

a) 100- E:,tgranalytischer = gemessen (normiert) b) 100- ﬁngCh analytischer = o messen (normiert)
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Abbildung 22: Isotopenmuster der gemessenen MALDI-Spektren (schwarz) im Vergleich mit dem berechneten
Isotopenverhéltnis (rot) von P4 a) direkt nach der zweistlindigen Oxidation und b) nach der Reinigung mittels
HPLC gezeigt. Die absoluten Intensitdten der gemessenen Signale wurden auf das hochste Isotopensignal
normiert, um es mit dem berechneten Isotopenmuster vergleichen zu kénnen. Das Nebenprodukt konnte auf
weniger als ein Drittel seines urspriinglichen Anteils reduziert werden und macht weniger als 10% des Produkts
aus.

Aufgrund der geringen erhaltenen Mengen wurden die Ausbeuten von P3 und P4 durch
Konzentrationsbestimmung mit Hilfe von NMR ermittelt. Dazu wurden isolierte Signale

ausgewahlt, integriert und die Integrale mit dem Integral einer Sucrose-Probe bekannter
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Konzentration ins Verhaltnis gesetzt (s. AAV17, Gleichung (11)). Ein Faktor zur Korrektur der
zu niedrigen Integrale bei unvollstandiger Relaxation konnte durch Aufnahme mehrerer
Spektren mit unterschiedlich langen Relaxationsdelays bestimmt und mit einbezogen
werden.

Die deutlich schlechtere Ausbeute bei der Synthese von P3 (Abbildung 21, 16%) im Vergleich
zu P4 (Abbildung 20, 59%) ist dadurch zu erkldren, dass die Ultrafiltration wegen zwei
defekter Membranen dreimal durchgefiihrt und die Lésung somit mehrfach umgefiillt
werden musste. Dabei kam es jedes Mal zu Verlusten des Produkts durch unspezifische

Adsorption an der Membran.

AbschlieBend lasst sich sagen, dass die Peptide und Glycopeptide P2 bis P4 erfolgreich
synthetisiert werden konnten und zusammen mit dem bereits vorhandenen Peptid P1 fir
weitere Studien zu ihren Bindungseigenschaften (Abschnitt 6.2) und ihren raumlichen

Strukturen (Abschnitt 6.3) eingesetzt wurden.

6.1.5 Isolierung eines Komplextyp-Nonasaccharids

Die V3-Region ist an Position N301 glycosyliert und weist im natlirlichen /loop ein
Komplextyp-N-Glycan auf. Um den Einfluss dieses Glycans zu untersuchen, ware es zuklnftig
interessant V3-Glycopeptide zu synthetisieren, die ein biantenndres Komplextyp-
Nonasaccharid tragen. Solche Nonasaccharid-V3-Glycopeptide koénnten ebenfalls als
Template genutzt werden, um Antikorper zu generieren. Auf diese Weise erzeugte
Antikérper wirden moglicherweise auch das sterisch anspruchsvolle Glycan als Epitop
nutzen, von dem bekannt ist, dass es den loop gegen das Immunsystem abschirmt.’” Im
Rahmen dieser Arbeit wurden bereits erste Schritte zur Isolierung eines solchen
Oligosaccharids aus bovinem Fibrinogen durchgefiihrt. Rinderfibrinogen hat den Vorteil, dass
seine vier Glycosylierungsstellen eine einheitliche Glycosylierung aufweisen, bei denen es

171-173

sich vor allem um biantennare, sialylierte Komplextyp-Glycane handelt. AuBerdem soll

bovines im Gegensatz zu porcinem Fibrinogen am ersten N-Acetylglucosamin (GIcNAc) keine
al-6-verknipften Fucosen (Fuc) aufweisen, welche in vorangegangenen Arbeiten wiederholt
zu Problemen bei der Glycopeptidsynthese fiihrten.*6417>

Die Isolierung der Glycane aus Fibrinogen wurde nach Koétzler et al. durchgefihrt und

. 176,1
erweitert. 6177

Zunachst wurde das Fibrinogen mittels DTT, Guanidiniumchlorid und
lodacetamid denaturiert und alkyliert, um es fir den enzymatischen Verdau durch Trypsin

zuganglich zu machen (Abbildung 23). Die Spaltung des Fibrinogens durch Trypsin in kleinere
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Glycopeptide und Peptide war noétig, da die Glycane sonst nicht durch N-Glycosidase F
(PNGase F) abgespalten werden konnten. Der Versuch die Glycane direkt nach der
reduktiven Alkylierung mit PNGase F vom Fibrinogen abzuspalten und durch Ethanol-Fallung
vom Protein abzutrennen, fihrte zu keinem mittels MALDI- oder ESI-MS nachweisbaren

Oligosaccharid.

1. Reduktive [ .
bt 2 TrPYPSIN g e vt sl 4 5 i sialyl-Glycane ! ; i Glycane
lonen-
tauscher
EL TP
[ grenmennenmmmamanen
e pasp A ﬁ;Glycane
B B | S —.
21

Abbildung 23: Workflow der Isolierung des Nonasaccharids 21 aus Rinderfibrinogen. Reduktive Alkylierung
macht das Fibrinogen zuganglich fur das Enzym Trypsin, das es in Glycopeptide spaltet. Durch PNGase F werden
die Sialyl-Glycane abgespalten und Neuraminidase entfernt die terminalen Neuraminsduren. Die Reinigung der
Glycane erfolgte durch eine gemischte lonentauscher-Saule sowie eine Porous—graphitized—carbon—SéiuIe.177 Der
Versuch die Glycane durch direkte Inkubation des Fibrinogens mit PNGase F und anschlieBender
Ethanolfdllung, ohne voherige Spaltung durch Trypsin, zu erhalten war nicht erfolgreich.

Beim Trypsinverdau hat es sich bewahrt, zweimal die halbe Menge statt einmal die gesamte
Menge Trypsin einzusetzen, um Ausbeuteverluste durch den Selbst-Verdau des Enzyms zu
vermeiden. AuRerdem reichte es aus, Trypsin im Verhaltnis 1:20 zum Fibrinogen einzusetzen
statt wie beschrieben im Verhaltnis 1:7. Auch beim PNGase F-Verdau konnte die Menge des
bendtigten Enzyms auf die Halfte dessen gesenkt werden, was in der Literatur angegeben

ist.1”’

Nach Inkubation mit PNGase F wurde ein Gemisch aus Peptiden und sialylierten
Glycanen erhalten, welches im nachsten Schritt mit Neuraminidase behandelt wurde. So
wurde schlieRlich ein Gemisch aus Peptiden und asialo-Glycanen erhalten, die mit Hilfe einer
gemischten lonentauscher-Sdule getrennt wurden. Die Reinigung des Nonasaccharids 21
erfolgte im letzten Schritt durch eine Porous-graphitized-carbon-Saule (PGC) an der HPLC.
Das Nonasaccharid 21 wurde mit Hilfe des Structural-reporter-groups-Konzepts und der
Datenbank Sugabase eindeutig mittels NMR identifiziert. Im NMR-Spektrum (Abbildung 24)

178,179

zeigten sich jedoch noch andere trunkierte bzw. fucosylierte Oligosaccharide. Aus etwa

7 g Rinderfibrinogen wurden ca. 4 mg des Produktgemischs erhalten, was gut mit der

Literaturausbeute tbereinstimmt.!’”’

In einer zweiten Fraktion wurden weitere 4 mg fast
reines Decasaccharid, d.h. fucosyliertes 21, erhalten.

Der Anteil der fucosylierten Glycane im Produktgemisch wurde aus dem Verhéltnis der
Integrale bestimmt und betragt etwa 30%. Eine Erklarung fiir diese anderen vorhandenen

Oligosaccharide kénnte sein, dass im Gegensatz zu friiheren Arbeiten®®>1317>177 gys
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Kostengriinden (700 € statt >8000 € je 100 g) bovines Fibrinogen eines anderen Herstellers
verwendet wurde. Moglicherweise ist dieses Fibrinogen anders glycosyliert.

Die Verwendung einer Fucosidase kdnnte die Reinheit und Ausbeute des Nonasaccharids
erhohen, indem die Fucosen des Decasaccharids abgespalten werden und entsprechend

mehr Nonsaccharid 21 erhalten wird.

GIcNAc-5/5'
H-1
Man-4' Gal-6/6'
H-1 H-1 Man-3
} H-2
Mfl"l“ GlcNAC-5/5"
GlcNAc-1 - H-1 (-Gal)
H-1 a Man-4 H-1
(-Gal-GIcNAC)  GlcNAc-2
GIcNAc-1 H1la& B
H-1 o (f
o (fuc) Fucy  GleNAc
H-1 H-18 &
H-1B fuc)
5.2 5.0 4.8 4. [ppm] 4.2 4.1 [ppm]
Andere identifizierte
GIcNAc-1/5/5' Oligosaccharide:
NAC
GlcNAc-2
NAC
] o
6
Fuc-7 i PR
CH3 Q,"B B4 [
I 21
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Abbildung 24: Experimentelles (schwarz) und berechnetes (rot) "H-NMR-Spektrum des Nonasaccharids 21. Die
Signale  wurden mit Hilfe des  Structural-reporter-group-Konzepts und der Datenbank
Sugabase zugeordnet.m’179 Neben den Signalen des Nonasaccharids (schwarze Beschriftung) lieRen sich
weitere Signale den gezeigten fucosylierten und trunkierten Oligosacchariden (blaue Beschriftung) zuordnen.

6.2 SPR-Bindungsstudien der Peptide und Glycopeptide

Die synthetisierten Peptide und Glycopeptide P1 bis P4 wurden im Hinblick auf ihre
Bindungsaffinitit zum CCR5-Rezeptor mittels Oberflaichenplasmonenresonanz (SPR)
untersucht (s. Abschnitte 4.2). Als Bindungspartner dienten CCR5-liberexprimierende

GHOST(3)-Hi5-Zellen, die den Rezeptor auf ihrer Oberfliche préasentieren. Als
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Negativkontrolle wurden die entsprechenden Parentalzellen verwendet. Die GHOST(3)-
Zellen (green fluorescent human osteosarcoma), die vom NIH Aids Reagent Program
erhalten wurden, stammen von humanen Osteosarkomzellen ab und exprimieren bei
Infektion mit HIV das green fluorescent protein (GFP). Weiterhin tragen sowohl die Hi5- als

auch die Parentalzellen den CD4-Rezeptor auf ihrer Oberflache.'®°

6.2.1 SPR-Messungen der Peptide und Glycopeptide P1-P4

Fiir die SPR-Messungen musste einer der Bindungspartner immobilisiert werden. Da es sich
bei dem CCR5-Rezeptor um einen Transmembranrezeptor handelt, ist es nicht moglich ihn
zu immobilisieren ohne seine Funktion zu zerstéren. Daher wurden die Peptide und
Glycopeptide P1-P4 immobilisiert. Nachteilig hierbei ist, dass die verhaltnismaRig kleinen
Peptide durch die Dextranmatrix abgeschirmt werden kénnen. Somit ist es moglich, dass
dem CCR5-Rezeptor nicht immer die vollstandigen Bindungsmotive der Peptide zuganglich
sind.

Die Immobilisierung der Liganden erfolgte auf einem CMD200-Sensorchip durch
Amidkupplung. Da die Sequenz der peptidischen Liganden ein Lysin aufweist, gibt es zwei
Aminofunktionen, also auch zwei mogliche Bindungsarten an den Sensorchip — (iber den
N-Terminus oder die Seitenkette des Lysins. Die Amidkupplungen wurden aus diesem Grund
bei leicht sauren Bedingungen durchgefiihrt, um die reaktivere Aminofunktion des Lysins in
die unreaktivere Ammoniumform zu Uberfihren. Der N-Terminus sollte moglichst
unprotoniert vorliegen.

Die GHOST(3)-Zellen wurden als Suspensionen in PBS-Puffer mit den Konzentrationen 3600,
1800, 1200, 900, 720, 360, 180 und 36 Zellen/pL Uber die immobilisierten Peptide und
Glycopeptide geleitet. Alle SPR-Messreihen wurden mehrfach wiederholt, um Fehler durch
zerstorte Zellen auszumitteln. Auch innerhalb einer SPR-Messreihe wurden teilweise
Messungen einzelner Zellkonzentrationen zu Beginn und zum Ende des Experiments
wiederholt. Die Dissoziation der Zellen von den peptidischen Liganden war so langsam, dass
ein Regenerationsschritt unumganglich war. Die Regeneration wurde mit 0.5%iger
Natriumdodecylsulfat-Lésung (SDS) durchgefiihrt und musste teilweise bis zu neunmal
wiederholt werden, um eine vollstandige Riickkehr zur Basislinie zu erreichen.

Bei der Verwendung von ganzen Zellen als Bindungspartner sind theoretisch sehr hohe
Massenzunahmen zu erwarten. Die SPR-Gerdte detektieren jedoch nur bis zu einer
Entfernung von 200 bis 300 nm Entfernung von der Chipoberfléiche.181 Das hangt mit der

Reichweite des Evaneszenzfeldes zusammen, die etwa die Hailfte der verwendeten
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Wellenldange betragt (s. Abschnitt 4.2). Dies hat wiederum zur Folge, dass der groRte Teil der
etwa 17 um groRen Zellen aus dem Messbereich herausragt und folglich auch nicht bei der

Massenzunahme erfasst wird.

Es wurden ca. 513 fmol des linearen, unglycosylierten Peptids P1 auf dem Sensorchip
immobilisiert. Die Sensorgramme lieferten maximale RU-Antworten von 40 bis 150 RU
(Abbildung 25) und zeigten einen konzentrationsabhangigen Verlauf, der fiir eine spezifische
Interaktion zwischen Ligand und Rezeptor spricht. Allerdings erreichen die Kurven innerhalb
der Injektionsdauer kein Sattigungsplateau, was bedeutet, dass die Wechselwirkung des

Peptids mit dem Rezeptor eher langsam ausgebildet wird.
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Abbildung 25: SPR-Sensorgramme des linearen Peptids P1 mit CCR5-lberexprimierenden GHOST(3)-Hi5-Zellen.

Die RU-Antworten wurden gegen die Zeit aufgetragen und es wurden acht verschiedene Zellkonzentrationen
vermessen. Die Konzentrationsabhangigkeit der Wechselwirkung ist eindeutig erkennbar.

Das lineare, glycosylierte Peptid P2 wurde mit ca. 1.2 pmol auf dem Sensorchip immobilisiert
und zeigte bei Kontakt mit den CCR5-liberexprimierenden Zellen ebenfalls eine
Konzentrationsabhangigkeit der Sensorgramme (Abbildung 26). Die maximalen RU-
Antworten lagen zwischen 35 und 270 RU. Der Verlauf der Sensorgramme spricht, wie bei
P1, fur eine langsame Assoziation. Der hohe Ausschlag der Kurve von 36 Z/uL konnte sich
durch Reste der SDS-Regenerationslosung erklaren lassen, die vor der Messung nicht
ausreichend durch Spiilen entfernt wurden.

Da sich die Belegungen von P1 und P2 deutlich unterscheiden, lassen sich die Sensorgramme

nicht direkt miteinander vergleichen. Es fallt jedoch auf, dass trotz der mehr als doppelt so
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hohen Belegung von P2, nicht ganz doppelt so hohe maximale RU-Werte erreicht wurden.
Aus friheren Studien mit V3-Peptiden ist bekannt, dass glycosylierte V3-Peptide starkere
Affinitaten zum CCR5-Rezeptor aufweisen als unglycosylierte. Ebenso flihrte die Zyklisierung
durch Disulfidbriicken zu erhéhten Affinitdten im Vergleich zu linearen Peptiden.®®>'%
Demzufolge wurde erwartet, dass P2 zu mehr als doppelt so hohen RU-Antworten fiihren

musste wie P1.
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Abbildung 26: SPR-Sensorgramme des linearen Glycopeptids P2 mit CCR5-liberexprimierenden GHOST(3)-Hi5-
Zellen. Die RU-Antworten wurden gegen die Zeit aufgetragen und es wurden acht verschiedene
Zellkonzentrationen vermessen. Die Konzentrationsabhangigkeit der Wechselwirkung ist eindeutig erkennbar.
Der starke Ausschlag zu Beginn der Kurve der Konzentration 36 Z/ul (orange) ist dadurch zu erklaren, dass nach
der vorherigen Regeneration mit SDS nicht ausreichend gespiilt wurde.

Die Belegung des zyklischen Peptids P3 lag bei etwa 852 fmol und fiihrte zu maximalen RU-
Antworten von 30 bis 200 RU (Abbildung 27). Es ist wieder ein konzentrationsabhangiger
Zusammenhang der Sensorgramme sowie der nicht zu einer Sattigung flihrende Anstieg der

Kurven erkennbar. Auch P3 wechselwirkt somit spezifisch mit den Zellen.
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Abbildung 27: SPR-Sensorgramme des zyklischen Peptids P3 mit CCR5-liberexprimierenden GHOST(3)-Hi5-

Zellen. Die RU-Antworten wurden gegen die Zeit aufgetragen und es wurden acht verschiedene
Zellkonzentrationen vermessen. Die Konzentrationsabhéngigkeit der Wechselwirkung ist eindeutig erkennbar.

Zuletzt wurde das zyklische, glycosylierte Peptid P4 mit ca. 363 fmol auf dem Sensorchip
immobilisiert (Abbildung 28).
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Abbildung 28: SPR-Sensorgramme des zyklischen Glycopeptids P4 mit CCR5-lUberexprimierenden GHOST(3)-

Hi5-Zellen. Die RU-Antworten wurden gegen die Zeit aufgetragen und es wurden acht verschiedene
Zellkonzentrationen vermessen. Die Konzentrationsabhangigkeit der Wechselwirkung ist eindeutig erkennbar.

Bei den Messungen wurden RU-Antworten von 20 bis 230RU mit einem
konzentrationsabhangigen Verhalten der Sensorgramme erhalten. Auch bei P4 lassen die

Kurven ohne Sattigungsplateau auf eine langsame Assoziation schlielRen.
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Bei allen Peptiden wurden neben den Messungen mit Hi5-Zellen Negativkontrollen mit den
entsprechenden Parentalzellen durchgefiihrt. In Abbildung 29 sind exemplarisch die

Sensorgramme von P2 und P3 mit Parentalzellen gezeigt.
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Abbildung 29: SPR-Sensorgramme des linearen Peptids P2 (a) und des zyklischen Peptids P3 (b) mit GHOST(3)-
Parentalzellen. Die RU-Antworten wurden gegen die Zeit aufgetragen und es wurden acht verschiedene
Zellkonzentrationen vermessen. Die RU-Antworten sind bei beiden Peptiden niedriger als bei den Hi5-Zellen
(vgl. Abbildung 26 und Abbildung 27), aber zu hoch fiir eine eindeutige Negativkontrolle.

Die Bindungsstudien der Peptide mit den Parentalzellen zeigten kein eindeutiges Ergebnis.
Die RU-Antworten beider Peptide sind zwar niedriger als bei den Messungen mit Hi5-Zellen,
(um etwa 70 RU weniger bei P2 und um etwa die Halfte bei P3) aber zeigen immer noch eine

deutliche Bindung der Peptide an die Parentalzellen. Das spricht entweder dafiir, dass ein
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nennenswerter Anteil der Wechselwirkungen der Parentalzellen unspezifischer Natur ist. So
konnte es auch sein, dass die Peptide an ein anderes Protein der Zellen binden, gerade im
Hinblick darauf, dass die Zellen hochstwahrscheinlich zerstort sind. Dadurch konnte eine
Bindung an ein Protein aus dem Inneren der Zelle vorliegen. Moglicherweise wurden aber
auch die Parentalzellen mit CCR5-exprimierenden Zellen kontaminiert, sodass die
Negativkontrolle weniger negativ ausfallt als erwartet. Oder sie sind zwar nicht mit dem
CCR5-Rezeptor kontaminiert, aber in irgendeiner anderen Weise gealtert, sodass es zu einer
Interaktion mit den Peptiden kam. AuRerdem konnte es sein, dass die CCR5-exprimierenden
Hi5-Zellen teilweise ihren Vektor verloren haben und demnach nicht mehr ausreichend CCR5

exprimieren, um sich starker von den Parentalzellen zu unterscheiden.

Ob die Zellen tatsachlich kontaminiert oder verandert vorlagen, wurde mittels

Durchflusszytometrie untersucht (Abschnitt 6.2.4).

6.2.2 Bindungskurven der Peptide und Glycopeptide P1-P4

Die Ergebnisse der SPR-Experimente wurden thermodynamisch ausgewertet und die
erhaltenen Bindungskurven der vier Peptide werden im Folgenden vorgestellt. Der Vergleich
und die Diskussion erfolgen im Anschluss. Eine kinetische Auswertung war aufgrund der sehr

langsamen Dissoziation nicht moglich.

Die Zahl der CCR5-Rezeptoren auf der Oberflache der GHOST(3)-Hi5-Zellen wurde zuletzt von
B. Jurs mit Hilfe von Durchflusszytometrie auf einen Wert von 4-10* bestimmt.! Auch nach
mehrmaligem Passagieren der Zellen blieb der Wert konstant. Anhand dieses Werts wurden
ausgehend von den verwendeten Zellkonzentrationen (36 bis 3600 Z/ul)
Rezeptorkonzentrationen von 2.4 bis 240 pmol berechnet. Die jeweils maximalen
RU-Antworten wurden gegen die Rezeptorkonzentration aufgetragen und an das One-site-

binding-Modell angepasst. Zusatzlich wurde jeweils ein kiinstlicher Nullpunkt eingefligt.

Aufgrund der GroRe von etwa 17 um pro Zelle ist theoretisch davon auszugehen, dass eine
einzelne Zelle mehrere Peptide gleichzeitig bindet, wobei es durch die wirkenden
Scherkrafte wahrscheinlich zur Zerstérung der Zellen und Bindung von Zellfragmenten
kommt. Aus diesem Grunde ware das One-site-binding-Modell, das von einer 1:1-Bindung
ausgeht, eigentlich ungeeignet. Um der multivalenten Bindung gerechter zu werden, wurde
versucht, die Werte an das Two-site-binding-Modell anzupassen. Die Anpassung war jedoch
deutlich schlechter als beim One-site-binding-Modell oder lie sich z.T. gar nicht

durchfihren. So wurde letztlich doch das One-site-binding-Modell verwendet.
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Es ist nicht bekannt, wieviele Rezeptoren sich auf der Seite der Zelle befinden, die gerade zu
den immobilisierten Peptiden zeigt. Aulerdem ist es wahrscheinlich, dass die Zellen z.T.
durch Scherkrafte bei der Injektion zerrissen werden und nur noch Membranfragmente mit
den  Peptiden  wechselwirken.  Entsprechend stark  konnten die  wahren
Rezeptorkonzentrationen von den hier zur Berechnung verwendeten abweichen.

Aus den genannten Griinden sollten die mittels SPR bestimmten Kp-Werte keinesfalls als
absolut betrachtet werden, sondern lediglich als Abschatzung zum relativen Vergleich der

Peptide untereinander dienen.

Abbildung 30 zeigt die erhaltenen Bindungskurven der vier Peptide und Glycopeptide P1 bis
P4. Aus der Anpassung fiir das lineare, unglycosylierte Peptid P1 ergibt sich eine
Dissoziationskonstante Kp von 35.8 £ 11.8 pM. Der Sattigungswert der RU-Antwort bei
unendlicher Rezeptorkonzentration betrdagt 148 RU. Demnach ist die Sattigung bei der

hochsten verwendeten Konzentration fast erreicht worden.
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Abbildung 30: Bindungsisothermen der Peptide P1 bis P4. Aufgetragen wurden die RU-Antworten gegen die
berechneten Rezeptorkonzentrationen. Es wurde jeweils ein kinstlicher Nullpunkt eingefligt und eine
Anpassung an das One-site-binding-Modell vorgenommen.
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Die aus dem One-site-binding-Modell erhaltene Bindungskurve des linearen Glycopeptids P2
ergibt eine Dissoziationskonstante Kp von 106.5 £+ 29.0 pM. Die RU-Antwort bei unendlich
hoher Rezeptorkonzentration wurde zu 381 RU berechnet. Die experimentell erhaltene
maximale RU-Antwort der hochsten Konzentration lag mit 270 RU demzufolge bei etwa zwei
Dritteln des Sattigungswertes. Unter der Annahme einer 1:1-Bindung von Peptid und CCR5-
Rezeptor (40 kDa) ergibt sich fur eine Belegung von 100% der moglichen Bindungsstellen
(1 pmol immobilisiertes Peptid) eine zu erwartende maximale RU-Antwort von 40000 RU.
Das bedeutet, dass maximal 1% der moglichen Bindungsstellen fiir die Bindung genutzt
wurden, was sehr wahrscheinlich daran liegt, dass die Zellen bzw. Zellfragmente zu grof}
sind, um in die Dextranschicht eindringen zu kdnnen. Dieses Ergebnis spricht letztlich sehr
dafiir, dass die Zellen durch Scherkrafte zerstort wurden und nur noch Zellfragmente
vorliegen, da sonst eine noch sehr viel hdhere Massenzunahme und maximale RU-Antwort
zu erwarten waren.

Fiir das zyklische, unglycosylierte Peptid P3 ergibt sich eine Dissoziationskonstante Kp von
60.8 £ 15.6 pM und der theoretische Sattigungswert der Kurve liegt bei 243 RU. Bei der
hochsten Konzentration lag entsprechend schon fast der gesattigte Zustand vor.

Die Dissoziationskonstante Kp des zyklischen, glycosylierten Peptids P4 lag bei 26.4 + 8.7 pM.
Der theoretische Sattigungswert bei unendlich hoher Rezeptorkonzentration liegt bei
228 RU, was in etwa dem experimentellen maximalen RU-Wert der hochsten Konzentration

entspricht.

6.2.3  Vergleich und Diskussion der Ergebnisse

Die Belegung der Sensorchips mit den verschiedenen Peptiden fiel sehr unterschiedlich aus,
weshalb die jeweiligen Bindungskurven zur besseren Vergleichbarkeit auf 100 fmol normiert
wurden (Abbildung 31, links). Aus dem normierten Vergleich der Bindungskurven wird sofort
ersichtlich, dass das zyklische Glycopeptid P4 die hochsten RU-Antworten lieferte und die
niedrigste Dissoziationskonstante zeigte. Damit sollte es die hochste Bindungsaffinitat der
vier Peptide aufweisen. Die Bindungskurven von P1, P2 und P3 liegen sehr dicht beieinander.
Das lineare, unglycosylierte Peptid P1 zeigt etwas hohere RU-Antworten und einen
niedrigeren Kp als P2 und P3. Dieses Ergebnis ist anders als bei nativen Peptiden, da in
vorangegangenen Studien gezeigt wurde, dass zyklisierte V3-Peptide eine hohere
Bindungsaffinitat aufweisen als lineare und glycosylierte Peptide eine hohere als

u nglycosylierte,64,65,1ez,164
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Das zyklische Peptid P3 hat geringere RU-Antworten und einen héheren Kp-Wert als das
entsprechende Glycopeptid P4. Und das lineare Glycopeptid P2 weist eine geringere
Bindungsaffinitat auf als das zyklische, unglycosylierte Peptid P3.

Eine mogliche Erklarung fir die héheren RU-Antworten von P1 kdnnte sein, dass nach der
Immobilisierung des Sensorchips mit P1, welche als erste der vier Immobilisierungen
durchgefiihrt wurde, nicht ausreichend lange regeneriert wurde. Dadurch ware die wahre
Basislinie niedriger und die tatsdchliche Belegung miisste hoher sein. Folglich missten die
RU-Antworten von P1 nach Normierung auf 100 fmol kleiner ausfallen. Da die drei Kurven
von P1 bis P3 alle sehr dicht beieinander liegen, konnte es gut sein, dass eine nur leicht
hohere Stoffmenge bei der Belegung dazu flihren wiirde, dass die Kurve von P1 unter den
anderen beiden Kurven von P3 und P2 lige. Letztlich handelt es sich aber doch um
verschiedene Molekiile mit unterschiedlichen Konformationen, gerade auch im Vergleich zu
den analogen, nicht trunkierten V3-Peptiden, deren Bindungsverhalten dementsprechend

nicht mit fritheren Studien tibereinstimmen muss.
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Abbildung 31: Vergleich der Bindungskurven der vier Peptide P1 bis P4 fiir die Interaktion mit Hi5-Zellen nach
Normierung auf 100 fmol (/inks). Es wurden die normierten RU-Antworten gegen die Rezeptorkonzentrationen
aufgetragen. Das zyklische Glycopeptid P4 zeigte erwartungsgemaR die hochsten RU-Antworten. Das lineare,
unglycosylierte P1 weist unerwartet die zweithéchsten RU-Antworten auf, gefolgt vom zyklischen,
unglycosylierten P3. Die niedrigsten RU-Antworten lieferte das lineare Glycopeptid P2. Insgesamt liegen die
Kurven von P1 bis P3 aber sehr dicht beieinander und in derselben Gréenordnung. Rechts: Auftragung der auf
100 fmol normierten RU-Antworten gegen die Rezeptorkonzentrationen der exemplarischen Parentalzell-
messungen von P2 und P3. Beide Kurven weisen einen ahnlichen Verlauf auf und liegen unterhalb der
entsprechenden Kurven fiur die Wechselwirkung mit den Hi5-Zellen.

Aus der Auftragung der ebenfalls auf 100fmol normierten RU-Antworten der
Parentalzellmessungen von P2 und P3 (Abbildung 31, rechts) wird ersichtlich, dass beide
Kurven einen sehr dhnlichen Verlauf aufweisen. Die Kurven liegen mit ca. 10 RU etwa bei
halb so hohen RU-Antworten wie die entsprechenden Kurven der CCR5-Wechselwirkung.

Das deutet darauf hin, dass es eindeutig zu einer spezifischen Wechselwirkung der
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verschiedenen Peptide mit dem CCR5-Rezeptor kam. Wodurch die Bindung an die

Parentalzellen tatsachlich verursacht wird, kann an dieser Stelle nicht gesagt werden.

Insgesamt sind die RU-Antworten mit 20 bis 60 RU der hochsten Rezeptorkonzentration
jedoch deutlich niedriger als in friiheren Arbeiten, in denen fiir vergleichbare Peptide und
Glycopeptide bei Normierung auf 100 fmol RU-Antworten von 100 bis 200 RU erhalten
wurden.® Allerdings ist darauf hinzuweisen, dass in jener SPR-Studie von J. Dojahn ein
Pioneer F1-Sensorchip verwendet wurde, der bei gleicher Anzahl der Carboxymethyl-
Funktionen eine kiirzere Dextranmatrix aufweist als ein CMS—Sensorchip.64’182 Die
Dextranmatrix des CM5-Sensorchips hat eine Héhe von 100 nm, wahrend die in dieser Arbeit

18 Das hat

verwendeten CMD200-Sensorchips eine Dextranschicht von 200 nm aufweisen.
zur Folge, dass die hier verwendeten Chips eine deutlich dickere Dextranschicht und folglich
eine deutlich héhere Belegung von 360 fmol bis 1.2 pmol haben, als die F1-Chips in der
Studie von J. Dojahn (ca. 50 fmol). Tatsachlich sind die Zellen mit ca. 17 um Durchmesser
aber viel zu voluminés, um in die Dextranschicht eindringen zu kénnen. Demzufolge kénnen
nur die dullersten, immobilisierten Peptide fiir eine Interaktion genutzt werden, wodurch die
tatsachlich nutzbare, immobilisierte Stoffmenge der Peptide P1 bis P4 deutlich geringer
sein muss.

Die groBere Dextranmatrix ist zudem verantwortlich fir die problematische Regeneration,
die sehr oft wiederholt werden musste und ein Vielfaches der Zeit der eigentlichen Messung
in Anspruch nahm. In friheren Studien wurde deshalb haufig der CM3-Sensorchip
verwendet, der eine nur etwa 30 nm dicke Dextranschicht aufweist und keine Probleme bei
der Regeneration verursachte.®

Weitere Griinde fiir geringere RU-Antworten, auf die im Folgenden naher eingegangen wird,
sind wahrscheinlich i) die fehlende PND und ii) eine geringere Injektionszeit als in
vergleichbaren Studien.

Die hochkonservierte PND, die sich in der Spitze des V3-Loops befindet und bei den hier
untersuchten Peptiden fehlt, ist ein Teil des Motivs, das den CCR5-Rezeptor an der ECL2

2,38

bindet.”™ Demzufolge ist es sehr wahrscheinlich, dass die trunkierten Peptide ohne PND

eine verringerte Bindungsaffinitat zum CCR5-Rezeptor aufweisen als die Peptide mit PND aus

64,65

friiheren Studien. Zudem konnte es sein, dass die Peptide durch die Trunkierung eine

verdanderte Konformation aufweisen als native V3-Peptide und deshalb auf andere Art mit
dem CCR5-Rezeptor interagieren.
Die Injektion in den hier durchgefiihrten SPR-Experimenten erfolgte (iber zehn Minuten,

1,162,164

wahrend in der Vergangenheit meist Gber zwolf Minuten injiziert wurde. Folglich
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hatten die Sensorgramme mit zwei Minuten langerer Injektionszeit jeweils etwas hohere

maximale RU-Antworten erreichen kdonnen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass die Peptide P1 bis P4 trotz der fehlenden PND den
CCR5-Rezeptor spezifisch binden. Aufgrund des ungiinstig gewahlten Sensorchiptyps konnte
nur ein Bruchteil der theoretisch verfligbaren Bindungsstellen tatsachlich zur Interaktion mit
dem CCR5-Rezeptor genutzt werden.

Versuche die Peptide an einen Fluoreszenzfarbstoff zu kuppeln und die Bindungskonstanten
mit der Methode der Durchflusszytometrie zu bestimmen, wurden nicht weiter verfolgt, da

die Ausbeuten der Kupplung bei verschiedenen Bedingungen jeweils unter 10% lagen.

6.2.4 Durchflusszytometrische Kontrolle der GHOST(3)-Zellen mit einem Anti-CCR5-
Antikorper

Um auszuschlieRen, dass die unerwartet hohen RU-Antworten der Parentalzellen (vgl.
Abbildung 29) durch Kontamination mit CCR5-exprimierenden Zellen verursacht wurden,
wurde eine Analyse mittels Durchflusszytometrie durchgefiihrt. Die Durchflusszytometrie-
messungen wurden an einem FACS Cantoll der Medizinischen Fakultat des
Universitasklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) im Rahmen der FACS Sorting Core Unit
durchgefiihrt. Dafir wurden GHOST(3)-Parentalzellen und Hi5-Zellen mit einem
Phycoerithrin-gelabelten (PE) CCR5-spezifischen Antikérper inkubiert und anschlieBend im
Durchflusszytometer vermessen. Von den Parentalzellen wurden zwei unterschiedliche
Chargen untersucht. Die eine Charge entsprach den frischen Parentalzellen, die auch fir die
SPR-Experimente im Rahmen dieser Arbeit verwendet wurden. Bei der anderen Charge
handelte es sich um &ltere Zellen, die in friiheren SPR-Studien eingesetzt wurden, aber schon
vier Jahre bei —80 °C gelagert wurden. Bei der alten Parentalzellcharge wurde eine
Kontamination vermutet, da sie auch nach Zugabe von Puromycin gewachsen sind, obwohl
die Parentalzellen kein Resistenzgen gegen dieses Antibiotikum besitzen. Die Emissionen von
jeweils 10000 Zellen wurden per Durchflusszytometrie vermessen.

Der Farbstoff-markierte Antikorper sollte im Idealfall spezifisch an die Hi5-Zellen binden, die
den CCR5-Rezeptor auf der Oberfliche tragen. Die Hi5-Zellen dienen demnach als
Positivkontrolle. An die Parentalzellen sollte keine Bindung stattfinden, da sie, sofern keine
Kontamination vorliegt, keinen CCR5-Rezeptor anzubieten haben. Von den unterschiedlichen
Zellen wurden jeweils eine Probe ohne und eine Probe mit dem PE-markierten Antikérper
vermessen. Zur Auswertung wurde die Seitwartsstreuung (SSC) gegen die Vorwartsstreuung

(FSC) sowie die Fluoreszenzintensitdt des PE-Kanals gegen die Vorwadrtsstreuung
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aufgetragen. So war es moglich, unterschiedliche Populationen zu identifizieren. Da die
Vorwartsstreuung ein MaR fir die GroRe der Zellen ist, konnen die lebendigen Zellen von
den toten unterschieden werden. In der Dotplot-Auftragung SSC gegen FSC der
Positivkontrolle (gefarbte Hi5-Zellen) wurde folglich zunachst eine Population Pl bestimmt,
in dem die lebenden, funktionellen Zellen zu finden sind. Zellen bei kleineren FSC-Emissionen
sind tote Zellen und die, die gréRere Emissionen verursachen, sind vermutlich lebende Zellen
mitten in der Zellteilung und deshalb bis zu doppelt so groR wie die funktionellen Zellen. Fir
die Zellen der Pl-Population wurden anschlieRend Dotplots mit der Auftragung der PE-
Intensitaten gegen die FSC-Emissionen erstellt, anhand derer sich unterscheiden lieR, ob die
Zellen an den PE-markierten Antikérper gebunden sind. Die Zellpopulationen, die eine
erhohte PE-Fluoreszenz hervorriefen und somit den Antikorper gebunden hatten, wurden in
dem Bereich PIl identifiziert. Die beiden Populationsbereiche Pl und PIl wurden anschlieRend
fir die jeweiligen Parentalzellproben (ibernommen.

Die Ergebnisse der Messungen der Hi5-Zellen sind in Abbildung 32 dargestellt. Der Anteil der
lebendigen, funktionalen Zellen im Bereich Pl (grau) lag sowohl bei den unbehandelten

Zellen als auch bei den Antikorper-markierten Zellen bei etwa 80% (79% bzw. 84%).

Ungefarbte Hi5-Zellen
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Abbildung 32: Durchflusszytometriemessung mit GHOST(3)-Hi5-Zellen ohne (ungefarbt) und mit (gefarbt) PE-
markiertem Anti-CCR5-Antikérper. Es wurden zum einen die Seitwartsstreuung (SSC) gegen die
Vorwartsstreuung (FSC) aufgetragen, um die lebendigen (PI, grau) von den toten und den sich teilenden Zellen
(schwarz) unterscheiden zu koénnen. Des Weiteren wurden von der lebendigen Population Pl die PE-
Fluoreszenzintensitdten gegen FSC aufgetragen, um die Zellen zu erkennen, die den markierten Anti-CCR5-AK
gebunden haben (Pll, rot). Von den lebendigen Hi5-Zellen haben 98% den AK gebunden.
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Aus der Auftragung PE gegen FSC lassen sich die Zellen, die keinen Antikdrper gebunden
haben von den gefarbten Zellen (Pll, rot) unterscheiden. Der Anteil der Zellen, die den CCR5-
spezifischen Antikorper gebunden haben betrdagt 98%, bezogen auf die lebende Population
PI und 82% in Bezug auf die gesamten vermessenen Zellen. In der ungefdrbten
Negativkontrolle ohne Antikorper liegt der Anteil der Zellen, die im Bereich Pll liegen, bei
0.7% der lebenden Population PI. Demnach konnte die Bindung der Hi5-Zellen an den CCR5-
spezifischen Antikorper bestdtigt werden. Die Dotplots der ungefarbten frischen
Parentalzellen unterscheiden sich kaum von denen, die mit dem PE-markierten Antikorper
inkubiert wurden (Abbildung 33a). Beide Proben hatten einen Anteil funktionaler, lebendiger
Zellen von etwa 65% (PI, grau). Der Anteil der Zellen, die vermutlich mitten in der Zellteilung
stecken war bei den Parentalzellen hoher als bei den Hi5-Zellen, wahrend der Anteil der
toten Zellen etwa gleich war. Weniger als 1% der Zellen aus Pl wiesen eine erhdohte PE-
Fluoreszenz auf und lagen im Bereich PI (rot). Bei den gefarbten Zellen lag dieser Anteil mit
0.9% minimal hoher als bei den ungefarbten Zellen mit 0.03%. Aus der Auftragung SSC gegen
FCS ist aber zu erkennen, dass ein nennenswerter Teil der rot dargestellten Pll-Zellen in dem
Bereich der toten Zellpopulation verortet sind. Entsprechend handelt es sich vermutlich um
eine unspezifische Bindung des Antikorpers an die toten Parentalzellen. Noch deutlicher
wird das aus den Dotplots der dlteren Parentalzellcharge (Abbildung 33b). Der Anteil der
Population Pl von der Gesamtzahl der Zellen liegt je nach Probe zwischen 50 und 57%. Aus
den Dotplots ist aber auch zu erkennen, dass ein Teil der toten Zellpopulation (<80k FSC-A) in
den Bereich PI hineinragt und somit die Zahl funktionaler, lebendiger Zahlen in Wirklichkeit
noch kleiner ist.

Bei der gefarbten Probe zeigt sich, dass 15% der Pl-Zellpopulation an den Antikdrper
gebunden vorlagen. Aus dem SSC-FSC-Dotplot wird jedoch deutlich, dass die rot markierten
Zellen (PI1) hauptsachlich im Bereich der toten Zellpopulation liegen. Der héhere Anteil toter
Zellen erklart sich durch die lange Lagerung bei -80 °C, die fiir Zellen nicht ideal ist. Besser
ware eine Langzeitlagerung von Zellen in flissigem Stickstoff bei -196 °C, was hier aber

technisch nicht moglich war.'®*

Zusammenfassend lasst sich also sagen, dass die Hi5-Zellen den CCR5-Rezeptor tragen und
spezifisch den PE-markierten Antikorper binden, wadhrend die Parentalzellen eindeutig
keinen  CCR5-Rezeptor anzubieten haben und entsprechend niedrige  PE-
Fluoreszenzintensitaten liefern. Es zeigte sich jedoch eine unspezifische Bindung des
Antikorpers an tote Zellen, die in der lange gelagerten Parentallzellcharge vermehrt

vorhanden waren.
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Ungefarbte Parentalzellen (frisch)
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Abbildung 33: Durchflusszytometriemessung mit a) frischen und b) alteren GHOST(3)-Parentalzellen ohne
(ungefarbt) und mit (gefarbt) PE-markiertem Anti-CCR5-Antikorper. Anhand der Auftragung SSC gegen FSC
wurden die lebendigen (PI, grau) von den toten und den sich teilenden Zellen (schwarz) unterschieden. Der
Anteil der funktionalen, lebenden Zellen betrug etwa 65% (a) bzw. 54% (b). Des Weiteren wurden von der
lebendigen Population Pl die PE-Fluoreszenzintensitaten gegen FSC aufgetragen, um die Zellen zu erkennen, die
den markierten Anti-CCR5-AK gebunden haben (PIl, rot). Von der Population Pl haben 0.9% (a) bzw. 15% (b)
den AK gebunden.
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6.3 Strukturelle Analyse der V3-Peptide

Der Einfluss der Glycosylierung und der Trunkierung der Peptidsequenz sollte mittels
molecular modeling untersucht werden. Hierfir wurden die Strukturen der beiden
synthetisierten zyklischen Peptide P3 und P4 sowie eines entsprechenden zyklischen
Glycopeptids mit dem Nonasaccharid als Glycan berechnet. Anschlieend wurde fir die
Peptide P3 und P4 ausgehend von den durch NMR erhaltenen Torsionswinkeln und
Protonenabstanden eine Konformationsanalyse durchgefiihrt. Durch Distance-geometry-
Rechnungen wurden entsprechende 3D-Strukturen erstellt. Die Ergebnisse der
Strukturvorhersage und der experimentellen Strukturen wurden miteinander verglichen.
Zuletzt wurde das Nonasaccharid-Glycopeptid in die kiirzlich vero6ffentlichte

Rontgenkristallstruktur des CCR5-Rezeptors modelliert.

6.3.1 In-silico-Strukturanalyse

Die Strukturen der zyklischen Peptide P3 und P4 wurden mit Hilfe von molecular modeling
berechnet und untersucht. Des Weiteren wurde ein V3-Glycopeptid gleicher Sequenz
analysiert, welches statt Chitobiose das zuvor beschriebene Nonasaccharid (19) als Glycan
tragt und somit dem natirlichen V3-Loop ahnlicher ist.

Als Ausgangsstruktur der zyklischen V3-Peptide diente die Endstruktur einer friheren
Molekiildynamiksimulation (MD) der gp120-Réntgenstruktur (2B4C).>! Die gp120-Struktur
wurde dafir auf den V3-Loop reduziert, die PND deletiert und entsprechende Mutationen
eingefligt, um der in dieser Arbeit verwendeten trunkierten Konsensussequenz zu
entsprechen. Fir die drei verschiedenen V3-Peptide (unglycosyliert, Chitobiosyl-V3-Peptid
und Nonsaccharid-V3-Peptid) wurde jeweils eine MD-Simulation tber einen Zeitraum von
2 ns durchgefihrt.

In Abbildung 34 sind die berechneten Strukturen des unglycosylierten Peptids P3 zu Beginn
und nach Ende der MD-Simulation als Crossed-eye-Darstellung gezeigt. Nach Ende der
Simulation war die Struktur deutlich schmaler und langgestreckter. AuBerdem wies sie eine
leichte Verdrillung auf. Die Distanz der Ca-Atome der beiden mittig im loop liegenden
Aminosduren N300 und 1322 betrug zu Beginn der Simulation 17.0 A und am Ende nur noch
7.6 A. Im Laufe der Simulation bildeten sich vermehrt interresiduale Wasserstoffbriicken aus,

wie z.B. zwischen den beiden sich gegeniiber liegenden Aminosduren R298 und 1325.
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Abbildung 34: In-silico-Struktur von P3 a) zu Beginn und b) nach Ende einer 2 ns dauernden MD-Simulation in
der Crossed-eye-Darstellung. Das Peptid ist als Stdbchenmodell und Wasserstoffbriickenbindungen sind
gestrichelt violett dargestellt. Die Endstruktur ist deutlich schmaler und verdrillter als die Startstruktur.

Die Struktur des Chitobiosyl-V3-Peptids P4 (Abbildung 35) verhielt sich wahrend der
Simulation dhnlich wie die von P3. Die Startstruktur hat sich wahrend der Simulation leicht
verdrillt. Die Weite hat sich jedoch nur wenig verdandert, der loop nimmt wahrend der
Simulation nur eine minimal schmalere Konformation ein. Der Abstand der Ca-Atome der
Aminosduren N300 und 1322 lag zu Beginn bei 13.8 A und ist am Ende der Simulation mit
12.2 A eventuell noch im Rahmen der Standardabweichung. Die Chitobiose zeigte fast tiber
die gesamte Dauer nicht zum Peptid. Lediglich die N-Acetylgruppe des ersten N-
Acetylglucosamins (GIcNAc) bildete zwischenzeitlich eine Wasserstoffbriickenbindung zur
Carbonylgruppe des Riickgrats von N301 aus. Eine weitere Wasserstoffbriicke bildete sich im
Laufe der Simulation zwischen R304 und S02 aus, die sich in der Spitze des loops gegeniiber
liegen. Dieser Kontakt tragt demnach vermutlich zur minimal schmaleren Struktur des

Peptids zum Ende der Simulation bei (Abbildung 35b).
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b)

Abbildung 35: In-silico-Struktur von P4 a) zu Beginn und b) nach Ende einer 2 ns dauernden MD-Simulation in
der Crossed-eye-Darstellung. Das Peptid ist als Stdbchenmodell und Wasserstoffbrickenbindungen sind
gestrichelt violett dargestellt. Die Struktur am Ende der Simulation ist leicht schmaler und verdrillter als die
Startstruktur. Die Chitobiose zeigt wahrend der Simulation vom Peptid weg.

Auch das Nonasaccharid-V3-Peptid entwickelte sich von einer anfangs weiten, offenen
Struktur zu einer schmaleren Struktur am Ende der MD-Simulation (Abbildung 36). Der
Abstand der Ca-Atome der Aminosiauren N300 und 1322 betrug zu Beginn 15.4 A und
verringerte sich auf 10.3 A. Der Verdrillungsgrad ist hingegen geringer als bei den anderen
beiden Peptidstrukturen. Vermutlich behindert das sterisch anspruchsvolle Glycan eine
starkere Verdrillung. Das Saccharid bewegt sich im Laufe der Simulation in Richtung Peptid
und interagiert mit den Aminosduren. In der Endstruktur liegt z.B. eine Wasserstoffbriicke

zwischen der N-Acetylgruppe des zweiten GIcNAcs und der Seitenkette von N300 vor.
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Abbildung 36: In-silico-Struktur des Nonasaccharid-V3-Peptids a) zu Beginn und b) nach Ende einer 2ns
dauernden MD-Simulation in der Crossed-eye-Darstellung. Das Peptid ist als Stdabchenmodell und
Wasserstoffbriickenbindungen sind gestrichelt violett dargestellt.

Die endstandige Galactose der 1,6-verkniipften Antenne zeigt wahrend der Simulation
Wechselwirkungen mit verschiedenen Aminosduren. Die 1,3-verknlipfte Antenne des

Glycans zeigt durchgehend in eine andere Richtung als das Peptid.

Die mittlere quadratische Abweichung (root-mean-square deviation, RMSD) ist ein MaR
dafir, wie sehr die Position bestimmter Atome zu einem bestimmten Zeitpunkt der
Simulation von einer gegebenen Struktur abweichen. Die RMSD-Werte aller drei V3-Peptide
wurden in Bezug auf die jeweilige Startstruktur (frame 0) gegen den Verlauf der MD-
Simulation aufgetragen (Abbildung 37a). Eine Stabilisierung des RMSD deutet auf das
Erreichen eines Gleichgewichtszustandes hin, welcher fiir das Riickgrat aller drei Peptide
erreicht wird. Der RMSD der Seitenketten des unglycosylierten V3-Peptids schwankt starker
als bei den beiden Glycopeptiden. Moglicherweise hangt das mit der fehlenden

Glycosylierung zusammen, die eventuell eine stabilisierende Wirkung auf die Struktur
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ausibt. Die starkste Veranderung im Vergleich zur Startstruktur weist das Chitobiosylpeptid
mit etwa 6 A auf. Vermutlich liegt das an der starken Verdrillung, die das Peptid erfahrt (s.
Abbildung 35).

Die Fluktuation des RMSD (root-mean-square fluctuation, RMSF) der einzelnen Aminosauren
(Abbildung 37b) gibt Auskunft (iber besonders variable Bereiche der Peptide. Die
beweglichen Seitenketten zeigen erwartungsgemal} eine etwas hohere Fluktuation als das
Peptidrickgrat. Das unglycosylierte und das Nonasaccharid-Peptid weisen sowohl fiir die
Seitenketten als auch fiir das Rickgrat einen dhnlichen Verlauf auf. Das Chitobiosylpeptid
fallt hingegen mit starkeren Fluktuationen der Aminosauren N302 und T303 bzw. A317 und
T318 auf. Diese vier Aminosduren wechseln im Verlauf der Simulation sehr haufig zwischen

ihren Interaktionspartnern hin und her.
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Abbildung 37: Auftragung der RMSD- und RMSF-Werte der Seitenketten sowie der Rilckgrate der drei
verschiedenen V3-Peptide (unglycosyliert, mit Chitobiose bzw. Nonasaccharid). a) Zeitlicher Verlauf des RMSD
Uber die Dauer der MD-Simulationen. Die Stabilisierung des RMSD spricht fir das Erreichen eines
Gleichgewichtszustands. Das Chitobiosylpeptid verandert seine Konformation im Laufe der Simulation starker
als die anderen beiden Peptide b) Auftragung der Fluktuation des RMSD (RMSF) gegen die einzelnen
Aminosauren; das statt der PND eingefligte PS-Motiv ist mit 01 und 02 nummeriert. Das Chitobiosylpeptid
weist variablere Bereiche auf als die beiden anderen Peptide.
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Um die MD-Simulationen noch genauer auszuwerten, wurden 18 zufallig gewahlte Abstande
im unglycosylierten Peptid und 21 in den beiden glycosylierten Peptiden von gegeniiber
liegenden Aminosauren und/oder Kohlenhydraten ausgewahlt. Bei den Abstanden handelte
es sich um Schweratom-Abstande - vornehmlich zwischen den jeweiligen Ca-Atomen - deren
Verlauf gegen die Zeit der Simulation aufgetragen wurde. Aminosauren und Kohlenhydrate
deren Schweratom-Abstinde unter 10 A lagen wurden auf siamtliche Protonenabstinde
untersucht. Bei mehreren Protonen pro Schweratom (z.B. geminale HB) wurde zunachst nur
jeweils eines der Protonen auf mogliche Kontakte zu anderen Protonen analysiert. Da im
NOESY-Spektrum Abstinde bis ca. 5A detektiert werden konnen, wurden alle
Protonenabstande ausgewahlt, die bei maximal 5A lagen und somit moglicherweise
experimentell bestdtigt werden konnen. Protonen mit uneindeutigen oder stark
schwankenden Abstanden wurden genauer untersucht, indem die Abstdande aller Protonen
einer Aminosdure mit samtlichen Protonen der anderen ausgewertet wurden. Abbildung 38
zeigt beispielhaft einige der Protonenabstande lber den zeitlichen Verlauf der Simulation,
welche die meiste Zeit kleiner oder gleich 5 A waren. Der Kontakt zwischen T303 und G319
des Nonasaccharid-Peptids bestand allerdings nur die ersten 1.5 ns. Ansonsten hielten sich
die verschiedenen Kontakte recht stabil tiber die Dauer der Simulation.

Aus der Vielzahl der betrachteten Abstdnde ergaben sich am Ende nur wenige, die maximal

5 A groR waren. Alle der auf diese Weise gefundenen Kontakte sind in Tabelle 3 aufgelistet.

Tabelle 3: Aminosduren der drei verschiedenen V3-Peptide mit Protonenabstianden der MD-Simulation, die
kleiner als 5 A sind. Grau hinterlegt sind gleiche Aminosiure-Kontakte.

Unglycosyliertes V3-Peptid P3  Chitobiosyl-V3-Peptid P4 Nonasaccharid-V3-Peptid

C296 - C330 C296 - C330 C296 - C330
R298 — Q327 R298 - Q327 R298 — Q327
P299 - 1325 P299 - 1325 P299 - 1325
C296 —H329 C296 —H329 -
- - T303 - G321
R304 - A317 - -

Die gefundenen Kontakte liegen vor allem im Stem-Bereich und in der Spitze des loops. Der
Kontakt zwischen P299 und 1325 konnte fir das Peptid P3 mittels NOESY-NMR bestatigt
werden. Fir das Glycopeptid P4 wurde im NOESY-Spektrum jedoch kein entsprechendes
Kreuzsignal gefunden. Der Kontakt der disulfidverbriickten Cysteine C296 und C330 konnte
sowohl fur P3 als auch fir P4 durch NOESY-NMR bestétigt werden. Fiir die anderen in silico

gefundenen Kontakte konnten keine entsprechenden Kreuzsignale im NMR bestatigt
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werden. Ein Grund hierfiir kdnnte eine teilweise Uberlagerung der entsprechenden Bereiche
der Peptidspektren bzw. eine verminderte Intensitaten im Bereich der a-Protonen durch die
Wasserunterdriickung sein. Alternativ konnte das fehlende Kreuzsignal ein Indiz sein, dass
die berechneten Strukturen noch nicht vollstandig den wahren Peptidkonformationen
entsprechen bzw. nur eine der moglichen Konformationen darstellen. Vom V3-Loop ist

bekannt, dass er verschiedene Konformationen einnehmen kann (s. Abschnitt 3.5.2).
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Abbildung 38: Zeitliche Verldaufe von ausgewahlten Protonenabstanden des unglycosylierten, des Chitobiosyl-
und des Nonasaccharid-Peptids (ber jeweils 2 ns dauernde MD-Simulationen. Gezeigt sind Kontakte mit
maximal 5 A Abstand.
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AulRerdem fallt auf, dass die glycosylierten Peptide weniger Kontakte aufweisen als das
unglycosylierte Peptid. Daraus lasst sich schlieRen, dass die Kohlenhydrate einen Einfluss auf

die peptidische Struktur ausiben.

6.3.2 Konformationsanalysen der Peptide P3 und P4 mittels NMR

Zur Bestimmung experimenteller 3D-Strukturen der beiden zyklischen Peptide P3 und P4
wurden Konformationsanalysen mit Hilfe von NMR durchgefiihrt (s. Abschnitt 4.4). Hierfur
wurden TOCSY- und NOESY-Spektren aufgenommen, aus denen sich interresiduale Abstande
sowie 3J—Kopplungskonstanten bestimmen lieBen. Anhand der Abstands- und
Winkelbeschrankungen konnten mit dem Programm CYANA schlieRlich Strukturen der
Peptide bestimmt werden. Anhand der so ermittelten 3D-Strukturen sollte der Einfluss der

Trunkierung auf die Konformation der zyklischen V3-Peptide untersucht werden.

6.3.2.1 Konformationsanalyse des zyklischen Peptids P3

Zur Bestimmung der Protonenabstiande des zyklischen Peptids P3 wurden zunachst 2D-
NOESY-Spektren mit Mischzeiten von 30, 50, 100, 200, 300, 600 und 1000 ms an einem
700-MHz-Spektrometer aufgenommen. In  Abbildung 39 sind NOESY-Spektren
unterschiedlicher Mischzeiten gezeigt, aus denen der Aufbau des NOEs erkennbar wird. Die
hochsten Intensitaten wies das Spektrum mit der Mischzeit 300 ms auf. Entsprechend wurde
dieses Spektrum genutzt, um die Integralgrenzen fiir die NOE-Kreuzsignale zu setzen, die
anschlieRend auf alle anderen Spektren libertragen wurden. Die Integrale wurden zweifach
normiert. Zum einen wurden die Integrale in Bezug auf die Eigenrelaxation korrigiert, wofir
zunachst das isolierte Signal eines Diagonalpeaks bei sehr geringer Mischzeit (30 ms)
integriert wurde. Dieses Integral wurde als Eigenrelaxation definiert und diente als
Normierungsfaktor, der auf alle anderen Integralwerte angewandt wurde. Zum anderen
wurden die Integrale auf 100% normiert. Dazu wurde jeweils der prozentuale Anteil eines
Kreuzsignals von der Summe aller Kreuz- und Diagonalpeaks eines Protons berechnet. Die
erhaltenen NOE-Prozente wurden gegen die Mischzeiten aufgetragen, um NOE-
Aufbaukurven zu erhalten. Zur Bestimmung der Parameter Pq und P; wurden die Kurven an
die doppelt-exponentielle Gleichung (7) (s. Abschnitt 4.4) angepasst. Dabei zeigte sich in
allen Aufbaukurven, dass der NOE bei einer Mischzeit von 600 ms zu gering ausfiel. Sie
wurden folglich nicht berlicksichtigt. Die Ursache war vermutlich ein inhomogenes
Magnetfeld bei der Aufnahme des 600-ms-Spektrums, wodurch die Signale breiter waren

und somit nicht vollstédndig durch die gesetzten Integralbereiche erfasst wurden.
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Aus dem Produkt von Py und P; wurde schlielRlich die Anfangssteigung zum Zeitpunkt 0 ms

erhalten, die der Kreuzrelaxationsrate entspricht.
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Abbildung 39: 2D-NOESY-Spektren mit Mischzeiten von 30, 100, 300 und 1000 ms. Die NOE-Intensitdten
nehmen erst zu und sinken dann wieder ab, wobei das NOESY-Spektrum mit 300 ms Mischzeit die hochsten
Intensitaten aufwies.

Um Protonenabstdnde nach Gleichung (8) berechnen zu kénnen, ist es zunachst notig die
Kreuzrelaxationsrate eines bekannten Referenzabstands zu bestimmen. Dafiir wurden sechs
Kreuzsignale von geminalen bzw. aromatischen Protonenpaaren ausgewahlt: Die
C-terminalen Amid-Protonen, die B-Protonen von C330, H329 und Y316 sowie die
aromatischen Protonen von Y316. Aus den Aufbaukurven wurden die Kreuzrelaxationsraten
berechnet. Die entsprechenden Referenzabstidnde wurden mit Hilfe des Programms Maestro

(2015-4) aus einer Rontgenstruktur von gpl20 (2B4C)** zu 1.75A fiur die amidischen
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Protonen, 1.70 A fir die geminalen B-Protonen und 2.45 A fiir die vicinalen aromatischen
Protonen bestimmt.

Ausgehend von einem Referenzabstand wurden jeweils die Abstinde der anderen
Referenzprotonenpaare berechnet. Dies wurde fiir alle Referenzabstande wiederholt und
erlaubt eine Abschatzung, wie verlasslich die berechneten Abstdnde sind. Die Verwendung
der B-Protonen von Y316 und H329 als Referenzabstand ergaben deutlich zu groRe
Abstandswerte und wurden nicht weiter verwendet. Das [B/B‘-Paar von C330 als
Referenzabstand gab leicht zu niedrige und die aromatischen Referenzprotonen leicht
erhohte Abstandswerte, wahrend C330 CONH, und C330 HB‘/HB etwa gleich gut passten.
Letztendlich wurden die Amidprotonen von C330 als Referenz ausgewahlt und zur
Berechnung der unbekannten Abstdnde verwendet (Abbildung 40). Mit Hilfe der drei
anderen brauchbaren Referenzwerte (C330 B/B‘, C330 B‘/B, Y316 H8/He) wurden ebenfalls
samtliche unbekannten Abstidnde berechnet, die dann zur Fehlerberechnung dienten. Der

Fehler lag bei allen berechneten Abstdanden bei ca. 7%.

Insgesamt wurden 66 Kreuzsignale aus den NOESY-Spektren ausgewertet (Abbildung 40 und
s. Anhang 10.1). Die Datenpunkte des Spektrums mit einer Mischzeit von 600 ms wurden
nicht bericksichtigt.

Hauptsachlich wurden intraresiduale und sequenzielle Kontakte des Riickgrats sowie einige
Kontakte des Riickgrats zu Seitenketten-Protonen gefunden, wohingegen kaum Long-range-
Kontakte der Seitenketten auszumachen waren. Die Identifizierung letzterer wurde aufgrund
starker Uberlagerungen erschwert. Fiir einige Kontakte konnten keine sinnvollen
Aufbaukurven erhalten werden. Da aber beobachtbare NOE-Kontakte vorhanden waren,
wurde fir deren Abstinde ein Bereich, von 1.8 bis 5.0 A angenommen. Nur in diesem
Bereich sind NOE-Kontakte mdglich.

Zur Berechnung der ¢-Winkel nach der Karplus-Gleichung (4) mussten die
3'J—Kopplungskonstanten der NH-Ha-Kopplung bestimmt werden. Aufgrund von
Signaliiberlagerungen war es nicht moglich diese aus dem eindimensionalen *H-Spektrum zu
erhalten, weswegen sie aus dem TOCSY-Spektrum von P3 ermittelt wurden. Aus den
Kopplungskonstanten wurden bis zu vier mogliche ¢-Winkel nach Gleichung (4) berechnet
(Tabelle 4). Strukturbedingt war es nicht moglich ¢-Winkel fiir die Proline P299 und P02

sowie das N-terminale C296 zu bestimmen.
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Abbildung 40: Referenz-NOE-Aufbaukurve und exemplarische NOE-Aufbaukurven verschiedener

Protonenpaare des unglycosylierten Peptids P3. Auftragung der NOE-Prozente gegen die Mischzeit mit doppelt-
exponentieller Anpassung. Mittels der Parameter P, und P; wurden die Kreuzrelaxationsraten o;; berechnet. Die
rot markierten Datenpunkte wurden bei der Anpassung nicht beriicksichtigt.
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Positive Werte fiir die ¢p-Winkel sind nach Ramachandran nicht erlaubt, sodass sich fiir alle
¢-Winkel jeweils zwei Werte ergeben, die in den Bereichen von -169° bis -132° und -108° bis
-71° liegen (Tabelle 4).

Tabelle 4: 3J-Kopplungskonstanten und ¢-Winkel des unglycosylierten Peptids P3. Die Kopplungskonstanten

wurden mit Hilfe eines TOCSY-Spektrums bestimmt und die Winkel wurden nach Gleichung (4) berechnet. Grau
markiert sind die Winkel, die laut Ramachandran-Plot erlaubt sind.

Aminosiure  3J (Hz) $1 $2 $3 (Y}
T297 7.8 - - -149 91
R298 6.6 73 47 -159 -81
N300 7.5 - - -151 -89
N301 6.9 - - -156 -84
N302 6.7 70 50 -158 -82
T303 8.2 - - -145 -95
R304 8.5 - - -142 -98
K305 8.3 - - -144 -96
$306 6.3 78 42 -161 -79
S02 6.7 70 50 -158 -82
Y316 7.2 - - -154 -86
A317 5.8 85 35 -165 -75
T318 6.9 60 60 -156 -84
G319 5.6 88 32 -166 -74
D320 6.8 67 53 -157 -83
1321 9.2 - - -132 -108
1322 8.2 - - -145 -95
G323 5.3 91 29 -169 -71
D324 6.8 67 53 -157 -83
1325 8.7 - - -139 -101
R326 8.5 - - -142 -98
Q327 7.9 - - -148 -92
A328 8.1 - - -146 -94
H329 7.6 - - -150 -90
C330 7.6 - - -150 -90

Aus den experimentell ermittelten Protonenabstdnden und ¢-Winkeln wurden mit Hilfe des
Programms CYANA Strukturen des Peptids erstellt. Daflir mussten obere und untere Limits
der Distanzen und Winkel als constraints festgelegt werden. Fir die distance constraints

wurde jeweils der Bereich von £15% bezogen auf die ermittelten Abstande angegeben. Bei
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Protonenpaaren, fir die keine Aufbaukurven generiert werden konnten oder deren
berechnete Abstiande unter 1.8 A lagen, wurde der Bereich von 1.8 bis 5.0 A angegeben.

Eine Entscheidung fir je einen der ¢-Werte konnte nicht getroffen werden, aber samtliche
Kombinationen der Winkel zu verwenden war bei 2% Méglichkeiten unmaglich. Daher
wurden zwei Distance-geometry-Rechnungen (DG) zur Strukturgenerierung von P3
durchgeflihrt, einmal mit den ¢$3-Winkeln und einmal mit den ¢4-Winkeln. Als dihedral
angle constraints dienten jeweils die Bereiche von +15° der ermittelten Winkel. Fir die
beiden Proline konnten keine ¢-Winkel angegeben werden, da CYANA die Diederwinkel iber
die Wasserstoffe definiert, statt Gber die Schweratome. Da Prolin kein amidisches Proton
aufweist, wurden stattdessen die W-Winkel angegeben. Daflir wurde jeweils der Bereich von
-70° bis 180° verwendet, der sich aus dem Ramachandran-Plot fiir Proline ergibt.'®> Bei nicht
eindeutig zuzuordnenden geminalen Methyl- und Methylenprotonen wurden in den
Abstandsbeschrankungen fiir das Programm CYANA Pseudoatome (Q) definiert.

Die constraints wurden mit CYANA eingelesen und zur Berechnung von jeweils 500
randomisierten Strukturen verwendet, die mit Hilfe von Zielfunktionswerten bewertet
wurden. Je besser die Abstands- und Winkelbeschrankungen eingehalten wurden, desto
kleiner ist der Zielfunktionswert der Struktur. Die Strukturen der ¢3-Winkel weisen dabei
kleinere Werte auf als die der ¢4-Winkel und erfiillen dementsprechend besser die
vorgegebenen constraints (Abbildung 41).

Da es unwahrscheinlich ist, dass tatsdchlich alle Winkel der P3-Struktur den ¢3-Werten
entsprechen, wurden die ¢3-Strukturen auf Verletzungen der Winkelbeschrankungen
Uberprift. Die Winkel von 1322, T318 und R326 lagen nicht im vorgegebenen Bereich.
Daraufhin wurde eine dritte DG-Rechnung durchgefiihrt, bei der diese drei verletzten
Winkelbeschrankungen in die ¢4-Winkel gedandert wurden. Die erhaltenen
Zielfunktionswerte dieser kombinierten Rechnung waren fiir die besten zehn Strukturen mit
Werten unter 0.1 deutlich besser als in der reinen ¢$3-DG-Rechnung mit Werten bei 0.2 bis

0.3 (Abbildung 41).

Die aus der kombinierten DG-Rechnung erhaltene 3D-Struktur des zyklischen Peptids P3 mit
dem niedrigsten Wert der Zielfunktion weist eine langgestreckte, der Grundform der
Rontgenstruktur des V3-Loops (2B4C)*! dhnliche Form auf (Abbildung 42). Allerdings enthalt
die Struktur der Konformationsanalyse kein B-Faltblattmotiv wie die Rontgenstruktur. Die
N-terminale Region von C296 bis R403 hat sowohl in der Rontgenstruktur als auch in der hier
ermittelten V3-Konformation eine leicht helikale Substruktur, jedoch zeigen die Windungen

jeweils in unterschiedliche Richtungen. Das zeigt sich auch daran, dass der RMSD der Ca-
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Atome, der jeweils in beiden loops vorhandenen Aminoséuren, den groRten Wert von 6.9 A
fir T303 aufweist. Der C-terminale Bereich des loops von 1321 bis C330 zeigt einen dhnlichen

Verlauf des Riickgrats.
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Abbildung 41: Auftragung der Zielfunktionswerte gegen die 100 Strukturen fir P3, deren Winkel und Abstéande
die Beschrdankungen am besten einhalten. Je niedriger der Wert, desto besser werden die constraints erfillt.
Die Strukturen mit den ¢3-Winkeln (a) weisen niedrigere Werte auf als die der ¢p4-Winkel (b) und passen somit
besser zu den vorgegebenen Beschrankungen. Die Strukturen der DG-Rechnung mit einer Kombination aus ¢3-
und ¢4-Winkeln (c) liefern bessere Zielfunktionswerte als die reinen ¢3- oder ¢4-Strukturen.

Da es sich bei Strukturen, die mit Hilfe von NMR ermittelt wurden, immer um die
gemittelten Konformationen der Verbindung in Losung handelt, ist es mdglich, dass
Unterschiede zur Kristallstruktur vorhanden sind. Des Weiteren ist es sehr wahrscheinlich,
dass die fehlende PND einen Einfluss auf die Konformation des V3-Loops hat. So fehlt z.B.
das B-Turn-Motiv, das sonst von der PND ausgebildet wird, wodurch die Spitze des Peptids
insgesamt etwas breiter ist als in der Rontgenstruktur. Auflerdem weist der in der
Rontgenstruktur verwendete V3-Loop eine etwas andere Aminosduresequenz auf als die in

dieser Arbeit verwendete Konsensussequenz.

Ausgehend von der so erhaltenen Struktur aus Abbildung 42 sollte eine constrained
MD-Simulation durchgefiihrt werden, um eine energetisch giinstigere Konformation bei

gleichbleibenden Abstands- und Winkelbeschrankungen zu erhalten. Da es im Programm
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Maestro nicht moglich ist constraints fiir die MD-Simulation festzulegen, wurde zunachst mit
dem Modul MacroModel eine constrained Energieminimierung durchgefihrt. Daflr wurde
das C-terminale Amid erganzt, das in CYANA nicht implementiert ist und deshalb in der
Struktur der DG-Rechnung fehlte. So war es moglich zusatzliche Abstandsbeschrankungen
fir das Amid festzulegen. Die Winkel und Abstdnde wurden je mit +15% erlaubter
Abweichung als constraints gesetzt und das Strafpotenzial betrug 100 ki/mol-rad® fur die
Diederwinkel bzw. 100 ki/mol-A? fur die Abstinde. Die Energieminimierung wurde mit
Wasser als Solvens durchgefiihrt und lieferte eine sehr dhnliche Struktur, die in Bezug auf die
Startstruktur einen RMSD-Wert von 2.5 A der Ca-Atome aufwies. Die energieminimierte

Struktur besaR im Vergleich zur Startstruktur eine um 1262.4 kJ/mol niedrigere potenzielle

Energie von -5741.6 ki/mol.

Abbildung 42: Crossed-eye-Darstellungen der 3D-Struktur des zyklischen Peptids P3 mit dem niedrigsten Wert
der Zielfunktion, erhalten aus der kombinierten DG-Rechnung. Die Struktur von P3 ist sowohl a) alleine als auch
als b) Uberlagerung mit der Rontgenstruktur des V3-Loops (2B4C) dargestellt.51 P3 ist als Kugel-Stab-Modell
dargestellt. Eine gewisse Ahnlichkeit zur Loop-Form der Réntgenstruktur ist vorhanden.

Mit der minimierten Endstruktur wurde anschlieRend eine MD-Simulation Gber 2 ns in einer
Wasserbox mit einer Salzkonzentration von 0.15 M durchgefiihrt. Zu Beginn einer MD-

Simulation wird normalerweise eine Energieminimierung durchgefiihrt, bevor die eigentliche
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Simulation startet. Da bei der Simulation keine constraints gesetzt werden konnten, hat sich
bei einem ersten Versuch gezeigt, dass schon bei 0 ns eine vollig andere Struktur vorlag als
die vorgegebene Startstruktur. Folglich wurde auf diese vorgeschaltete Minimierung
verzichtet, auch weil die Startstruktur bereits energieminimiert vorlag. In Abbildung 43a sind
die energieminimierte Startstruktur (orange) sowie elf Strukturen der Simulation, die nach
jeweils 200 ps erstellt wurden (turkis) Ubereinandergelegt. Die Grundstruktur des
Peptidriickgrats verandert sich im Laufe der Simulation nicht grundlegend. Die RMSD-Werte
der Ca-Atome in Bezug auf die Startstruktur liegen zwischen 3.8 und 5.6 A. Im Vergleich der

Start- zur Endstruktur der MD-Simulation zeigt sich, dass das Peptid nach 2 ns eine etwas

engere Konformation einnimmt (Abbildung 43b).

Abbildung 43: Crossed-eye-Darstellungen von a) elf Strukturen, die nach jeweils 0.2 ns erstellt wurden bzw. b)
der Start- und Endstruktur der 2 ns dauernden MD-Simulation von P3. Die Startstruktur (orange) stammt aus
der vorangegangenen DG-Rechnung und wurde vor der Simulation mit denselben constraints energieminimiert
und mit den Strukturen der Simulation (tlrkis) ibereinander gelegt.

Der Vergleich der Diederwinkel ¢ der Start- mit der Endstruktur zeigt, dass sich im Laufe der
Simulation samtliche Winkelwerte von ¢3- zu ¢4-Winkeln bzw. von ¢4- zu ¢3-Winkeln

geandert haben (Abbildung 44). Die distance constraints wurden groRtenteils eingehalten,
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jedoch lagen immerhin 30% der Abstdande nach der Simulation nicht mehr im Fehlerbereich
von *15%. Die potenzielle Energie des Systems hat sich von -5741.6 kJ/mol der
energieminimierten Startstruktur zu -4694.0 kJ/mol der Endstruktur der Simulation deutlich
erhoht. Aufgrund dieser Tatsachen ist es unwahrscheinlich, dass die nach der MD-Simulation
erhaltene Konformation tatsdchlich noch der Struktur des unglycosylierten Peptids P3
entspricht. Fur den folgenden Vergleich (s. Abschnitt 6.3.3) der experimentell ermittelten
Konformation mit der Strukturvorhersage der In-silico-Studie aus Abschnitt 6.3.1 wurde

daher die Struktur der Energieminimierung verwendet.

90 -
45
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-1354
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T T
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Abbildung 44: Vergleich der Diederwinkel ¢ der P3-Struktur vor und nach der MD-Simulation. Die Winkel sind
als Boxplot dargestellt. Deutlich erkennbar ist die vollstandige Umkehr von hauptsachlich ¢3-Winkeln im
Bereich von -160° bis -130° vor der Simulation zu ¢4-Winkeln im Bereich von -110° bis -60° nach der
Simulation. Die obere und untere Linie geben Maximum und Minimum, die mittlere den Median und die
Bereiche in der Box stellen das obere (>Median) und untere Quartil (<Median) dar.

6.3.2.2 Konformationsanalyse des zyklischen Glycopeptids P4

Zur Bestimmung der 3D-Struktur des zyklischen Glycopeptids P4 wurde genauso verfahren,
wie fir das Peptid P3. Aus den Integralen der unterschiedlichen Mischzeiten wurden
Aufbaukurven fir die gleichen sechs Referenzprotonenpaare erstellt, wobei erneut die
amidischen Protonen des C-Terminus am geeignetsten erschienen (Abbildung 45).

Es wurden Aufbaukurven von 79 Kreuzsignalen der NOESY-Spektren erstellt (Abbildung 45)
und die entsprechenden Protonenabstdnde berechnet (s. Anhang 10.2). Wieder wurden
hauptsachlich intraresiduale und sequenzielle Kontakte des Riickgrats gefunden, aber auch
einige Long-range-Kontakte konnten identifiziert werden. So wechselwirken auller den
B-Protonen der Cystine auch das 6-Proton der Seitenkette von R298 und das H3 von der
zweiten N-Acetylglucosamin-Einheit der Chitobiose miteinander. AuBerdem wurden
Kontakte zwischen dem N301 NH (Rickgrat) und P299 Ha sowie T297 HB und P299 Hé

gefunden.
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Abbildung 45: Referenz-Aufbaukurve und exemplarische NOE-Aufbaukurven unterschiedlicher Protonenpaare
des glycosylierten Peptids P4. Auftragung der NOE-Prozente gegen die Mischzeit mit doppelt-exponentieller
Anpassung. Mittels der Parameter Py und P; wurden die Kreuzrelaxationsraten oj; berechnet. Die rot markierten
Datenpunkte wurden bei der Anpassung nicht beriicksichtigt.

Mit Hilfe der *J-Kopplungskonstanten der NH-Ha-Kopplung wurden die &-Winkel nach
Gleichung (4) berechnet und ergaben bis zu vier Losungen, von denen nur die zwei negativen
Werte ¢3 und ¢4 nach Ramachandran erlaubt sind (Tabelle 5). Fiir R304, G232 und 1322

konnten keine Winkel berechnet werden, weil entweder aufgrund von Uberlagerungen
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keine Kopplungskonstante bestimmt werden konnte oder es bei zu hohen

Kopplungskonstanten keine Losung nach Gleichung (4) gab.

Fir die distance constraints wurde erneut der Bereich von +15% der jeweils ermittelten
Abstande angegeben. Bei Protonenpaaren, fir die keine Aufbaukurven generiert werden
konnten oder deren berechnete Abstande unter 1.8 A lagen, wurde der Bereich von 1.8 bis
5.0 A angegeben. Die Abstinde zu den Chitobiose-Protonen konnten fiir die DG-Rechnungen
nicht verwendet werden, da in CYANA keine Nomenklatur fiir Kohlenhydrate
implementiert ist.

Tabelle 5: 3J-Kopplungskonstanten und ¢-Winkel des glycosylierten Peptids P4. Die Kopplungskonstanten

wurden mit Hilfe eines TOCSY-Spektrums bestimmt und die Winkel wurden nach Gleichung (4) berechnet. Grau
markiert sind die Winkel, die laut Ramachandran-Plot erlaubt sind.

Aminosdure  *J (Hz) 1 b2 ¢3 o4
Ta97 7.6 - - -150 -90
R29g 6.2 80 40 -162 -78
N300 6.1 81 39 -163 -77
N3o1 6.9 - - -156 -84
N3o2 6.5 75 45 -159 -81
T303 7.5 - - -151 -89
R304 9.8 - - = =
K305 8.5 - - -142 -98
S306 6.5 75 45 -159 -81
So2 7.4 - - -152 -88
Y316 6.9 60 60 -156 -84
Az 5.4 90 30 -168 -72
Ts1s 6.2 80 40 -162 -78
Gs1o 6.5 75 45 -159 -81
D330 6.7 70 50 -158 -82
1321 9.0 - - -135 -105
1322 9.6 - - = -
G3y3 Nicht bestimmbar wegen Uberlagerung
D324 6.1 81 39 -163 -77
I325 8.0 - - -147 -93
R326 9.0 - - -135 -105
Qsz7 8.4 - - -143 -97
Az 7.7 - - -150 -90
Hi2o 6.6 73 47 -159 -81

Ca30 7.2 - - -154 -86
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Als Winkelbeschrankung wurde jeweils der Bereich von +15° der ermittelten ¢3- und
®4-Winkel angegeben. Fir die Proline wurden stattdessen wieder die {-Winkel im
Bereich -70° bis 180° verwendet. Die Aminosauren R304, G232 und 1322, fiir die keine
Winkel berechnet werden konnten, sollten im nach Ramachandran erlaubten Bereich

von -180° bis 0° liegen.

Mit Hilfe von CYANA wurden erneut 500 randomisierte Strukturen berechnet und die 100
besten anhand von Zielfunktionswerten bewertet. Dabei wurde wie fiir das Peptid P3
vorgegangen, indem zwei DG-Rechnungen mit ¢3- bzw. $4-Winkeln durchgefiihrt wurden,

bei denen die ¢3-Strukturen die niedrigeren Zielfunktionswerte aufwiesen (Abbildung 46).
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Abbildung 46: Auftragung der Zielfunktionswerte gegen die 100 Strukturen fiir P4, deren Winkel und Absténde
die Beschriankungen am besten einhalten. Je niedriger der Wert, desto besser werden die constraints erfillt.
Die Strukturen mit den ¢3-Winkeln (a) weisen leicht niedrigere Werte auf als die der $4-Winkel (b) und passen
somit besser zu den vorgegebenen Beschrankungen. Die Strukturen der DG-Rechnungen mit einer Kombination
aus ¢3- und p4-Winkeln (c) haben leicht niedrigere Zielfunktionswerte als die reinen ¢3- oder ¢p4-Strukturen.

Von der ¢3-DG-Rechnung ausgehend wurden die nicht eingehaltenen Diederwinkel
bestimmt, die bei den Aminosauren R298, T303 und H329 auftraten und fiir eine weitere
DG-Rechnung in die jeweiligen ¢4-Winkel gedndert. Die Zielfunktionswerte konnten im
Vergleich zur reinen ¢$3-Rechnung nur minimal gesenkt werden von 7.0 auf 6.7 fiir die beste

Struktur. Insgesamt sind die Zielfunktionswerte deutlich héher als bei P3, da einige
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Abstandsbeschrankungen nicht eingehalten werden konnten. Bei der kombinierten DG-
Rechnung wurden insgesamt 14 distance constraints verletzt, von denen acht im Mittel aber
weniger als 0.5 A Abweichung aufwiesen. Somit blieben fiir die erhaltenen Strukturen sechs
grobere VerstoRe der Abstandsbeschrankungen, die Kontakte zwischen T297 und R298,
N300 und N301, N301 und N302, A328 und H329 sowie der Seitenkette von H329 betrafen.
Die Abstandsverletzungen liegen demnach alle in der Base-Region des Peptids und dem

Bereich der Glycosylierungsstelle N301.

Die Struktur des zyklischen Glycopeptids P4 mit dem niedrigsten Zielfunktionswert wurde
um das C-terminale Amid sowie die Chitobiose ergadnzt und ist in Abbildung 47 gezeigt. P4

unterscheidet sich in der Konformation deutlich von der V3—Loop—R6ntgenstruktur.51

Abbildung 47: Crossed-eye-Darstellungen der 3D-Struktur des zyklischen Glycopeptids P4 mit dem niedrigsten
Wert der Zielfunktion, erhalten aus der kombinierten DG-Rechnung. Die Struktur von P4 ist sowohl a) alleine
als auch als b) Uberlagerung mit der Réntgenstruktur des V3-Loops (2B4C) dargestellt.51 Die Struktur von P4
weicht deutlich von der Rontgenstruktur ab. P4 ist jeweils als Kugel-Stab-Modell, das Glycan jeweils in griin und
Wasserstoffbriickenbindungen gelb-gestrichelt dargestellt.

Zum einen ist das durch das Fehlen der PND begriindet und zum anderen liegt es vermutlich

auch daran, dass die Rontgenstruktur eine andere Sequenz aufweist und unglycosyliert
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vorliegt. Dementsprechend ist davon auszugehen, dass die Glycosylierung einen Einfluss auf
die Konformation des V3-Loops hat.

Die Struktur von P4 aus Abbildung 47 wurde anschliefend unter Nutzung der distance und
dihedral ~ angle  constraints  der  DG-Rechnung  sowie  zehn zusatzlicher
Abstandsbeschrankungen beziglich des C-terminalen Amids und der Chitobiose
energieminimiert. Die Energieminimierung wurde mit denselben Bedingungen wie fiir das
Peptid P3 durchgefiihrt und fiahrte zu einer Struktur (Abbildung 48), deren Energie im
Vergleich zur Startstruktur um 1339.4 klJ/mol niedriger liegt. Die mittlere quadratische
Abweichung der Ca-Atome der Start- und Endstruktur liegt bei RMSD = 2.8 A, was bedeutet,

dass die energieminimierte Struktur der Startstruktur noch sehr ahnelt.

Abbildung 48: Crossed-eye-Darstellung der energieminimierten Struktur des zyklischen Glycopeptids P4 als
Kugel-Stab-Modell.

Die energieminimierte Struktur wurde zuletzt ebenfalls in einer MD-Simulation eingesetzt,
flhrte jedoch wie schon beim Peptid P3 zu vollstéandig veranderten ¢-Winkeln und vermehrt
gebrochenen Abstandsbeschrankungen, weshalb fir den folgenden Vergleich mit den In-

silico-Strukturen die energieminimierte Konformation verwendet wurde.

6.3.3 Vergleich der experimentellen mit den berechneten Strukturen

Aus der in Abbildung 49 gezeigten Uberlagerung der berechneten (Abschnitt 6.3.1) und der
experimentell ermittelten, energieminimierten Konformation von P3 (Abschnitt 6.3.2.1) ist
erkennbar, dass beide Strukturen einen grundsatzlich dhnlichen Verlauf des Peptidriickgrats

aufweisen. Qualitativ betrachtet unterscheidet sich die In-silico-Struktur von der
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experimentellen hauptsachlich darin, dass sie etwas schmaler und der C-Terminus starker
verdrillt ist. Diese Verdrillung zeigt sich in den sehr unterschiedlichen ¢-Winkeln des Q327,
welche in der experimentellen Struktur -150° und in der In-Silico-Struktur -63° betragen (s.
Anhang 10.3). Bei der hier gezeigten berechneten Konformation handelt es sich um die, die
nach 2 ns der MD-Simulation vorlag. Entsprechend stellt diese nur eine von mehreren
moglichen Konformationen der Simulation dar, weshalb geringe Abweichungen zur
experimentellen Konformation vertretbar sind. AuRerdem ist anzumerken, dass eine Dauer
von 2 ns fiir die MD-Simulation einer so flexiblen Struktur wie dem V3-Loop wahrscheinlich
zu kurz ist, um eine im Gleichgewicht vorliegende Konformation zu erhalten. Die
Stabilisierung des RMSD-Wertes, die auf das Erreichen des Gleichgewichtszustandes
hindeutet (vgl. Abbildung 37), wird vermutlich nur durch ein lokales Energieminimum
verursacht. Der Vergleich der Diederwinkel ¢ der berechneten und der experimentellen
Struktur (s. Anhang 10.3) zeigt jedoch grofRe Abweichungen voneinander, welche sich auch in
dem RMSD-Wert der Co-Atome von 4.3 A widerspiegeln. Die Diederwinkel der
experimentellen Struktur entsprechen groRtenteils den ¢3-Winkeln, wahrend die
berechnete Struktur, die auf der Réntgenstruktur (2B4C)>* des gp120 basiert, hauptséchlich
Winkel aus dem ¢4-Bereich aufweist. Im Vergleich der Winkel mit den vorgegebenen
Beschrankungen (s. Anhang 10.3) fallt auf, dass die energieminimierte Struktur in einigen

Fallen von den constraints abweicht.

Abbildung 49: Crossed-eye-Darstellung der energieminimierten Struktur des zyklischen Peptids P3 (orange und
als Kugel-Stab-Modell) in Uberlagerung mit der berechneten Struktur desselben Peptids nach einer 2 ns MD-
Simulation (gelb). Die Strukturen weisen trotz des RMSD von 4.3 A der Ca-Atome eine grobe Ahnlichkeit der
Konformation des Riickgrats auf.



Ergebnisse und Diskussion | 87

Trotz sehr niedriger Zielfunktionswerte der P3-Konformation ist es moglich, dass einzelne ¢-
Winkel nicht korrekt dem ¢3- bzw. ¢p4-Bereich zugeordnet wurden. Somit kdnnte es sein,
dass bei der Energieminimierung einige der moglicherweise falsch zugeordneten Winkel
angepasst wurden und eher dem in Lésung vorliegenden Zustand entsprechen.

Beim Vergleich der jeweils vorhandenen Wasserstoffbriicken und Kontakte mit Abstanden
kleiner als 5A fillt auf, dass in der experimentellen Konformation von P3 die meisten
Kontakte der In-Silico-Struktur (Abschnitt 6.3.1, Tabelle 3) fehlen. Lediglich der Kontakt
zwischen P299 und 1325 mit einem Abstand von 3.1 A und die strukturbedingt in raumlicher
Nihe stehenden terminalen Cysteine weisen einen Abstand von weniger als 5 A auf. In der
experimentellen Struktur sind stattdessen mehrere andere Wasserstoffbriickenbindungen

(R298-C296, D320-A317, S02-A317, 2x N302-R304) vorhanden.

Die Uberlagerung der experimentellen (Abschnitt 6.3.2.2) mit der In-silico-Struktur
(Abschnitt 6.3.1) von P4 in Abbildung 50 zeigt deutliche Abweichungen der beiden
Konformationen. Beide sind stark verdrillt und weisen eine leicht verbogene Konformation
des Peptidrickgrats auf. Allerdings liegen die sich jeweils entsprechenden Aminosauren an
unterschiedlichen Positionen, was durch den hohen RMSD-Wert der Ca-Atome von 7 A
bestatigt wird. Demzufolge scheint die MD-Simulation des Chitobiosepeptids P4 eine
weniger aussagekraftige Konformationen generiert zu haben als die des unglycosylierten
Peptids P3. Ein Grund dafr ist vermutlich, dass die Kraftfeld-Parametrisierungen nicht fir
Kohlenhydrate ausgelegt sind. AuBerdem hat das Molekil durch das Glycan viele neue
Freiheitsgrade, sodass das sampling, also das Berechnen der verschiedenen moglichen
Konformationen eventuell zu kurz war. Moglicherweise spiegelt sich die weniger passende
Struktur des Chitobiosylpeptids auch in den hoheren RMSD- und RMSF-Werten der
Simulation im Vergleich zum unglycosylierten und zum Nonasaccharid-Peptid (vgl. Abbildung
37) wider. Beide P4-Strukturen sind in eine andere Richtung gekriimmt als die P3-Strukturen,
was wahrscheinlich auf die Chitobiose zuriickzufiihren ist, die mit R326 wechselwirkt.

Der Vergleich der Winkel mit den vorgegebenen Beschrdankungen (s. Anhang 10.4) zeigt, dass
die energieminimierte Struktur etwas starker von den constraints abweicht als das bei P3 der
Fall war. Das ist dadurch zu erkldaren, dass die Chitobiose und die zugehoérigen
Abstandsbeschrankungen der Chitobiose nachtraglich hinzugefiigt und erst im Rahmen der
Energieminimierung angewendet werden konnten. Obwohl sich die Strukturen von P4
deutlich weniger dhneln als die von P3, stimmen die Diederwinkel besser mit den

Winkelvorgaben tiberein (s. Anhang 10.4).
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Von den Kontakten und Wasserstoffbriickenbindungen der P4-In-Silico-Struktur (Abschnitt
6.3.1, Tabelle 3) finden sich nur die zwischen C296 und C330 sowie die zwischen dem ersten
GIcNAc und N301 in der experimentellen Konformation wieder. Die anderen Kontakte der
berechneten Konformation weisen in der experimentellen Struktur deutlich groBere
Abstande auf. Allerdings zeigt die experimentell ermittelte Struktur zahlreiche
Wasserstoffbriickenbindungen, die es in der berechneten nicht gibt. So interagiert z.B. D324
mit insgesamt vier verschiedenen anderen Aminosauren (1325, R326, Q327, A328), D320 mit
G323 und T318, und R326 bildet zwei Wasserstoffbriicken zu S306 aus. Weitere vorhandene
Wasserstoffbriickenbindungen gibt es zwischen A317 und G319, N301 und N300 sowie R298
und C330.

Abbildung 50: Crossed-eye-Darstellung der energieminimierten Struktur des zyklischen Glycopeptids P4
(orange und als Kugel-Stab-Modell) in Uberlagerung mit der berechneten Struktur desselben Peptids (gelb). Der
Chitobiosylrest an N301 der experimentellen Struktur ist griin dargestellt. Die Strukturen haben deutlich
unterschiedliche Konformationen bei einem RMSD von 7.3 A der Ca-Atome.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Strukturvorhersage von V3-Peptiden mittels
molecular modeling moglich ist und fir das unglycosylierte V3-Peptid P3 recht gut mit der
experimentell ermittelten Struktur Gbereinstimmte. Die In-silico-Struktur des glycosylierten
Peptids P4 wies die gleichen Merkmale beziiglich Verdrillung und Krimmung auf, jedoch

trotzdem deutliche Unterschiede zu der experimentell ermittelten Konformation.
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6.34 Molecular Modeling der CCR5-V3-Loop-Wechselwirkungen

Seit 2013 gibt es eine Rontgenstruktur des 7-Helixtransmembranrezeptors CCR5 im Komplex
mit Maraviroc, einem CCR5-Inhibitor.> Aufgrund der Bindung des Inhibitors ist es
wahrscheinlich, dass der Rezeptor in einer anderen, méglicherweise inaktiven Form vorliegt.
Dennoch haben Tan et al.? eine R5-trope V3-Struktur in den CCR5-Rezeptor modelliert, bei
der sich mogliche Wechselwirkungen zwischen CCR5-Y187 und V3-5S306, CCR5-N258 und V3-
N308, CCR5-S272 und V3-N308 sowie CCR5-Y89 und V3-1309 ergaben. Der V3-Loop liegt
dabei in derselben Bindungstasche wie Maraviroc, welche das Zentrum der sieben Helices
darstellt. Fir die im Rahmen dieser Arbeit verwendete trunkierte Konsensussequenz ist nur
die Wechselwirkung zwischen CCR5-Y187 und V3-S306 von Bedeutung, da die restlichen
Interaktionen Aminosiuren der fehlenden PND betreffen. Da in dem von Tan et al.?
verwendeten Modell keine Glycosylierung vorhanden war, sollte gp120 mit trunkiertem V3-
Loop und Nonasaccharid sowie als nativer V3-Loop der gplZO—R(’jntgenstruktur51 in die CCR5-

Rezeptor-Struktur modelliert werden.

6.3.4.1 In-silico-Untersuchung der Wechselwirkung des Nonasaccharid-V3-Peptids mit

dem CCR5-Rezeptor

Zunachst wurde versucht den Nonasaccharid-V3-Loop, der dem Peptid aus Abschnitt 6.3.1
entspricht, mit der gleichen Orientierung und dem Y187-5S306-Kontakt in den CCR5-Rezeptor
zu modellieren, wie in der Veroffentlichung von Tan et al?> Durch Verwendung einer
Oberflache fiir den CCR5-Rezeptor, generiert mit einer Kugel, deren Radius (1.4 A) einem
Wassermolekiil entspricht, wurde deutlich, dass in dieser Orientierung beide Molekiile stark
Uberlappen. In der Vero6ffentlichung von Tan et al.? ist nur das Biandermodell und keine
Oberflachen-Darstellung gezeigt, wodurch nicht eindeutig geklart ist, ob es in jenem Modell
ebenfalls zu Uberlappungen kam. Der von Tan et al.’> verwendete R5-trope V3-Loop sieht
jedoch deutlich schmaler aus als der hier verwendete, weshalb er insgesamt tiefer und
moglicherweise besser in die Tasche des CCR5-Rezeptors passt.

Daraufhin wurde der Nonasaccharid-V3-Loop so angeordnet, dass der Y187-S306-Kontakt
erhalten bleibt, es aber zu keinen Uberlappungen mehr kommt. In dieser Orientierung stellte
das zusatzliche Nonasaccharid sterisch kein Problem dar, da es auflerhalb der
Bindungstasche lag. Von diesem Modell ausgehend wurde eine MD-Simulation Gber 3 ns in
einer Wasserbox durchgefiihrt, um festzustellen, ob sich die V3-Region auf dhnliche Weise

an den Rezeptor anpasst, wie im Modell von Tan et al.?
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Im Laufe der Simulation hat sich der Nonasaccharid-V3-Loop etwas tiefer in die
Bindungstasche bewegt und sich dieser besser angepasst (Abbildung 51 und Abbildung 52).
AulRerdem haben sich zusatzliche Kontakte und Wechselwirkungen sowohl zwischen dem
peptidischen als auch dem Glycanteil und dem Rezeptor entwickelt (s. Anhang 10.5). Die
Orientierung ist jedoch noch immer verschieden von der von Tan et al? gefundenen.

Die Wechselwirkungsenergie, die sich aus der Energie des Komplexes abziiglich der
einzelnen Energien der Bindungspartner ergibt, wurde fir den letzten frame der

MD-Simulation zu -291.8 kJ/mol bestimmt.

a)

Abbildung 51: Crossed-eye-Darstellung des Nonasaccharid-V3-Loops (tuirkis) in der Bindungstasche von CCR5 a)
vor und b) nach einer 3 ns dauernden MD-Simulation. Im Laufe der Simulation passt sich der V3-Loop besser an
Oberflache und Bindungstasche des Rezeptors an. Auch das Nonasaccharid zeigt Wechselwirkungen mit dem
Rezeptor.
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Der absolute Wert ist eindeutig zu hoch, was durch Vergleich mit der experimentellen
Bindungsenergie der CCR5-gp120-Wechselwirkung deutlich wird, die bei etwa -50 kJ/mol

186,187 Als relativer Wert im Vergleich

liegt und hat daher fiir sich genommen keine Aussage.
mit anderen Energien kann die Energie jedoch Informationen liefern, welche
Wechselwirkung moglicherweise starker ist. Der negative Wert deutet darauf hin, dass
tatsachlich eine Bindung zwischen V3-Loop und Rezeptor vorlag und das Nonasaccharid

keine Einschrankung, sondern eine zusatzliche Wechselwirkung verursachte.

a)

b)

Abbildung 52: Crossed-eye-Darstellung des Nonasaccharid-V3-Loops (ttirkis) in der Bindungstasche von CCR5 a)
vor und b) nach einer 3 ns dauernden MD-Simulation. Gezeigt ist eine Nahaufnahme der Bindungstasche, aus
der deutlich wird, dass sich der V3-Loop im Laufe der Simulation tiefer in die Tasche bewegt und besser an
deren Form anpasst.

Zur Auswertung wurde zunachst eine Protein Interaction Analysis zu drei Zeitpunkten (0 ns,
1.5 ns und 3 ns) der Simulation durchgefiihrt, um mogliche Kontakte und Wechselwirkungen
zu finden (s. Anhang 10.5). Anhand der zunehmenden Anzahl an Kontakten zwischen 2.5 und
4.0 A, der wachsenden Anzahl Wasserstoffbriickenbindungen und einer neu gebildeten
n-r-Wechselwirkung zwischen CCR5-H181 und V3-Y316 wurde deutlich, dass sich V3-Loop
und Rezeptor wahrend der Simulation weiter annahern. Die Wechselwirkung zwischen

CCR5-Y187 und V3-S306 geht jedoch schon wahrend der Energieminimierung, die zu Beginn
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der MD-Simulation durchgefiihrt wurde, verloren und fehlt daher bei 0 ns. Nach 1.5 ns hat
sich der Kontakt erneut ausgebildet. Von den Aminosdurepaaren, die zu den drei
unterschiedlichen Zeitpunkten Wasserstoffbriickenbindungen eingingen sowie von drei
saccharidischen Kontakten zum Rezeptor wurden die Abstidnde in Abhadngigkeit von der

Simulationszeit bestimmt, von denen einige in Abbildung 53 gezeigt sind.
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Abbildung 53: Zeitlicher Verlauf der Abstdnde einiger Wechselwirkungen zwischen dem Nonasaccharid-V3-
Loop und dem CCR5-Rezeptor wadhrend der 3 ns dauernden MD-Simulation. Die Abstdnde wurden zwischen
den Schweratomen der Molekile bestimmt.

Die Aminosduren CCR5-Y187 und V3-5306 sind demnach durchgédngig in rdaumlicher Ndhe
(4.0-4.5 A), aber zu weit voneinander entfernt fiir eine Wasserstoffbr(jckenbindung.188 Somit
liegt eine anders orientierte Bindung vor als im Modell von Tan et al.’> Die Wasserstoff-
briickenbindung zwischen V3-Y316 und CCR5-5179 liegt zwar weder bei 0 ns noch bei 3 ns
vor, ist aber doch den grofReren Teil der Simulationszeit vorhanden. Die Wasserstoffbriicke
zwischen V3-R304 und CCR5-E172 bildet sich im Laufe der Simulation aus, ist ab 1 ns
konstant vorhanden und scheint somit ein wichtiger Bestandteil der Bindung von V3-Loop
und CCR5-Rezeptor zu sein. Vom Nonasaccharid sind die ersten beiden N-Acetylglucosamine

(GIcNAc) wichtige Bindungspartner, die Wasserstoffbriickenbindungen mit dem Rezeptor
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eingehen, wie z.B. zwischen V3-GIcNAcl und CCR5-Q21 oder V3-GIcNAc2 und CCR5-P19.
Weiterhin bildete sich zum Ende der MD-Simulation auch eine Wasserstoffbriickenbindung
zwischen dem V3-GIcNAc5 des 6-Armes und CCR5-E262 aus. Demnach unterstutzt dieses
Modell die Vermutung, die zur Verwendung der Chitobiose als Glycan in dieser Arbeit flhrte,
dass vor allem die ersten beiden GIcNAcs der N301-Glycosylierung dominant fiir die Bindung
an CCR5 sind.

Im Laufe der MD-Simulation steigt der RMSD-Wert der Ca-Atome, bezogen auf frame O,
sowohl vom V3-Loop als auch vom CCR5-Rezeptor auf etwa 3 A, was dafiir spricht, dass sich
nicht nur der loop an den Rezeptor anpasst, sondern auch der Rezeptor an den loop
(Abbildung 54). Diese Interpretation wird durch die Beobachtung unterstiitzt, dass die
Aminosduren des CCR5-Rezeptors, welche mit der V3-Region wechselwirken (CCR5: 19-26,
170-190, 260-280), eine hohere Beweglichkeit aufweisen.
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°§ 3 °.<—t.3 .
a TS
v 2 v 2 A
= S
o o
1 ——CCRS5 1 -
0 ———gp120 (trunkiert) 0
0 500 1000 1500 2000 2500 296 299 302 305 02 318 321 324 327 330
frame Aminosaure-Position
5 1 CCR5 - Seitenkette
= Ca-Atome
4
°§ 3
'8
w 2
2
1
0 L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L] L]

19 59 99 139 179 219 1036 248 288
Aminosaure-Position

Abbildung 54: Auftragung der RMSD- und RMSF-Werte des Nonasaccharid-V3-Loops und des CCR5-Rezeptors
gegen die frames der MD-Simulation bzw. die jeweiligen Aminosauren. Die MD-Simulation wurde mit dem
vollstandigen gp120 mit trunkiertem V3-Loop durchgefiihrt, bei der Auftragung des RMSF ist jedoch nur der
Bereich der V3-Region gezeigt. Der RMSD &dndert sich bei beiden Molekilen um ca. 3 A. Die Aminosiuren des
V3-Loops fluktuieren umso starker, je naher sie an der Spitze des loops liegen. Vom CCR5 fluktuiert besonders
die zwischen den AS 223 und 227 eingefligte Rubredoxin-Region.

Eine weitere mogliche Ursache des Anstiegs des RMSD-Werts kdnnte die an der
intrazelluldaren Seite des CCR5-Rezeptors eingefiigte Rubredoxin-Region sein, welche die

hochsten RMSF-Werte und somit die hochste Beweglichkeit aufweist. Im V3-Loop nimmt die
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Fluktuation des RMSD umso weiter zu, je naher die entsprechende Aminosaure der Tip-
Region kommt. Somit weist der loop in der Spitze eine hohere Beweglichkeit auf als in der

Base-Region.

6.3.4.2 In-silico-Untersuchung der Wechselwirkung des nativen V3-Loops mit dem CCR5-

Rezeptor

Zur Untersuchung der Interaktion des nativen, vollstandigen V3-Loops mit dem CCR5-
Rezeptor wurde die Rontgenstruktur von gp120 zunachst an drei Stellen mutiert (Q301N,
T317A, E320D), um der hier verwendeten Konsensussequenz zu entsprechen. Weiterhin
wurde das bereits verwendete Nonasaccharid mit N301 verknlpft, um der natirlichen
Glycosylierung moglichst nahe zu kommen. AnschlieRend wurde versucht, den nativen V3-
Loop wie im Modell von Tan et al.” im CCR5-Rezeptor zu orientieren. Dies war jedoch nicht
moglich, da auch der native V3-Loop deutlich breiter zu sein scheint und nicht so weit in die
Bindungstasche passt wie der von Tan et al.” verwendete. Die Spitze des V3-Loops wurde
dhnlich orientiert wie im Tan-Modell, ohne dass es zu Uberlappungen mit CCR5 kam. Die
Wasserstoffbrickenbindung zwischen V3-S306 und CCR5-Y187 konnte allerdings nicht
gewdhrleistet werden. Von dieser Konfiguration ausgehend wurde ebenfalls eine 3 ns lange
MD-Simulation in einer Wasserbox durchgefiihrt, in der der V3-Loop seine
Vorzugsorientierung finden sollte.

Wahrend der Simulation hat sich der native V3-Loop nicht grundlegend umorientiert
(Abbildung 55). Die Spitze hat sich um etwa 45° verdrillt, die Stem- und Base-Bereiche haben
sich etwas weiter gedffnet und der , Knick”, den der loop bei Y316 macht, ist zum Ende der
Simulation starker ausgepragt (Abbildung 55 und Abbildung 56). Somit liegt am Ende der
Simulation eine deutlich andere Orientierung als im Modell von Tan et al.? vor.

Der N-terminale Bereich von CCR5, der (iber eine Disulfidbriicke mit dem extrazelluldren
loop 3 (ECL3) verbunden ist, bewegt sich im Laufe der Simulation weg vom V3-Loop und
offnet den Eingangsbereich der Bindungstasche leicht. Dadurch fehlt dieser Bereich als
potenzielles Bindungsepitop fiir das Glycan des V3-Loops. Weiterhin ist festzustellen, dass
das Glycan zu keinem Zeitpunkt der Simulation Wechselwirkungen mit CCR5 eingeht. Eine
mogliche Erklarung fir dieses Verhalten ist, dass die im Vergleich zur trunkierten Struktur
deutlich langere Spitze des loops verhindert, dass er tief genug in die Bindungstasche passt.
Somit war das Glycan zu Beginn der Simulation weiter entfernt von der CCR5-Oberflache und
hitte stirkere konformelle Anderungen durchlaufen miissen, um Uber die endstindigen

Kohlenhydrateinheiten des Glycans Kontakt zum CCR5 aufnehmen zu kénnen.
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Die Wechselwirkungsenergie, die sich aus der Energie des Komplexes abziiglich der Energien
der einzelnen Bindungspartner ergibt, wurde fiir den letzten frame der MD-Simulation
zu -183.6 kl/mol bestimmt. Dieser Wert ist hoher als der mit -291.8 kJ/mol bestimmte Wert
fir die Wechselwirkung des trunkierten V3-Loops mit CCR5, was bedeutet, dass die
Interaktion mit dem CCR5-Rezeptor verringert ist. Dieses Ergebnis ist Uberraschend, da die
Spitze eindeutig schmaler ist als die des verkiirzten Nonasaccharid-V3-Loops und somit tiefer

in die Bindungstasche passen sollte.

Abbildung 55: Crossed-eye-Darstellung des nativen V3-Loops (gelb) in der Bindungstasche von CCR5 a) vor und
b) nach einer 3 ns dauernden MD-Simulation. Das Glycan wechselwirkte zu keinem Zeitpunkt der Simulation
mit dem CCR5-Rezeptor. Der variable N-Terminus von CCR5 bewegt sich zusammen mit dem ECL3 weg und
offnet die Bindungstasche etwas.
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Beim Vergleich der einzelnen Komponenten der Energien (Abschnitt 7.11.3, Tabelle 20) fallt
auf, dass sowohl die Energien der Van-der-Waals-Wechselwirkungen als auch der
elektrostatischen bei der Interaktion des nativen V3-Loops mit CCR5 hohere Werte einnimmt
als beim trunkierten loop. Somit geht der trunkierte V3-Loop trotz des fehlenden Arginins in
der Spitze des loops mehr ionische Wechselwirkungen mit CCR5 ein als der native.
AulRerdem spricht die hohere Van-der-Waals-Energie der Interaktion des nativen loops fur
eine schlechtere gegenseitige Anpassung beider Interaktionspartner. Eine weitere mogliche
Ursache der niedrigeren Wechselwirkungsenergie sind wahrscheinlich die drei fehlenden
Wasserstoffbriickenbindungen des Glycans zum Rezeptor. Weiterhin sind am Ende der
Simulation nur sechs peptidische Wasserstoffbriicken zum CCR5 vorhanden, wahrend der
trunkierte Nonasaccharid-V3-Loop acht aufweist, zuzliglich der drei saccharidischen des

Nonasaccharids (vgl. Anhang 10.5 und 10.6).

b)

Abbildung 56: Crossed-eye-Darstellung des nativen V3-Loops (gelb) in der Bindungstasche von CCR5 a) vor und
b) nach einer 3 ns dauernden MD-Simulation. Gezeigt ist eine ndhere Ansicht der Bindungstasche, aus der die
Verdrillung der Spitze vom V3-Loop sowie der veranderte N-Terminus und ECL3 (rechts im Bild) deutlich wird.

Das kénnte zum einen ein Hinweis darauf sein, dass der trunkierte V3-Loop anders an den

CCR5-Rezeptor bindet als die native V3-Region. Andererseits konnte es aber auch sein, dass
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die vermutlich inaktive Konformation des CCR5-Rezeptors die korrekte Platzierung des V3-
Loops, die der natlirlichen Bindung entsprache, verhindert. Zuletzt sollte einem auch immer
bewusst sein, dass es sich nur um ein Computermodell handelt, welches Tendenzen

aufzeigen kann, aber nicht der Realitdt entsprechen muss.

Fir die weitere Auswertung der Simulation wurde wieder eine Protein Interaction Analysis
zu drei Zeitpunkten der Simulation (0 ns, 1.5ns, 3 ns) durchgefiihrt, die Kontakte und
Wechselwirkungen der beiden Molekiile zeigt (s. Anhang 10.6). Die Anzahl von Aminosduren
des CCR5 in 2.5 bis 4.0 A Abstand zum V3-Loop nimmt zu, was dafiir spricht, dass sich CCR5
und der V3-Loop in der Simulation weiter anndhern. Ebenso nimmt die Zahl der
Wasserstoffbriickenbindungen im Laufe der Simulation von vier auf sechs zu und es bilden
sich zwei ionische Wechselwirkungen zwischen V3-R304 und CCR5-E172 bzw. V3-D320 und
CCR5-R168 aus. Die Abstande der Aminosduren, die Wasserstoffbriicken und ionische
Bindungen eingehen, wurden in Abhdngigkeit von der Simulationszeit bestimmt. Abbildung

57 zeigt beispielhaft einige dieser zeitlichen Verlaufe der Abstande.
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Abbildung 57: Zeitlicher Verlauf der Abstdande einiger interagierender Aminosauren des nativen V3-Loops und
des CCR5-Rezeptors wahrend der 3 ns dauernden MD-Simulation. Die Abstande wurden zwischen den
Schweratomen der Molekiile bestimmt.
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Die Aminosauren V3-R313 und CCR5-D276 sind durchgangig Uber eine
Wasserstoffbrickenbindung verbunden. Die Wasserstoffbriicke zwischen V3-G310 und
CCR5-S179, die laut Protein Interaction Analysis nur bei 1.5 ns vorhanden ist, bildet sich nach
etwa 200 ps und I6st sich ab ca. 2000 ps wieder, wohingegen die Wasserstoffbriicke
zwischen V3-A314 und CCR5-S180 erst ab 2 ns gebildet wird und dann konstant bleibt. Ein
dhnliches Verhalten weisen auch die Wasserstoffbriickenbindungen von V3-G319 und CCR5-
G181, V3-1309 und CCR5-Y89 sowie V3-D320 und CCR5-R168 auf. Die Aminosduren V3-R304
und CCR5-E172 wechselwirken nicht nur Uber zwei Wasserstoffbriicken miteinander,
sondern auch ionisch. Zur Interaktion kommt es ab ca. 300 ps und diese bleibt fir die

restliche Dauer der Simulation konstant.

Die RMSD-Werte der Ca-Atome von CCR5 und vom nativen V3-Loop, bezogen auf frame O,
steigen im Verlauf der Simulation auf etwa 3 A und zeigen insgesamt ein dhnliches Verhalten
wie bei der Simulation des trunkierten V3-Loops (Abbildung 58). Auch bei dieser Simulation
passen sich V3-Region und CCR5 aneinander an, wenn auch weniger offensichtlich als bei der
Simulation des verkirzten V3-Loops. Die RMSF-Werte sind denen der Simulation mit dem
trunkierten Nonasaccharid-V3-Loop ebenfalls dhnlich in Bezug auf Kurvenverlauf und
GroélRenordnung. Die langere Spitze des nativen V3-Loops weist etwas grofiere RMSF-Werte
und entsprechend eine hohere Beweglichkeit auf als die Spitze im trunkierten loop, wodurch

sich die Spitze gut der Bindungstasche anpassen kann.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sowohl die trunkierte als auch die native V3-Region
inklusive groBem Glycan in die Bindungstasche des CCR5-Rezeptors passen und mit ihm in
Interaktion treten. Der native V3-Loop wechselwirkt jedoch schlechter mit CCR5 als der
trunkierte, was dafiir spricht, dass das Modell zum einen noch nicht ideal ist und zum
anderen, dass die mit Maraviroc cokristallisierte CCR5-Réntgenstruktur tatsachlich in einer

unginstigen, inaktiven Konformation vorliegt.

Weiterhin liel3 sich das Modell des V3-CCR5-Komplexes von Tan et al.? nicht reproduzieren,
da die hier verwendeten V3-Loops eine weiter gedffnete Base- und Stem-Region aufweisen
als der loop aus dem Modell und daher nicht tief genug in der Bindungstasche platziert

werden konnten.
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Abbildung 58: Auftragung der RMSD- und RMSF-Werte des nativen V3-Loops und des CCR5-Rezeptors gegen
die frames der MD-Simulation bzw. die jeweiligen Aminosduren. Die MD-Simulation wurde mit dem
vollstandigen gp120 mit trunkiertem V3-Loop durchgefiihrt, bei der Auftragung des RMSF ist jedoch nur der
Bereich der V3-Region gezeigt. Der RMSD andert sich bei beiden Molekiilen um ca. 3 A. Auch im nativen V3-
Loop fluktuieren die Aminosdauren umso starker, je weiter sie von der Base-Region des loops entfernt sind. Vom
CCRS5 fluktuiert wieder die eingefligte Rubredoxin-Region am starksten.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Verwendete Materialien und Gerate

Tabelle 6: Chemikalien

Hersteller Chemikalien

Acros N-Methylmorpholin

ABCR Triisopropylsilan, Hydrazinhydrat, Z(2-CI)OSu

AppliChem lodacetamid, Dithiothreitol, Guanidiniumchlorid

Bachem Fmoc-L-Thr(tBu)-OPfp

Biacore N-Hydroxysuccinimid, Ethanolamin

Biochrom Fotales Kalberserum, RPMI 1640 Medium + L-Glutamin,
Penicillin/Streptomycin (10000 U/mL)

Bioclot Bovines Fibrinogen

Bruker 2,5-Dihydroxybenzoesaure, ESI Tuning Mix

ChemSolute Natriumhydroxid, Ameisensaure

Deutero Deuteriumoxid (99.9%), DMSO-dg (99.8%)

Euriso-top Chloroform-d (99.8%)

Fluka N,N‘-Diisopropylcarbodiimid, Pentafluorphenol, DMAP

G Biosciences
Gibco

Grussing

Honeywell
HyClone
Invitrogen

Iris Biotech

Merck

TCEP-Agarose Reducing Resin

0.05% Trypsin-EDTA

Essigsaureanhydrid, Ammoniumhydrogencarbonat, Kaliumchlorid,
Natriumacetat, Natriumhydrogencarbonat
Dinatriumhydrogenphosphat, Natriumsulfat

RPMI-Medium

Trypsin-EDTA (0.05%) phenol-red

Fmoc-L-Ala-OH x H,0, Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-L-Asn(Trt)-OH,
Fmoc-L-Asp(tBu)-OH, Fmoc-L-Cys(StBu)-OH, Fmoc-L-GIn(Trt)-OH,
Fmoc-Gly-OH, Fmoc-L-His(Trt)-OH, Fmoc-L-lle-OH, Fmoc-L-Lys-OH,
Fmoc-L-Pro-OH, Fmoc-L-Ser(tBu)-OH, Fmoc-L-Thr(tBu)-OH,
Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH, N,N-Dimethylformamid (peptide grade), TBTU,
DIPEA, Piperidin, Fmoc-Rink-Amide AM PS-Harz, TFA, DEPBT, HATU,
Fmoc-L-Asp-OtBu, N-Methyl-2-pyrrolidon

Aceton, Ethanol, Diethylether, Dichlormethan, Chloroform, Methanaol,

Toluol, Salzsdure 37%, Kaliumdihydrogenphosphat,
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Hersteller Chemikalien

Natriumdodecylsulfat, Kieselgel 60, Maleinsaure

Novabiochem  Fmoc-L-Arg(Pbf)-OPfp, Fmoc-L-Asn(Trt)-OPfp, Fmoc-L-Pro-OPfp

Riedel de Haen Natrium

Roche N-Glycosidase F (rekombinant E. coli)

Sigma-Aldrich  Methanol (abs.), Trypanblau (0.4%), EDC HCI, HOAt in DMF, DMSO,

Chitin, Pyridin (abs.), Neuraminidase (Clostridium perfringens, EC

3.2.1.18), Trypsin (bovine Pancreas)

vwr BDH Natriumchlorid, Schwefelsdure 99%, Essigsaure 100%,

Prolabo Acetonitril (gradient grade)

Tabelle 7: Materialien

Materialien Produkt Hersteller

Anionentauscher Dowex 1x2, 100-200 (Cl), strong anion Alfa Aesar
exchange

Cryo-Réhrchen Cryo-Rohrchen 2 mL mit Carl Roth
AuBengewinde, freistehend

Dialyseschlauche 6-8 k MWCO Spectrumlabs
1000 MWCO SpectrumLabs

Falcon-Tubes Schraubréhre 15 und 50 mL, steril, Sarstedt

Filter far
Vakuumfiltration
Minifiltrationsréhrchen
Kationentauscher
Kulturgefalle

Neubauer Zahlkammer

NMR-R6hrchen
PGC-S&ule
RP-C,g-Saule analytisch

RP-C1g-Sdule analytisch

RP-C1g-Saule praparativ

ohne Stehrand
GPWP04700 Polyethersulfon, 0.22 um

SpinX tubes (0.22 um Zelluloseacetat)
Dowex 50Wx2, 100-200, strong acidic
Gewebeflasche 175 cmz, ventiliert, rot
0.1 mm Tiefe/0.0025 mm?

5 mm Typ 502, Typ 507-HP7

3 mm match

Hypercarb, 150x4.6 mm, 3 um

EC 250/4.6 Nucleodur C18 Isis, 5 um
Kinetex C18, 1.7 um, 100 A,

150x2.1 mm

VP250/21 Nucleodur C18 Isis, 5 um

Merck Millipore

CoStar Corp
Applichem
Sarstedt
Marienthal

Norell

Hilgenberg
Thermo Scientific
Macherey & Nagel

Phenomonex

Macherey & Nagel
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Materialien Produkt Hersteller
RP-C,g-Saule Vydac Protein and Peptide C18, 5 um, Grace
semipraparativ 300 A, 250x10 mm

Serologische Pipetten 1 mL, 2 mL, 5 mL, 10 mL, 25 mL, steril Sarstedt
SPR-Chip SCB CMD200M Xantec
Ultraschallbad Sonorex Super RK106 Bandelin
Vakuum Flaschenaufsatzfiltersystem (Nalgene)  Thermo Scientific

Filtrationssystem
Ultrafiltrationsrohrchen  Microsep & Macrosep Advance Pall Corporation

Centrifugal Device, 1k MWCO

Tabelle 8: Puffer und Medien

Puffer/Medium Zusammensetzung

Acetatpuffer 10 mM Essigsaure, pH 4.0, 4.5, 5.0 und 5.5

Maleatpuffer 5 mM Maleinsaure, pH 6.0

PBS-Puffer 68 mM NaCl, 1.3 mM KCl, 5 mM Na,HPO,4, 0.9 mM KH,PO,, pH 7.4
Tris-Puffer 200 mM Tris-HCI, pH 8.2

Wachstumsmedium RPMI 1640, 50 mL Fotales Kdlberserum, 5 mL Penicillin/
Streptomycin
Einfriermedium 35 mL RPMI 1640, 5 mL DMSO (Ampulle), 10 mL Fotales

Kalberserum

Tabelle 9: Zelllinien und Antikorper

Zelllinie/Antikérper Hersteller
Anti-hCCR5, Ratte (PE) BiolLegend

GHOST(3)-Hi5 NIH AIDS Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH, von Dr.
V.N. Kewal Ramani & Dr. D.R. Littman

GHOST(3)-Parental NIH AIDS Reagent Program, Division of AIDS, NIAID, NIH, von Dr.
V.N. Kewal Ramani & Dr. D.R. Littman

Tabelle 10: Gerate

Geridt Gerdtetyp Hersteller
CO;-Inkubator BB6060 Heraeus

Durchflusszytometer FACS Cantoll Becton Dickinson
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Geridt Gerdtetyp Hersteller
HPLC-Anlage 1200 Series Agilent Technologies
HPLC-Anlage Merck Hitachi LaChrom L-7000 Merck Hitachi

LC-ESI-Q/TOF-MS

LC-ESI-TOF-MS

MALDI-TOF-MS
Mikroskop

Mikrowellensyntheseroboter

NMR-Spektrometer

UHPLC UltiMate 3000 (HPLC) &
Maxis (MS)

1200 Series (HPLC) &

6224 TOF LC/MS (MS)

Ultraflex MALDI TOF/TOF

Typ S200, Okular: A10/0.25
Liberty & Discover

DRX 500

(11.67 T, vi(*H) = 499.87 MHz,
inverser 5 mm Tripelresonanz-

Probenkopf)

Avance |, 700 MHz

Dionex

Bruker Daltonics
Agilent Technologies
Agilent Technologies
Bruker Daltonics
Helmut Hund GmbH
CEM

Bruker BioSpin
GmbH

Bruker BioSpin

(16.35T, inverser 5 mm GmbH

Tripelresonanz-Probenkopf)
pH-Meter pH 3110 mit pH-Messkette SenTix WTW

41
Reinstwasseranlage Ultra Clear UV 18.2 MQ SGwater
SPR-Spektrometer Biacore J Biacore
Sterilwerkbank HeraSafe HS12 Heraeus
UV/Vis-Spektrometer UV-160 A, UV mini 1240 Shimadzu
Zentrifugen 5417 R, 5804 R Eppendorf

Tabelle 11: Software

Software Hersteller
Adobe lllustrator CS 4 Adobe
Inkscape 0.91 Inkscape

MassHunter Qualitative Analysis B.04.00
Data Analysis 4.2 SP 4 ESI Compass 1.3
LC/MSD Chemstation Rev.B.04.03
otofControl 3.4 (Build 16)

HyStar 3.2 (Build 49.9)

Agilent Technologies
Bruker Daltonics
Agilent Technologies
Bruker Daltonics

Bruker Daltonics
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Software Hersteller
Chromeleon Xpress Dionex
flexAnalysis 3.3 Bruker Daltonics
Topspin 3.1 Bruker Biospin
PepDriver 2.6.4 CEM

Biacore J Control Software 1.1 Biacore
BIAViewer 3.1 Biacore

BD FACSDiva 8.0.1 Becton Dickinson
Flowlo V.10.1 FlowJo, LLC
Origin Pro 9.1 OriginLab
Maestro 2015-4 (Version 10.4.018) Schrodinger
CYANA 2.1 L.A. Systems Inc.
ChembDraw 11.0 PerkinElmer

7.2 Aligemeine Arbeitsvorschriften

Die unterschiedlichen Peptide wurden, wenn nicht anders vermerkt, nach folgenden

Verfahren dargestellt, gereinigt und charakterisiert.

AAV1 Automatisierte Festphasensynthese

Die Peptide wurden vom C- zum N-Terminus durch den Mikrowellensyntheseroboter
synthetisiert. Die Synthesen wurden mit Ansatzgrofen von 50 bzw. 100 umol Fmoc-Rink
Amide AM-PS-Harz (Belegung: 0.72 mmol/g) durchgefiihrt und das Harz wurde in DMF
gequollen. Die Fmoc-Entschitzung erfolgte fir 3 min mit Piperidin/DMF (1:4) (35 W bzw.
42 W, 75 °C). Die Kupplung der Fmoc-geschitzten L-Aminosduren (0.2 M) wurde im
zehnfachen (50 umol Ansatz) bzw. fiinffachen (100 pmol Ansatz) Uberschuss in einer
finfmindtigen Zweifachkupplung (15 W bzw. 30 W, 75 °C) durchgefiihrt. Die Aminosduren
Cystein und Histidin wurden bei 50 °C (25 W) fir 6 min und Arginin fir 30 min bei 75 °C
(25 W bzw. 30 W) gekuppelt. Der Aktivator TBTU (0.5 M in DMF) sowie die Base DIPEA
(2.0 M in DMF) wurden hinsichtlich der verwendeten Menge Harz in zehnfachem und
20-fachem (50 umol Ansatz) bzw. in fiinffachem und zehnfachem (100 umol Ansatz)
Uberschuss eingesetzt. Es wurde nach jeder Kupplung fiir 2 min mit Essigsdureanhydrid (10%
(v/v) in DMF) acetyliert (40 W, 65 °C), um nicht umgesetzte Aminogruppen zu cappen. Nach

dem letzten Zyklus wurde mit DMF gewaschen.



106 | Experimenteller Teil

AAV2 Manuelle Peptidsynthese der letzten fiinf Aminosduren

Die eingesetzten Aquivalente beziehen sich auf die Stoffmenge, die sich beim Fmoc-
Monitoring nach der Chitobiosylasparaginbausteinkupplung ergab. Die Fmoc-Gruppe wurde
durch zweimaliges Versetzen des Harzes mit 2 mL Piperidin/DMF (1:4) fir 30 min bei 50 °C
abgespalten. Die Aminosauren wurden jeweils fir 1 h bei 50 °C zweifach gekuppelt. Dabei
wurde die jeweilige Aminosdure im zehnfachen, TBTU und DIPEA im zwélffachen Uberschuss
eingesetzt. Die Aminosauren, TBTU und DIPEA wurden jeweils in 0.5 mL DMF gel6st. Nicht
umgesetzte Aminofunktionen wurden zweimal durch 30-minitiges Versetzen mit 2 mL
10%iger (v/v) Acetanhydridlésung in DMF bei 50°C acetyliert. Zwischen allen
Arbeitsschritten wurde das Harz dreimal mit je 2 mL DMF gewaschen. Bei der terminalen

Fmoc-Abspaltung wurde die Rohausbeute mittels Fmoc-Monitoring (AAV3) bestimmt.

AAV3 Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe und Fmoc-Monitoring

Die terminalen Fmoc-Schutzgruppen wurden manuell abgespalten, um durch
photometrische Messung des entstandenen Methylenfluorens die Rohausbeuten zu
bestimmen. Daflir wurde das in DMF vorliegende Harz dreimal mit DMF gewaschen und
nach Trocknung im Vakuum zweimal mit 2 mL Piperidin/DMF (1:4) versetzt und fiir 20 min
bei Rt im Schittler inkubiert. Die Lésungen wurden vereinigt und viermal mit 4 mL DMF
gewaschen. Fir das Fmoc-Monitoring wurden zwischen 20 und 100 pL der Abspaltlésung
20-, 40- oder 80-fach verdiinnt und die UV-Absorption bei einer Wellenlange von 301 nm
bestimmt. Uber das Lambert-Beer’sche Gesetz (10) ldsst sich die Stoffmenge Nroren des
Methylenfluorens berechnen.

OD-V

NEjyoren = d-e ’ (10)

Wobei: V = Gesamtvolumen der vereinigten Abspaltlésungen, hier: 0.02L, € = molarer
Extinktionskoeffizient, hier: 7950 L/(molscm), d = Schichtdicke der Glaskivette, hier: 1 cm, OD =

gemessene Absorption, F = Verdiinnungsfaktor, hier: 20, 40 oder 80

AAV4  Capping mit Z(2-Cl)OSu

Zur Blockierung nicht umgesetzter Aminofunktionen in Anwesenheit der ungeschiitzten
Chitobiose wurden 4 Aq. Z(2-Cl)OSu in 1.5 mL DMF/DCM (1:1) geldst und mit 8 Aq. DIPEA
versetzt. Das Gemisch wurde zum Harz gegeben und der Ansatz fiir 15 min bei 60 °C

geschuttelt. AnschlieBend wurde das Harz mehrfach mit DMF und DCM gewaschen.
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AAV5  Abspaltung der Peptide vom Harz

Die Peptide wurden nach der Fmoc-Entschiitzung manuell vom Harz abgespalten.
Gleichzeitig wurden alle Seitenkettenschutzgruppen bis auf die StBu-Gruppe abgespalten.
Variante 1:

Das Harz wurde zweimal mit 3 mL der Abspaltlosung, bestehend aus TFA/TIPS/H,0 (95:5:2),
versetzt und fir 90 min bei Rt geschittelt. Das Harz wurde anschlieRend viermal mit je 2 mL
Abspaltlésung und viermal mit je 2 mL TFA gewaschen. Die vereinigten Losungen wurden im
Vakuum bis zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde in 10 mL Wasser aufgenommen
und gefriergetrocknet. Das erhaltene Rohprodukt wurde bei -20 °C gelagert.

Variante 2:

Das Harz wurde einmal mit 3 mL TFA/TIPS/H,0 (95:2.5:2.5) versetzt und fur 2 h bei Rt
geschittelt. AnschlieBend wurde mehrfach mit je 2 mL TFA gewaschen. Die vereinigten
Losungen wurden im Vakuum bis zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde in 10 mL
Wasser aufgenommen und gefriergetrocknet. Das erhaltene Rohprodukt wurde bei -20 °C
gelagert.

Variante 3:

Das Harz wurde zweimal mit 3 mL TFA/TIPS (95:5) versetzt und fur 1 h bei Rt geschuttelt. Das
Harz wurde zwischendurch und anschlieBend mehrfach mit je 2 mL TFA gewaschen. Die
vereinigten Loésungen wurden im Vakuum bis zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wurde
in 10 mL Wasser aufgenommen und gefriergetrocknet. Das erhaltene Rohprodukt wurde bei

-20 °C gelagert.

AAV6 O-Deacetylierung an der festen Phase

Die Deacetylierung wurde unter Stickstoffatmosphare durchgefiihrt. Zur Entfernung der
Acetylschutzgruppen der Chitobiose wurde das Harz kurz im Wasserstrahlvakuum
getrocknet und mehrmals mit abs. Methanol gewaschen. AnschlieBend wurde das Harz mit
6.0 mL 20%iger Hydrazinhydrat-Lésung in abs. Methanol versetzt und fiir 6 h bei Rt
geschittelt. Danach wurde das Harz mehrfach mit Methanol und DCM gewaschen und das

Peptid vom Harz abgespalten (AAVA4).

AAV7 O-Deacetylierung nach Zemplén

Die Deacetylierung der Chitobiose wurde unter Stickstoffatmosphdre durchgefiihrt. Das
gefriergetrocknete Glycopeptid wurde in 10 mL abs. Methanol aufgenommen und mit einer

frisch hergestellten 1%igen Natriummethanolatlosung in Methanol auf pH 9 eingestellt. Die
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Reaktion wurde nach 19 h durch Neutralisierung mit Trockeneis abgebrochen und das

Losungsmittel im Vakuum entfernt.

AAV8 Entschiitzung der StBu-Cysteine mit Dithiothreitol

Die Entschitzung wurde unter Stickstoffatmosphdre in einer entgasten 0.1 M NH4HCO3-
Losung (pH 8.0) durchgefiihrt. Dazu wurden 2 bis 10 mg Peptid in der entgasten NH4HCO3-
Lésung mit einer Konzentration von etwa 120 uM geldst und mit 5 Aq. DTT versetzt. Die
Losung wurde fir 24 h bei 30 °C geschittelt und mit MALDI-MS (AAV13) auf die vollstandige

Entschiitzung Gberpruft.

AAV9 Zyklisierung durch Ausbilden einer Disulfidbriicke

Die Reaktionslosung der vollstandig entschiitzten Peptide wurde durch Zugabe einer
entgasten 0.1 M NH4HCOs-L6sung (pH 8.0) unter Stickstoffatmosphare auf eine
Konzentration von 48 uM verdiinnt. AnschlieBend wurde die Losung in einem offenem Gefal}
fur 2 h kraftig geriihrt, wobei die Reaktion mittels MALDI-MS (AAV13) verfolgt wurde. Die
Zyklisierung wurde durch die nachfolgende Ultrafiltration (AAV10) abgebrochen.

AAV10 Ultrafiltration

Die Ultrafiltration wurde mit Hilfe eines Ultrafiltrationsréhrchens (Microsep bzw. Macrosep
Advance Centrifugal Device, 1k MWCO) durchgefihrt. Die Losungen wurden bei 7000 g
(Microsep) bzw. 5000 g (Macrosep) bei 4 °C zentrifugiert und eingeengt. Durch mehrmalige
Zugabe von ddH,0 wurde die Losung entsalzt. Die eingeengte Losung wurde schlieBlich

gefriergetrocknet und das zyklisierte Peptid nach AAV11 und AAV12 gereinigt.

AAV11 Etherextraktion

Die Rohprodukte wurden mit Hilfe einer Etherextraktion vorgereinigt. Dazu wurden 5 mL
gekiihlter Diethylether zum Rohprodukt gegeben. Es wurde im Ultraschallbad suspendiert,
anschlieBend fiir 10 min zentrifugiert (15 °C, 8000 rpm) und der Uberstand dekantiert. Der
Riickstand wurde in 10 mL Wasser gelost und gefriergetrocknet. Das erhaltene Rohprodukt

wurde bei -20 °C gelagert.

AAV12 Reinigung der Produkte mittels HPLC

Die Rohprodukte von P2 wurden (iber eine HPLC (Agilent) mit Hilfe einer praparativen
(Nucleodur Isis) und/oder semipradparativen (Vydac) RP-Saule gereinigt. Bei der praparativen
RP-Séule wurde eine Flussrate von 20 mL/min bei einem column volume (CV) von 86.61 mL

verwendet. Bei der semipraparativen RP-Sdule wurde eine Flussrate von 5 mL/min bei einem
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CV von 19.63 mL verwendet. Als Laufmittelsystem dienten ddH,0/MeCN/FA im Verhaltnis
95:5:0.1 (Laufmittel A) und MeCN/ddH,0/FA im Verhaltnis 95:5:0.1 (Laufmittel B). Fur die
Reinigung wurden etwa 30 mg Rohprodukt in 2 mL Laufmittel A geldst, wobei unldsliche
Bestandteile durch ein Minifiltrationstube (Spin-X, 0.22 um, 1 min, Rt, 7500 rpm) abgetrennt

wurden.

Tabelle 12: Verwendete Gradienten fur die Reinigung mittels RP-Saule an der Agilent HPLC-Anlage

Peptid Gradient Laufmittel B

P2 nach Variante 1-4 2 min 0%—15%, 16 min 15%—30%, 20 min 30%—100%, 22 min
(Nucleodur Isis) 100%—100%, 26 min 100%—0%

P2 nach Variante 4 &5 5 min 0%—0%, 15 min 0%—27%, 35 min 27%—30%, 39 min
(Grace Vydac) 30%—100%, 41 min 100%—100%, 45 min 100%—0%

Die Reinigung der zyklischen Peptide P3 und P4 erfolgte mit Hilfe einer analytischen RP-Saule
bei 45 °C an der Merck Hitachi HPLC-Anlage. Das Nonasaccharid (19) wurde mit Hilfe einer
PGC-Saule gereinigt. Als Laufmittelsystem dienten jeweils ddH,O0 + 0.1% FA (Laufmittel A)
und MeCN + 0.1% FA (Laufmittel B). Fir die analytischen Laufe wurde ca. 1 mg vom
Rohprodukt in 200 puL Laufmittel A gelést und fir die PGC-Laufe ca. 30 mg in 300 pL.
Unlosliche Bestandteile wurden durch eine Minifiltrationssadule (s.0.) abgetrennt.

Sowohl an der Agilent HPLC als auch an der Merck Hitachi HPLC erfolgte die Detektion
photometrisch bei den Wellenldangen 215 nm und 254 nm. Mit Hilfe von MALDI-TOF-MS
(AAV13) bzw. ESI-MS (AAV14) wurden die Fraktionen auf Anwesenheit des Produktes
untersucht und gegebenenfalls vereinigt. Das Acetonitril wurde im Vakuum entfernt und der

Riickstand gefriergetrocknet. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C.

Tabelle 13: Verwendete Gradienten fir die Reinigung mittels RP-Sdule an der Merck Hitachi HPLC-Anlage

Produkt Gradient Laufmittel B

P3 (Nucleodur Isis) 3 min 5%—5%, 15 min 5%—16%, 25 min 16%—19%, 29 min
19%—95%, 30 min 95%—95%, 34 min 95%—5%

P4 (Nucleodur Isis) 3 min 5%—5%, 15 min 5%—15%, 25 min 15%—20%, 29 min
20%—95%, 31 min 95%—95%, 35 min 95%—5%

(19) (Hypercarb) 10 min 0%—2%, 22 min 2%—9%, 75 min 9%—17%, 95 min
17%—40%, 105 min 40%—100%, 115 min 100%—100%, 120 min
100%—0%
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AAV13 MALDI-TOF-MS Probenpraparation und Messung

Als Matrix fiir die MALDI-TOF-MS Messungen diente 2,5-Dihydroxybenzoesdure (DHB)
(10 mg/mL in Acetonitril/Wasser mit 0.1% TFA (3:7, v/v)). Von der Matrix wurden 0.5 pL auf
den Probenteller (Ground Steel MALDI Target Plate) gegeben und getrocknet. Anschliefend
wurden je 0.5 uL der Proben auf den Probenteller gegeben und getrocknet. Die Messungen
erfolgten am Ultraflex MALDI TOF/TOF. Es wurde jeweils im Positivionen- und
Reflektormodus im Bereich von m/z = 600-4500 gemessen. Der Bereich bis m/z = 550 wurde
unterdriickt. Es wurden 4000 Laserpulse mit einer Frequenz von 1000 Hz auf die Probe

geschossen. Mit den in Tabelle 14 genannten Substanzen wurde kalibriert.

Tabelle 14: Kalibranten fur die Akquisition von MALDI-Spektren am MALDI-TOF/TOF

Kalibrant m/z
Bradykinin (1-7) 757.3992
Angiotensin Il 1046.5418
Angiotensin | 1296.6848
Substance P 1347.7354
Bombesin 1619.8223
Renin Substrat 1758.9326
ACTH (1-17) 2093.0862
ACTH (18-39) 2465.1983
Somatostatin 3147.4710

AAV14 ESI-TOF-MS Probenpraparation und Messung

Die Proben wurden, falls sie noch nicht in Losung vorlagen, in ddH,0 geldst. Die erhaltene
Losung wurde gegebenenfalls auf etwa 20 umol/L verdiinnt, falls nétig filtriert (0.22 um,
7000 g) und in vials oder well plates (iberfihrt. Es wurden jeweils 2 uL der Probe injiziert und
im Positivionenmodus vermessen. Die Flussrate betrug 0.3 mL/min und die Gastemperatur
325 °C bei einem Gasfluss von 10 L/min. Der Nebulizer wurde auf 15 psi eingestellt und die

Kapillarspannung betrug 4000 V.

AAV15 LC-ESI-MS Probenpraparation und Messung

Die Proben wurden mit ddH,0 + 0.1% FA auf etwa 50 uM verdiinnt und mit Hilfe eines
Zentrifugenfilters (Spin-X, 0.22 um) von unldéslichen Bestandteilen abgetrennt. Von der

Probe wurden jeweils 100 pL injiziert und mit einer Flussrate von 0.25 mL/min Uber eine



Experimenteller Teil | 111

analytische Saule (Kinetex) aufgetrennt. Die Temperatur wurde auf 40 °C eingestellt und die
MS-Messung erfolgte im Positivionenmodus. Die Gastemperatur lag bei 190 °C bei einem
Fluss von 8.5 L/min. Der Nebulizer wurde auf 8.5 bar eingestellt und die Kapillarspannung
betrug 5000 V mit einem Offset von -500 V. Der in source CID betrug 0.0 eV und es wurde

mit dem ESI Tuning Mix (Bruker) im enhanced quadratic mode kalibriert.

AAV16 NMR Probenpraparation und Messung

Die Charakterisierung der Peptide und Glycopeptide mittels NMR-Spektroskopie wurde an
einem Avance 700-MHz-Spektrometer durchgefiihrt. Die Aminosauren-Signale wurden
anhand von 2D-TOCSY-Spektren der Pulssequenz dipsi2esgpph (dg =0.1 s bzw. 0.07 s) sowie
2D-H,H-COSY-Spektren des Pulsprogramms cosydfesgpph zugeordnet. Die Sequenzierung
erfolgte mit Hilfe von 2D-NOESY-Spektren des Pulsprogramms noesyesgpph (dg =0.2 s). Die
vom Produkt eingesetzten Mengen lagen bei etwa 0.5 bis 2.0 mg und wurden jeweils in
600 uL bzw. 170 uL H,0/D,0 (9:1) (pH 1.9) gelost. Die Experimente wurden bei 300 K
durchgefihrt und die Spektrenweite betrug jeweils 10 ppm. 1D-Spektren wurden mit 32k
Datenpunkten, 2D-Spektren mit 4k bis 8k Datenpunkten in F2 und 768 in F1 aufgenommen.
Die Wasserunterdriickung wurde durch excitation sculpting (P1, = 2 bis 8 ms) erreicht. Um
die Auflésung zu erhéhen wurde ein zerofilling durchgefihrt. Prozessierung, Phasen- und
Basislinienkorrektur sowie Kalibrierung (6upo = 4.746 ppm) und Auswertung der Spektren

erfolgten mit der Software TOPSPIN 3.1.

AAV17 Konzentrationsbestimmung mittels NMR

Anhand der Gleichung (11) lasst sich die Konzentration einer Probe mittels NMR bestimmen.
Dazu werden die Integrale I sowie die Anzahl der Protonen nH des entsprechenden Signals
der zu bestimmenden Substanzkonzentration csuy und einer Referenz bekannter

Konzentration crer ins Verhaltnis gesetzt. Weiterhin ist ein Faktor F nétig, der sich aus dem
. . . D1 ..
Verhaltnis von D1, zu dem D1-Wert ergibt (F = %), der fir das Spektrum verwendet

wurde, aus dem das Integral bestimmt wurde.

Csub =

I F nH
Sub % Sub % Ref % CRef (11)
IRef FRef nHSub

Wobei: csup = Konzentration der Substanz, Isu, = abs. Integral der Substanz, Fsu, = Faktor, abh. von
D1-Zeit der Substanz, nHsu, = Anzahl Protonen des verw. Substanz-Integrals, crer = Konzentration der
Referenz, Irer = abs. Integral der Referenz, Frer = Faktor, abh. von D1-Zeit der Referenz, nHsu, =
Anzahl Protonen des verw. Referenz-Integrals.
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Zur Bestimmung des D1,,,-Wertes wurden zunachst sowohl von der Probe mit unbekannter
Konzentration sowie von einer Sucrose-Probe der Konzentration 350 mM mehrere
1H-Spektren (zgesgp, 512 Scans, RG = 203) mit D1-Zeiten von 0.5, 1, 2, 3.5, 5, 8, 10, 12, 15,
20, 25, 30, 35 und 40s aufgenommen. Bei der Sucrose-Probe wurden vom Signal des
anomeren Protons bei 5.360 ppm die Integrale gemessen und gegen die D1-Zeiten
aufgetragen. Bei der Probe unbekannter Konzentration wurde ein isoliertes Signal
ausgewahlt und ebenso verfahren. Dabei waren eine gute Phasen- sowie
Basislinienkorrektur duflerst wichtig, um aussagekraftige Integralwerte zu erhalten. Durch
Anpassung an die exponentielle Gleichung (12) lieR sich jeweils aus yo der D1,a-Wert
ablesen, sodass die Konzentration nach Gleichung (11) berechnet werden konnte.

—-X

y=A-eti + y, (12)

7.3 Darstellung der N,-Chitobiosylasparaginbausteine

Die Reaktionen wurden, wenn nicht anders angegeben, in kommerziell erhaltlichen,

absolutierten Losungsmitteln durchgefihrt.

7.3.1 Darstellung von kolloidalem Chitin (2)

OH OH
0 0
0
~"|Ho © Ho ©
NHAC NHAc
n

Basierend auf der Vorschrift von Nishimura et al.”>® wurden 51 g Chitinflakes in 350 mL konz.
Salzsdure (37%) suspendiert und 45 min im Ultraschallbad sonifiziert. Alle 15 min wurde das
Reaktionsgemisch durchmischt. Anschlieffend wurde das Gemisch auf 2 L Eiswasser gegeben
und fiir 48 h bei 4 °C gelagert. Der Niederschlag wurde filtriert, mit 1 M Natronlauge
neutralisiert und mit ddH,0, Aceton sowie Diethylether gewaschen. Nach Gefriertrocknung

wurde der erhaltene Feststoff gesiebt, um grobere Chitinreste abzutrennen.

Ausbeute: Es wurden 39.8 g eines beigefarbenen, amorphen Feststoffs erhalten. Das

entspricht einer Ausbeute von 78 Gew-% bezogen auf die eingesetzte Menge Chitinflakes.

Charakterisierung: Auf eine Charakterisierung des Polymers wurde verzichtet.
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7.3.2 Synthese von Chitobioseoctaacetat (3)

158
l.

Basierend auf der Vorschrift von Nishimura et a wurden 37.74 g (entspricht 92.9 mmol
Dimereinheiten) kolloidales Chitin (2) bei einer Innentemperatur von 54 °C unter Rihren zu
einem Gemisch aus 500 mL Essigsdureanhydrid und 50 mL konz. Schwefelsdure (97%)
gegeben. Dabei stieg die Temperatur auf 60 °C an. Nach 3 h Rihren bei 55 °C wurde die
weinrote Losung auf 35 °C abgekihlt und weitere 68 h bei dieser Temperatur gerihrt.

Nach Abkihlen auf Rt wurde die Reaktionslésung zu 250 g Natriumacetat in 1 L Eiswasser
gegeben und fir 2 h geriihrt. AnschlieRend wurde das Produkt mehrfach mit Chloroform
extrahiert und mit ges. Natriumhydrogencarbonatlosung sowie ddH,0 gewaschen. Es wurde
Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel grofRtenteils entfernt. Das

reine Produkt wurde durch Saulenfiltration Uber Kieselgel (Chloroform/Methanol 60:1 bis

20:1 (v/v)) und anschlieRende Umkristallisation aus Ethanol erhalten.

Ausbeute: Es wurden 3.33 g (4.92 mmol) eines farblosen, kristallinen Feststoffs erhalten. Das
entspricht einer Ausbeute von 5.3% bezogen auf die theoretisch moglichen Dimereinheiten

von (2).

Charakterisierung:

Farbloser Feststoff

IUPAC-Name: 2-Acetamido-1,3,6-tri-O-acetyl-2-desoxy-4-0-(2‘-acetamido-3°,4,6-tri-O-
acetyl-2‘-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-a-D-glucopyranose

Summenformel: CysH4oN,017

Molmasse: 676.63 g/mol

Drehwert: [a]2go = +289° (c =0.10 , CHCl3)

Rf-Wert: R¢ = 0.44 (CHCl3:MeOH, 9:1)

HR-ESI-MS: m/z = 677.2405 [M+H]* (gef.), 677.2400 (ber.); 699.2226 [M+Na]® (gef.),
699.2219 (ber.)

'H (400 MHz, CDCl5): & [ppm] = 6.10 (d, 1H, >/ = 3.6 Hz, H1), 5.99 (d, 1H, *>/= 9.2 Hz, NH’), 5.63

(d, 1H, *J = 9.1 Hz, NH), 5.22 (dd, 1H, ®/ = 9.0 Hz, *J = 11.1 Hz, H3) 5.13 (dd (app. t), 1H, *J =
9.8 Hz, *J = 9.8 Hz, H3’), 5.06 (dd (app. t), 1H, >/ = 9.5 Hz, *J = 9.5 Hz, H4‘), 4.48-4.32 (m, 4H,
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H6a’, H2, H6a, H1’), 4.18 (dd, 1H, *J = 2.0 Hz, %J = 12.2 Hz, H6b), 4.05-3.92 (m, 2H, H6b’, H2'),
3.89 (ddd, 1H, ®/ = 2.1 Hz, *J = 3.1 Hz, ®J = 10.1 Hz, H5), 3.73 (dd (app. t), 1H, >/ = 9.5 Hz, *J =
9.5 Hz, H4), 3.62 (ddd, 1H, *J = 2.3 Hz, *) =4.0 Hz, *J = 9.6 Hz, H5), 2.19, 2.15, 2.08, 2.05, 2.01,
2.01 (6 x s, 18H, C(O)CH3), 1.96, 1.93 (2 x s, 6H, NH-C(O)CH3).

3C (100 MHz, CDCl3): & [ppm] = 197.1, 171.6, 171.0, 170.7 (C(O)CHs), 170.5, 170.3 (NH-
C(O)CHs), 169.5, 169.0 (C(O)CHs), 101.9 (C1%), 90.7 (C1), 76.1 (C4), 72.7 (€3), 72.1 (C5‘), 70.9
(C5), 70.8 (C3), 68.0 (C4), 61.8 (C6), 61.6 (C6), 54.6 (C2°), 51.3 (C2), 23.3, 23.2 (NH-C(O)CHs),
21.2,21.1,20.8,20.8, 20.7 (C(O)CHs).

7.3.3  Synthese des t-Butyl-geschiitzten N,-Chitobiosylasparaginbausteins (7)

fe) OtBu

Basierend auf der Vorschrift von J. Tost®> wurden unter Stickstoffatmosphare 555.0 mg
(1.311 mmol) (5) in 15 mL DMF gelést und auf -12 °C gekiihlt. Weiterhin wurden 1.2 Aq.
(500.4 mg, 1.558 mmol) TBTU, 0.7 Aq. (150 pL, 882 umol) DIPEA und 0.9 Aq. (477.8 mg,
1.161 mmol) Fmoc-L-Asp-OtBu in 5.0 mL DMF gel6st. Nach 10 min Aktivierungszeit wurde
diese Losung zur gekiihlten Amin-Losung zugegeben und fiir 6.5h bei -14 °C gerihrt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das Rohprodukt entweder
direkt weiter zu (9) umgesetzt (Variante 1) oder mehrfach in MeOH sonifiziert und filtriert.

Der unlosliche Riickstand gab das reine Produkt (Variante 2).

Ausbeute: Es wurden 551.7 mg (675.4 umol) eines farblosen, amorphen Feststoffs erhalten.

Das entspricht einer Ausbeute von 58% bezogen auf die eingesetzte Menge Aminosaure.

Charakterisierung:

Farbloser Feststoff

IUPAC-Name: O4-tButyl-No-(fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-N,-[2-acetamido-2-desoxy-4-O-
(2‘-acetamido-2‘-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-B-D-glucopyranosyl]-asparagin
Summenformel: C3o0Hs5;N4015

Molmasse: 816.85 g/mol
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Drehwert: ]3¢ = +51° (c = 0.05, DMSO)
HR-ESI-MS: m/z = 817.3520 [M+H]" (gef.), 817.3502 (ber.)

'H (400 MHz, CDCl5): & [ppm] = 8.22 (d, 1H, >J = 8.8 Hz, NHy), 7.89 (d, 2H, >/ = 7.1 Hz, HA/HD),

7.85 (d, 1H, *J = 8.8 Hz, NHAc), 7.74-7.68 (m, 3H, NHAc’, HA/HD), 7.46 (d, 1H, NHo, °J =
8.4 Hz), 7.42 (t, 2H, ) = 7.2 Hz, HC), 7.32 (t, 2H, ) = 7.2 Hz, HB), 4.83 (dd (app. t), 1H, %) =
9.2 Hz, 3/ = 9.2 Hz, H1), 4.36 (d, 1H, H1,%J = 8.4 Hz), 4.33-4.18 (m, 4H, Ha, HF, HE), 3.78-3.70
(m, 1H, H6a‘), 3.64-3.55 (m, 2H, H6a, H2), 3.52-3.40 (m, 3H, H6b, H6b’, H2‘), 3.07-3.00 (m,
1H, H5), 2.58 (dd, 1H, *J = 4.9 Hz, %) = 16.2 Hz, HB), 2.45 (dd, 1H, *J = 7.4 Hz, >/ = 15.7 Hz,
Hp‘), 1.82 (s, 3H, NH-C(O)CHs‘), 1.76 (s, 3H, NH-C(O)CHs), H3, H4, H5, H3‘, H4‘ konnten nicht

eindeutig zugeordnet werden.

3C (100 MHz, €DCl3): & [ppm] = 170.6 (COO'Bu) 169.6 (C(O)CHs), 169.5 (Cy), 169.2

(C(0)CH5), 155.8 (C(0)-OFmoc), 143.8 (CG), 140.7 (CH), 127.7 (CC), 127.1 (CB), 125.2 (CA/D),
120.1 (CA/D), 102.1 (C1°), 81.4 (C4), 80.7 (C(CHs)3) 78.8 (C1), 77.0, 76.7, 74.0, 72.9 (C3, C5,
C3‘, €4‘), 70.7 (C5‘), 65.7 (CF), 61.0 (C6), 59.9 (C6), 55.5 (C2°), 53.8 (C2), 50.8 (Ca), 46.6 (CE),
37.0 (CP), 27.6 (C(CHs)3) 23.0 (NH-C(O)CH3"), 22.8 (NH-C(O)CHs).

7.3.4  Synthese des N,-Chitobiosylasparaginbausteins (9)

Analog zur Vorschrift von J. Tost®® wurden 544.0 mg (666.0 pmol) (7) mit 10.5 mL TFA/H,0
(19:1) versetzt und fur 15 min gerthrt. AnschlieRend wurde das TFA im Vakuum entfernt und
mehrfach mit Toluol codestilliert. Zuletzt wurde das Produkt in Wasser aufgenommen und
gefriergetrocknet. Falls das Edukt als Rohprodukt (7.3.3, Variante 1) eingesetzt wurde,
erfolgte eine Saulenfiltration Uber Kieselgel (CHCl3/MeOH + 1% HOAc 4:1 bis 1:1). Lag das

Edukt bereits rein vor (7.3.3, Variante 2), war keine weitere Reinigung notig.

Ausbeute: Es wurden 533 mg (701 umol) eines farblosen, amorphen Feststoffs erhalten. Das

entspricht einer quantitativen Ausbeute bezogen auf die eingesetzte Menge (7).
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Charakterisierung:

Farbloser Feststoff

IUPAC-Name: No-(Fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-N,-[2-acetamido-2-desoxy-4-O-(2*-
acetamido-2‘-desoxy-B-D-glucopyranosyl)-B-D-glucopyranosyl]-asparagin

Summenformel: C35H44N4015

Molmasse: 760.28 g/mol

Drehwert: [a]%gq = +29° (c = 0.11, DMSO)

Rf-Wert: R¢= 0.3 (CHCl3/MeOH + 1% HOAc 2:1)

HR-ESI-MS: m/z = 761.2875 [M+H]* (gef.), 761.2876 (ber.); 783.2668 [M+Na]® (gef.),
783.2695 (ber.)

'H (400 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 12.58 (bs, 1H, COOH), 8.21 (d, 1H, °J = 8.9 Hz, NHy), 7.89

(d, 2H, =71 Hz, HA/HD), 7.84 (d, 1H, 3/ =89 Hz, NHAc),7.74-7.67 (m, 3H, NHAc’, HA/HD),
7.45-7.42 (m, 1H, NHa), 7.42 (t, 2H, >J = 7.6 Hz, HB/HC), 7.32 (¢, 2H, *J = 7.6 Hz, HB/HC), 4.84
(dd (app. t), 1H, ’)=94 Hz, =94 Hz, H1), 4.39-4.33 (m, 2H, H1,Ha), 4.30-4.17 (m, 3H, HF,
HE), 3.78-3.71 (m, 1H, H63a°), 3.64-3.54 (m, 2H, H6a, H2), 3.52-3.40 (m, 2H, H6b, H2), 3.07-
3.00 (m, 1H, H5’), 2.62 (dd, 1H, } =50 Hz, 3 =163 Hz, HB), 1.82 (s, 3H, NH-C(O)CHs‘), 1.76
(s, 3H, NH-C(O)CH3), HB’ liegt unter dem DMSO-Signal, H3, H4, H5, H3‘, H4’ konnten nicht

eindeutig zugeordnet werden.

3C (100 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 173.0 (COOH) 169.7 (C(O)CHs), 169.7 (Cy), 169.3

(C(0)CH5"), 155.9 (C(O)-OFmoc), 143.8 (CG), 140.7 (CH), 127.6 (CB/C), 127.1 (CB/C), 125.3
(CA/D), 120.2 (CA/D), 102.1 (C1°), 81.4 (C4), 78.8 (C1), 77.0, 76.8, 74.0, 72.9 (C3, C5, C3*, C4"),
70.7 (C5), 65.8 (CF), 61.1 (C6), 59.9 (€6), 55.5 (€2°), 53.8 (C2), 50.1 (Ca), 46.6 (CE), 36.9 (CB),
23.1 (NH-C(O)CH5’), 22.8 (NH-C(O)CH).

7.4 Synthese von Fmoc-L-Cys(StBu)-OPfp (16)

)
D EF ooF F
o0« o
HN (o

PN



Experimenteller Teil | 117

Variante 1:

Analog zu einer anderen Synthese von Twibanire et al'® wurden unter
Stickstoffatmosphare 200.6 mg (464.8 umol) Fmoc-L-Cys(StBu)-OH in 1.2 mL DMF (peptide
grade) gelést und mit 1 Aq. (151.2 mg, 470.9 pumol) TBTU und 2 Aqg. (158 uL, 120 mg
928 umol) DIPEA versetzt. Die Loésung wurde fur 15 min bei Rt geriihrt, wobei sie sich liber
gelb nach orange firbte. AnschlieBend wurde 1Aq. (48.5pul, 85.2mg, 463 umol)
Pentafluophenol, geldst in 0.4 mL DMF, zugegeben und weitere 3 h bei Rt gerihrt. Nach
Zugabe von 10 mL DCM wurde mit 5%iger HCI, 1 M NaHCOs-Lsg. sowie ddH,0 gewaschen.
Die organische Phase wurde Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und im Vakuum
eingeengt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch liber Kieselgel (Toluol/Aceton
19:1) gereinigt, aber massenspektrometrisch konnte kein Produkt nachgewiesen werden.
Variante 2:

Analog zu einer hnlichen Synthese von Geiermann et al.*®® wurden 200.5 mg (465 pmol)
Fmoc-L-Cys(StBu)-OH in 10.0 mL abs. DCM gelést und mit 1.1 Aq. (54.0 ul, 94.2 mg,
512 pumol) Pentafluorphenol, 1.2 Aq. (88 pL, 70.4 mg, 558 umol) N,N‘-Diisopropylcarbodiimid
und 0.2 Ag. (11.5 mg, 94.1 umol) 4-(Dimethylamino)pyridin versetzt. Die Lésung wurde fiir
18 h bei Rt geruhrt, anschliefend mit 20 mL DCM versetzt und mit 10%iger HCI, halbges.
NaHCOs-Lsg. sowie ges. NaCl-Lsg. gewaschen. Die organische Phase wurde (iber
Natriumsulfat getrocknet und mehrfach mit Toluol coevaporiert. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch Uber Kieselgel (Toluol/Aceton, 19:1) gereinigt. Die Lagerung

erfolgte bei-80 °C.

Ausbeute: Es wurden 186.1 mg (311.4 umol) eines gelblichen, hochviskosen Sirups erhalten.

Das entspricht einer Ausbeute von 67% bezogen auf die eingesetzte Menge AS.

Charakterisierung:

Gelblicher hochviskoser Sirup

IUPAC-Name: S-tButylthio-N,-(fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-O,-pentafluorphenyl-L-cystein
Summenformel: CysH,4FsNO4S,

Molmasse: 597.62 g/mol

Rf-Wert: Rf = 0.76 (Toluol/Aceton, 19:1)
HR-ESI-MS: m/z = 620.0953 [M+Na]" (gef.), 620.0959 (ber.)

'H (400 MHz, CDCl): & [ppm] = 7.77 (d, 2H, >/ = 7.7 Hz, HA/HD), 7.61 (d, 2H, %/ = 7.5 Hg,

HA/HD), 7.40 (t, 2H, %J = 7.5 Hz, HB/HC), 7.31 (t, 2H, °J = 7.5 Hz, HB/HC), 5.71 (d, 1H, °J =
8.2 Hz, NH), 5.08-5.01 (m, 1H, Ha), 4.45 (d, 2H, %/ = 7.3 Hz, HF), 4.27 (t, 1H, °J = 6.9 Hz, HE),



118 | Experimenteller Teil

3.36 (dd, 1H, °J = 4.2 Hz, ®J = 13.7 Hz, HPB), 3.26 (dd, 1H, >J = 6.7 Hz, *J = 13.3 Hz, HB), 1.37 (s,
9H, C(CHz)s).

3C (100 MHz, CDCl3): & [ppm] = 167.2 (C(0)-OPfp), 157.1 (Pfp), 155.9 (C(0)-OFmoc), 143.8

(CG/H), 141.5 (CG/H), 129.2, 128.4, 125.4 (Pfp), 127.9 (CB/C), 127.3 (CB/C), 125.3 (CA/D),
120.2 (CA/D), 67.7 (CF), 53.9 (Ca), 48.8 (C(CHs)3), 47.2 (CE), 41.9 (CB), 29.9 (C(CH3)s).

F (600 MHz, CDCls): & [ppm] = -151.5 (d, 2F, °J = 18.4 Hz, Fortno), -156.9 (dd (app. t), 1F, %/ =
21.9 Hz, Fpara), -161.7 (dd (app. t), 2F, %/ = 19.2 Hz, Freta)

7.5 Synthese und Charakterisierung der Peptide und Glycopeptide

7.5.1 Darstellung des offenkettigen V3-Glycopeptids P2

(6]
H,N-2%CTRPNNNTRK36501ps02y316ATGDIIGDIRQAHC330-CONH,

Variante 1:

Das Peptid wurde mit einer AnsatzgroBe von 50.5umol nach AAV1 bis zur
Glycosylierungsstelle N301 synthetisiert. Die Rohausbeute wurde mittels Fmoc-Monitoring
nach AAV3 bestimmt (23.2 umol, 46%). Die nachfolgende Bausteinkupplung wurde auf
25 umol bezogen und zweifach unter Stickstoffatmosphare durchgefiihrt. Dazu wurden je
1.5 Ag. TBTU (12.5 mg, 38.9 pmol) und DIPEA (6.2 uL, 4.68 mg, 36.2 pmol) sowie 1 Aq.
(24.4 mg, 25.1 umol) Baustein (8) in jeweils 0.5 mL DMF geldst. Die Losungen von TBTU und
DIPEA wurden zusammen gegeben und dann zur Baustein-Losung pipettiert. Die gesamte
Losung wurde schlieRlich zum Harz gegeben und der Ansatz fiir 24 h bei 40 °C geschiittelt.
Nach allen Arbeitsschritten wurde mehrmals mit DMF gewaschen. Nicht umgesetzte
Aminofunktionen wurden mittels Essigsaureanhydrid gecappt und die letzten fiinf AS wieder

nach AAV1 gekuppelt. SchlielRlich wurde das Peptid nach AAV5 Variante 1 vom Harz
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abgespalten, nach AAV7 deacetyliert und nach AAV11l und AAV12 gereinigt. Die
Charakterisierung erfolgte nach AAV14 und AAV16 mittels ESI-MS und NMR.®”

Ausbeute: Es wurden 8.9 mg (2.4 umol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Das entspricht

einer Ausbeute von 5% bezogen auf die AnsatzgréfRe von 50.5 pumol.

Variante 2:

Das Peptid wurde mit einer AnsatzgroRe von 98.5umol nach AAV1 bis zur
Glycosylierungsstelle N301 synthetisiert und in zwei Teile geteilt. Die eine Halfte wurde
weiter verwendet und eine Rohausbeute mittels Fmoc-Monitoring nach AAV3 bestimmt
(20.6 umol, 42%). Die andere Halfte wurde nach Variante 3 (s.u.) weiter umgesetzt. Die
Bausteinkupplung wurde auf 21 umol bezogen und zweifach unter Stickstoffatmosphare
durchgefiihrt. Dazu wurden je 1.5 Aq. TBTU (10.6 mg, 33.0 umol) und DIPEA (5.32 pL,
4.05 mg, 31.3 pumol) sowie 1 Aqg. (21.1 mg, 21.7 umol) Baustein (8) in jeweils 0.4 mL DMF
geldst und zum Harz gegeben. Der Ansatz wurde fiir 24 h bei 50 °C geschittelt. Nach allen
Arbeitsschritten wurde mehrmals mit DMF gewaschen. Nicht umgesetzte Aminofunktionen
wurden mittels Essigsaureanhydrid gecappt und die letzten finf AS manuell nach AAV2
gekuppelt. Die Deacetylierung der saccharidischen Hydroxylgruppen erfolgte nach AAV6 und
die Abspaltung des Peptids vom Harz nach AAV5 Variante 1. Zuletzt wurde das Peptid nach
AAV11 und AAV12 gereinigt und mittels ESI-MS und NMR nach AAV14 und AAV16

charakterisiert.®®

Ausbeute: Es wurden 4.6 mg (1.3 umol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Das entspricht

einer Ausbeute von 2.5% bezogen auf die halbe AnsatzgrofRe von 98.5 umol.

Variante 3:

Die andere Halfte des geteilten Ansatzes aus Variante 2 ergab mittels Fmoc-Monitoring nach
AAV3 eine Rohausbeute von 40% (19.6 umol). Die Bausteinkupplung wurde auf 20 umol
bezogen. Dazu wurden 2.5 Ag. (19.2 mg, 50.0 pmol) HATU und 5Aq. (11.0 pL, 12.9 mg,
100.1 pmol) NMM sowie 1 Aqg. (39.3 mg, 40.5 umol) Baustein (8) in jeweils 0.4 mL NMP
gelost. Das Harz wurde mit 0.6 mL NMP in einen Kolben Ulberfiihrt und mit den Lésungen
versetzt. AuRerdem wurden noch 5Ag. (169.0 uL, 100.2 pmol) HOAt/DMF (593 mM)
zugegeben. Der Ansatz wurde zweifach fiir 15 min bei 18 W und 50 °C in der Mikrowelle
umgesetzt. Zwischen und nach den Bausteinkupplungen wurde das Harz wieder in eine Fritte
Uberfihrt und mehrmals mit DMF und DCM gewaschen. Nicht umgesetzte Aminofunktionen

wurden mittels Essigsaureanhydrid gecappt und die letzten finf AS manuell nach AAV2
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gekuppelt. Dabei wurde der Fmoc-Entschiitzungsschritt nach der Bausteinkupplung
vergessen, weshalb das erhaltene Peptid nicht P2 entspricht sondern dem Deletionspeptid
(13). Die Abspaltung des Peptids vom Harz erfolgte nach AAV5 Variante 1 und die
Deacetylierung der saccharidischen Hydroxylgruppen nach AAV7. Zuletzt wurde das Peptid
nach AAV11 und AAV12 gereinigt und mittels ESI-MS und NMR nach AAV14 und AAV16

charakterisiert (s. Anhang 10.7).55:16°

Ausbeute: Es wurden 4.3 mg (1.2 umol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Das entspricht
einer Ausbeute von 2.4% bezogen auf die halbe AnsatzgrofRe von 98.5 umol. Es handelt sich

allerdings um das Deletionspeptid (13), nicht um P2.

Variante 4:

Die manuelle Peptidsynthese bis zur Glycosylierungsstelle N301 wurde mit einer
AnsatzgrofRe von 300 umol unter Stickstoffatmosphare durchgefihrt. Zwischen samtlichen
Arbeitsschritten wurde das Harz dreimal mit je 2 mL DMF gewaschen. Das Harz wurde (ber
Nacht in DMF gequollen. Die Fmoc-Gruppe wurde durch zweimaliges Versetzen des Harzes
mit 2 mL Piperidin/DMF (1:4) fir 8 min bei 60 °C abgespalten. Etwa nach jeder flnften
Kupplung wurde die Rohausbeute tiber Fmoc-Monitoring (AAV3) bestimmt und die Menge
der Reagenzien entsprechend angepasst. Die Aminosdauren wurden jeweils fiir 20 min bei
60 °C dreifach gekuppelt. Cystein, und Histidin wurden bei nur 50 °C und Arginin fir 60 min
bei Rt gekuppelt. Dabei wurde die jeweilige Aminosdure im vierfachen (0.4 M in DMF) und
Aktivator (0.5 M in DMF) und DIPEA (1 M in DMF) im fiinffachen Uberschuss eingesetzt. Fiir
die Kupplung der ersten Aminosaure an das Harz diente HATU als Aktivator, fir alle anderen
Kupplungen wurde TBTU verwendet. Nicht umgesetzte Aminofunktionen wurden bis zur
Glycosylierungsstelle durch achtminitiges Versetzen mit 1.5 mL 10%iger (v/v) Acetanhydrid-
[6sung in DMF bei 60 °C acetyliert. Bei der terminalen Fmoc-Abspaltung ergab sich eine
Ausbeute von 5% (15 umol) im Fmoc-Monitoring.

Die Aquivalente zur Kupplung des ungeschiitzten Glycosylbausteins wurden auf 30 pmol
bezogen. Dazu wurden 3 Ag. (26.8 mg, 89.6 umol) DEPBT in 250 uL NMP gelést und mit
1.5 Aq. (7.7 uL, 5.8 mg, 45 umol) DIPEA versetzt. Diese Losung wurde zu 2 Aq. (46.0 mg,
60.5 umol) Baustein (9) in 1.5 mL NMP gegeben und die gesamte Losung zum Harz
pipettiert. Der Ansatz wurde zweimal fiir 24 h bei 35 °C geschiittelt. Nicht umgesetzte
Aminofunktionen wurden nach AAV4 blockiert.

Die restlichen fiinf Aminosduren wurden gekuppelt indem jeweils 5 Aq. Aminosaure in 1 mL

DMF geldst wurden und zusammen mit je 5 Ag. DIC und HOAt/DMF (593 mM) zum Harz



Experimenteller Teil | 121

gegeben wurden. Die Kupplung erfolgte zweifach bei 60 °C fir 45 min bzw. bei Arg fiir 1 h
bei Rt. Die Fmoc-Entschiitzung wurde ebenso wie vor der Bausteinkupplung durchgefiihrt
und das Capping erfolgte nach AAV4. Nach Synthese des vollstandigen Peptids wurde der
Ansatz geteilt und das Peptid wurde sowohl nach AAV5 Variante 2 als auch nach Variante 3
vom Harz abgespalten. Die Reinigung erfolgte fiir beide erhaltenen Peptide erst liber eine
prdparative und zur weiteren Reinigung noch (ber eine semiprdparative RP-Saule nach
AAV11 und AAV12. Die Charakterisierung wurde nach AAV13, AAV14 und AAV16

durchgefih rt,103:123,124,166

Ausbeute: Bei der Abspaltung nach AAV5 Variante 2 wurden 3.0 mg (0.82 umol) eines
farblosen Feststoffs erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von 0.6% bezogen auf die halbe
AnsatzgrofRe von 300 umol. Bei der Abspaltung nach AAVS5 Variante 3 wurden 1.2 mg
(0.33 umol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von 0.2%

bezogen auf die halbe AnsatzgrofRe von 300 umol.

Variante 5:

Die manuelle Peptidsynthese bis zur Glycosylierungsstelle N301 wurde mit einer
AnsatzgrofRe von 100 pmol unter Stickstoffatmosphare durchgefiihrt. Das Harz wurde fiir
72 h in DMF gequollen. Die Fmoc-Gruppe wurde durch zweimaliges Versetzen des Harzes
mit 4 mL Piperidin/DMF (1:4) fir 8 min bei 65 °C abgespalten. Etwa nach jeder flinften
Kupplung wurde die Rohausbeute (iber Fmoc-Monitoring (AAV3) bestimmt. Die
Aminosauren wurden jeweils fiir 20 min bei 65 °C zweifach gekuppelt. Cystein, und Histidin
wurden bei nur 50 °C fiir 30 min und Arginin fir 60 min bei Rt gekuppelt. Dabei wurde die
jeweilige Aminosaure im vierfachen (0.4 M in DMF) und Aktivator (0.5 M in DMF) und DIPEA
(1 M in DMF) im fiinffachen Uberschuss eingesetzt. Nicht umgesetzte Aminofunktionen
wurden bis zur Glycosylierungsstelle durch achtminiitiges Versetzen mit 2 mL 10% (v/v)
Acetanhydrid in DMF bei 65 °C acetyliert. Bei der terminalen Fmoc-Abspaltung ergab sich
eine Ausbeute von 22% (22 umol) im Fmoc-Monitoring.

Die Aquivalente zur Kupplung des ungeschiitzten Glycosylbausteins wurden auf 25 pmol
bezogen. Dazu wurden 3 Aq. (22.7 mg, 75.9 pmol) DEPBT in 250 pL NMP gelést und mit
1.5 Aq. (6.4 pL, 4.9 mg, 38 umol) DIPEA in 244 pL DMF versetzt. Diese Lésung wurde zu 2 Aqg.
(38.2 mg, 50.2 umol) Baustein (9) in 1.5 mL NMP gegeben und die gesamte Losung zum Harz
pipettiert. Der Ansatz wurde zweimal fir 24 h bei 50 °C geschittelt. Nicht umgesetzte

Aminofunktionen wurden nach AAV4 blockiert.
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Die restlichen fiinf Aminosduren wurden gekuppelt, indem jeweils 5 Aq. Aminosiure-Pfp-
Ester in 2 mL NMP gel6st zum Harz gegeben wurden. Die Kupplung erfolgte zweifach bei
65 °C fur 30 min bzw. bei Arg fir 1 h bei Rt. Die Fmoc-Entschiitzung wurde ebenso wie vor
der Bausteinkupplung durchgefiihrt und das Capping erfolgte nach AAV4. Zwischen allen
Arbeitsschritten wurde das Harz dreimal mit je 2 mL DMF gewaschen. Nach Synthese des
vermeintlich vollstandigen Peptids wurde der Ansatz geteilt und das Peptid wurde sowohl
nach AAVS Variante 2 als auch nach Variante 3 vom Harz abgespalten. Die Reinigung erfolgte
fir beide erhaltenen Peptide nach AAV11 und AAV12. Das gewiinschte Peptid P2 konnte
weder mittels MALDI-MS oder ESI-MS nach AAV13 bzw. AAV14 noch tGber NMR nach AAV16

nachgewiesen werden, 103121124166

Ausbeute: Das Produkt konnte nicht mittels MALDI-MS, ESI-MS oder NMR nachgewiesen

werden.

Charakterisierung:
Farbloser Feststoff
Summenformel: C150H249N4705254

Molmasse: 3671.13 g/mol

Retentionszeit: 7.6 min (21% Laufmittel B)

HR-ESI-MS: m/z = 1223.9152 [M+3H]** (gef.), 1223.9129 (ber.); 918.1884 [M+4H]* (gef.),
918.1865 (ber.); 734.7528 [M+5H]>" (gef.), 734.7506 (ber.); 612.4621 [M+6H]®" (gef.),
612.4601 (ber.)

Tabelle 15: ‘H-chemische Verschiebung [ppm] von P2 in H,0/D,0 (9:1), pH 1.9. Das Spektrum wurde bei 300 K
an einem 700-MHz-Spektrometer aufgenommen und auf HDO bei 4.746 ppm kalibriert. Die
3J-Kopplungskonstanten sind in Hz angegeben.

NH (CJyune)  Hat HB HB* Hy Hy* H& H6* Sonstige
Case - 4326 3.230 3.197 - - - - StBu: 1.257
Tay 8.721(8.5) 4.380 4.047 - 1.145 - - - -
Ris 8.500(6.8) 4.544 1792 1.792 1.662 1.662 3.146 3.181 He: 7.156
Pss - 4363 2.237 2237 1966 1.858 3.773 3.589 -
Nsow 8.458(6.8) 4.597 2.768 2.727 - - 7.577 6.883 -
Ny, 8.467(7.1) 4.661 2.775 2.723 - - 8.586 - -
Ns 8.393(6.3) 4.678 2.790 2.715 - - 7.525 6.858 -
Tss 8.045(8.6) 4.213 4.150 - 1.145 - - - -

Rsos 8.251(7.3) 4.249 1776 1.695 1.575 1529 3.125 3.125 He: 7.141




Experimenteller Teil | 123

Kss 8.383(7.4) 4.265 1.739 1.650 1.347 1.347 1585 1.585 He:2.911, H{: 7.446

Ss0s 8.329(4.5) 4.668 3.795 3.768 - - - -

Po1 - 4358 2170 1935 1.692 1.742 3.659 3.767

Sz 8.225(8.7) 4.320 3.722 3.722 - - - -

Yis 8.016(6.8) 4.522 3.019 2.886 - - 7.052 7.052 He: 6.752
A;;; 8.123(7.8) 4314 1301 - - - - - -

T.s 8.010(8.8) 4.233 4189 - 1161 - - - -
Gsis 8.306(6.5) 3.907 - - - - - - -
Do 8.252(7.2) 4.661 2.836 2754 - - - - -

l3: 8.078(8.9) 4.106 1817 - 1387 1.100 0777 - y*:0.795
l» 8.151(7.8) 4.060 1795 -  1.413 1.134 0783 - y":0.842
Gys 8.343(6.6) 3.874 - - - - - - -
Dy 8.224(7.6) 4.662 2.849 2779 - - - - -

l2s 8.036(8.2) 4.077 1833 - 1398 1.137 0791 - y*:0.829
Rss 8.311(7.8) 4.251 1.773 1700 1.586 1.531 3.129 3.129 He: 7.107
Qs;; 8.212(8.0) 4.234 2020 1.894 2294 2294 - - He: 7.471%, 6.825*
Ays 8.253(6.9) 4.186 1282 - - - - - -
Hyo 8.457(7.5) 4.649 3231 3.150 - - 7282 - HZ: 8.550

*CONH;: 7.614,

Cio 8.348(7.4) 4551 3.116 2.947 - - - -

7.156 StBu: 1.257

*: Die Signale der Sdureamidgruppen konnten nicht anhand von NOE-Kontakten validiert

werden.

NH (%)) NHAc () 1 2 3/4/5° 6 NHACc
GIcNAc 8.586(9.3) 8.154(11.0)  4.962 3.784 3.679/3.575/3.480 * 1.943
GIcNAC’ - 8.335(10.3)  4.521 3.687 3.865/3.505/3.425 * 1.997

*Signale sind von anderen Protonen tberlagert

§Signale konnten nicht eindeutig zugeordnet werden
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7.5.2 Darstellung des zyklischen V3-Peptids P3

H,N-298CTRPNNNTRK36591pS02y316ATGDIIGDIRQAHC30-CONH,
| |

10.63 mg (3.26 umol) des Peptids P1 wurden nach AAVS8 entschiitzt und nach AAV9 oxidiert.
AnschlieBend wurde eine Ultrafiltration nach AAV10 mit dem Macrosep
Ultrafiltrationsrohrchen durchgefiihrt, um die Losung einzuengen, zu entsalzen und
Uberschissiges DTT abzutrennen. Da sich die ersten zwei Membranen der Réhrchen als
defekt erwiesen, musste dieser Schritt insgesamt dreimal durchgefiihrt werden. Die
Reinigung erfolgte erst liber eine praparative RP-Sdule (Nucleodur ISIS, Agilent HPLC) und
dann in mehreren Laufen Uber eine analytische RP-Saule (Nucleodur ISIS, Merck HPLC) nach
AAV12. Die Charakterisierung wurde mittels MALDI-MS und NMR nach AAV13 und AAV16
durchgeflihrt. Zur Bestimmung der Ausbeute wurde die Konzentration mit Hilfe von NMR

nach AAV17 ermittelt.

Ausbeute: Es wurden 1.59 mg (514 nmol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Das entspricht

einer Ausbeute von 16% bezogen auf die eingesetzte Menge P1.

Charakterisierung:
Farbloser Feststoff
Summenformel: C126H205N4504252

Molmasse: 3086.38 g/mol

Retentionszeit: 17.0 min (16% Laufmittel B)
MALDI-MS: m/z = 3085.411 [M+H]" (gef.), 3085.4803 (ber.)

Tabelle 16: 'H-chemische Verschiebung [ppm] von P3 in H,0/D,0 (9:1), pH 2.2. Das Spektrum wurde bei 300 K
an einem 700-MHz-Spektrometer aufgenommen und auf HDO bei 4.746 ppm kalibriert. Die
3J—Kopplungskonstanten sind in Hz angegeben.

NH (CJyune)  Hat HB HB* Hy Hy* H& H&* Sonstige
Case s 4409 3.293 3.150 @ - s s s -
Tw; 8.811(7.8) 4.372 4.066 - 1.154 - s s -
Rws 8.524(6.6) 4556 1.785 1.611 1.684 1.596 3.152 3.152 He: 7.137
P29 s 4349 2209 1.843 1.941 1941 3.753 3.587 -
Nso 8.482(7.5) 4.617 2.780 2.735 - s * * -
Ns: 8.400(6.9) 4.650 2.787 2.715 - - * * -

Ni, 8.439(6.7) 4.695 2.813 2.724 - - * * -
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NH (CJyune)  Hat HB HB* Hy Hy* H& H& Sonstige
Tz 8.040(8.2) 4.238 4.197 - 1.140 - - - -
Rsxs 8.201(8.5) 4.227 1.788 1.576 1.703 1.529 3.122 3.122 He: 7.110
Ksos 8.221(8.3) 4.257 1.745 1.660 1.335 1.335 1.580 1.580 He: 2.909, HZ: 7.451
Ssos 8.207 (6.3 4.686 3.787 3.787 - - - - -
Po1 - 4371 2182 1.715 1.935 1935 3.671 3.763 -
S 8.184(6.7) 4.318 3.725 3.725 - - - - -
Y6 7.957(7.2) 4.507 3.020 2.913 - - 7.050 7.050 He: 6.750
As;; 8.088(5.8) 4.309 1.302 @ - - - - - -
Tas 7.976(6.9) 4.230 4.191 - 1.160 - - - -
Gys 8.304(5.6) 3.946 - - - - - - Ha': 3.878
Dis 8.231(6.8) 4.652 2821 2733 - - - - -
ls1 8.070(9.2) 4.105 1.825 - 1.392 1.129 0.780 - y*“:0.803
ls22 8.141(8.2) 4.052 1.800 - 1.417 1.104 0.786 - y“:0.841
Gss 8.340(5.3) 3.896 - - - - - - Ha': 3.844
Dis;s 8.185(6.8) 4.646 2.830 2.749 - - - - -
lss 8.052(8.7) 4.075 1.861 - 1.401 1.147 0.801 - v 0.846
Rs2s 8.309(8.5) 4.219 1.790 1.600 1.721 1.534 3.132 3.132 He: 7.198
Qs; 8.129(7.9) 4.242 2.030 1.890 2.288 2.288 - - He: *
Az 8.214(8.1) 4.188 1.275 - - - - - -
Hio 8.480(7.6) 4.659 3.240 3.158 - - 7.243 - HZ: 8.566
Cso 8.499(7.6) 4.620 3.209 2.945 - - - - CONH,: 7.741,7.233

*. Die Signale der Sdureamidgruppen (7.473/6.843, 7.538/6.860, 7.562/6.869, 7.570/6.882)

konnten durch fehlende NOE-Kontakte nicht eindeutig den entsprechenden Asparaginen

bzw. dem Glutamin zugeordnet werden.
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753 Darstellung des zyklischen V3-Glycopeptids P4

(0)
H,N->**CTRPNNNTRK3%6591ps02y316ATGDIIGDIRQAHC33°-CONH,
1 |

Variante 1:

Die Reaktion wurde unter Stickstoffatmosphare und mit entgasten Losungen durchgefiihrt.
Dafiir wurden 3 Aq. (250 uL, 2 pmol) TCEP-Agarose (8 umol/mL) filtriert und mehrfach mit
ddH,0 (pH 8.4) gewaschen. AnschlieBend wurden 2.1 mg (0.6 pumol) P2, gelost in 1 mL
ddH,0 (pH 8.4), zum Harz gegeben und zweimal mit 1 mL ddH,O (pH 8.4) nachgesplilt,
sodass ein Reaktionsvolumen von insgesamt 3 mL vorlag. Die Mischung wurde fiir 8 h bei
30 °C geschittelt und schliefllich mittels LC-ESI-MS nach AAV15 untersucht. Das StBu-
entschitzte Peptid konnte jedoch nicht nachgewiesen werden.

Die Lésung wurde filtriert, um TCEP-Agarose abzutrennen, mit 4 Ag. (0.4 mg, 2.6 umol) DTT
versetzt und fiir 18 h bei 30 °C gerihrt. Der Fortschritt der Entschiitzung wurde wieder
mittels LC-ESI-MS nach AAV15 untersucht, wobei aber kein entschiitztes Peptid detektiert
wurde. Zuletzt wurden weitere 6 Ag. (0.6 mg, 3.9 umol) DTT zugegeben, fiir 3 h bei 30 °C
gerihrt und mittels LC-ESI-MS nach AAV15 untersucht. Es konnte kein StBu-entschiitztes

Peptid nachgewiesen werden.

Variante 2:

1.93 mg (520 nmol) des Glycopeptids P2 wurden nach AAVS8 entschiitzt und nach AAV9
oxidiert. AnschlieBend wurde eine Ultrafiltration nach AAV10 mit dem Macrosep
Ultrafiltrationsrohrchen durchgefiihrt, um die Losung einzuengen, zu entsalzen und
Uberschissiges DTT abzutrennen. Die Reinigung erfolgte erst (iber eine praparative RP-Saule
(Nucleodur ISIS, Agilent HPLC) und dann in mehreren Laufen (iber eine analytische RP-Saule

(Nucleodur ISIS, Merck HPLC) nach AAV12. Die Charakterisierung wurde mittels MALDI-MS
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und NMR nach AAV13 und AAV16 durchgefiihrt. Zur Bestimmung der Ausbeute wurde die
Konzentration mit Hilfe von NMR nach AAV17 ermittelt.

Ausbeute: Es wurden 1.07 mg (306 nmol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Das entspricht

einer Ausbeute von 59% bezogen auf die eingesetzte Menge P2.

Charakterisierung:
Farbloser Feststoff
Summenformel: C142H231N4705252

Molmasse: 3492.77 g/mol

Retentionszeit: 16.2 min (15% Laufmittel B)
MALDI-MS: m/z = 3491.482 [M+H]" (gef.), 3491.6391 (ber.)

Tabelle 17: 'H-chemische Verschiebung [ppm] von P4 in H,0/D,0 (9:1), pH 2.2. Das Spektrum wurde bei 300 K
an einem 700-MHz-Spektrometer aufgenommen und auf HDO bei 4.746 ppm kalibriert. Die
3.I—Kopplungskonstanten sind in Hz angegeben.

NH Ha HPB HB’ Hy Hy* Hé H&’ Sonstige
Gl
Caos - 4.415 3.294 3.140 - - - - -
T, 8.800(7.6) 4.376 4.068 - 1.159 - - - -
7.136

Ryws 8.521(6.2) 4.556 1.784 1.692 1606 1.606 3.154 3.154

Pss - 4351 2210 1.856 1.954 1.954 3.758 3.584 -
Nie 8.423(6.1) 4.596 2.774 2.754 - - * * -
Niy; 8.462(6.9) 4.647 2.790 2.728 - - 8581 - -
Ni 8.377(6.5) 4.678 2.799 2719 - - * * -
Tss 8.025(7.5) 4231 4184 - 1140 - - - -
Rws 8.200(9.8) 4.224 1789 1.705 1.573 1.528 3.120 3.120 7.102

Kss 8.222(8.5) 4.254 1.746 1.665 1.344 1.344 1.585 1.585 He:2.912, H{: 7.448

Ss0s 8.212(6.5) 4.678 3.788 3.788 - - - - -

Po - 4366 2171 1.705 1.936 1.936 3.670 3.758 -

S 8.185(7.4) 4.318 3.727 3.727 - - - - -

Yz 7.954(6.9) 4.508 3.022 2.916 - - 7.047 7.047 He: 6.745

A;;; 8.070(5.4) 4310 1.306 - - - - - -

Tsis  7.968(6.2) 4.232 4.192 - 1.159 - - - -
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NH

s Ha HB HB’ Hy Hy’ Hé H&’ Sonstige
( JNH-HCL)

Gio  8.299(6.5) 3.913 - - - - - - -

D3y 8.240(6.7) 4.666 2.851 2.761 - - - - -

I321 8.056 (9.0) 4.112 1.826 - 1.394 1.099 0.777 - y“:0.799

s, 8.137(9.6) 4.056 1.803 - 1411 1.129 0.785 - y“:0.838

G323 8.337 (nb) 3.870 - - - - - - _

D3,y 8.212(6.1) 4.675 2.867 2.795 - - - - -

l325 8.014 (8.0) 4.077 1.848 - 1.403 1.135 0.793 - y:0.834
Rss 8.300(9.0) 4.243 1785 1.718 1596 1.536 3.133 3.133 He: 7.113
Qs; 8.164(8.4) 4.251 2.022 1.885 2.290 2.290 - - He: *

Asns  8.245(7.7) 4196 1277 - - - - - -

Hso 8.485(6.6) 4.664 3.241 3.157 - - 7.238 - HC: 8.556

Cip  8.501(7.2) 4.621 3.214 2.946 - - - - CONH,: 7.738,7.233

*. Die Signale der Saureamidgruppen (7.576/6.891, 7.523/6.867, 7.459/6.843) konnten
durch fehlende NOE-Kontakte nicht eindeutig den entsprechenden Asparaginen bzw. dem
Glutamin zugeordnet werden.

n.b.: 3J—Kopplungskonstante lieR sich wegen Uberlagerung mit anderen Signalen nicht

bestimmen

NH (%)) NHAc (%)) 1 2 3 4/5/6 NHAc

GIctNAc 8.581(8.1) 8.149(10.2) 4.969 3.784 3.695 3.679/3.579/3.487 1.943

GIcNAc’ 3.863/3.413 /3.336
- 8.333(9.6) 4525 3.688 3.510 2.001
/3.174

* Signale konnten nicht eindeutig zugeordnet werden bzw. sind von anderen Protonen

Uberlagert
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7.6 lIsolierung des Nonasaccharids (21)

HOOH OH
o o)
HO %" ho o
OH NHA
6 5 ¢
OH
-0
HO
HO 4
o 3 oH 2 on |
HO.
0 HO HO OH
NHA
HO NHAc c
HO
OH
6 OH 5 \HAc
HO
HO o} 0
o o
HO oH HO
Variante 1:

3.52 g (10.4 umol) bovines Fibrinogen wurden in 28 mL 8 M Guanidiniumchlorid in 200 mM
Tris-HCI (pH 8.2) bei 30 °C gel6st und mit 0.85 g DTT versetzt. Die Losung wurde fiir 1 h bei Rt
gerihrt, mit 1.20 g lodacetamid versetzt und weitere 30 min bei Rt geriihrt. AnschlieBend
wurde die viskose Fllssigkeit viermal gegen 10 L ddH,0 dialysiert (6-8 k MWCO) und das
ausgefallene Protein gefriergetrocknet. Das alkylierte Protein wurde bei 40 °Cin 10mL 8 M
Guanidiniumchlorid in Tris-Puffer gelost, mit 80 mL Tris-Puffer verdiinnt und auf einen pH
von 8.0 eingestellt. Das Trypsin wurde bei 96 °C fir 3 min inaktiviert und anschlieRend
wurden 7 U PNGase F zugesetzt. Die Losung wurde fiir 30 h bei 37 °C inkubiert, anschlieRend
mit Ethanol versetzt, sodass der Ethanolanteil 80% des Endvolumens ausmachte und fir
30 min bei -20 °C gelagert. Das ausgefallene Protein wurde durch Zentrifugation (20 min,
11k rpm, -5 °C) entfernt und das Ethanol im Vakuum entfernt. Der Rickstand wurde in
Wasser aufgenommen, gefriergetrocknet und schlieRlich dialysiert (1000 MWCQ), um Salze
zu entfernen. Die dialysierte Losung wurde gefriergetrocknet und mittels ESI-MS (AAV14) auf

Anwesenheit von Glycanen getestet. Es konnten jedoch keinerlei Glycane detektiert werden.

Variante2:

Basierend auf der Vorschrift von Kétzler et al.l’”’

wurden 7.48 g (22.0 umol) bovines
Fibrinogen in 60 mL 8 M Guanidiniumchlorid in Tris-Puffer bei 30 °C gel6st und mit 1.80 g
DTT versetzt. Die Losung wurde fiir 1 h bei Rt gerihrt, mit 2.55 g lodacetamid versetzt und

weitere 30 min bei Rt gerihrt. Anschlielend wurde die viskose Flussigkeit 4 x gegen 10 L
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ddH,0 dialysiert (6-8 k MWCO) und das ausgefallene Protein gefriergetrocknet. Das
alkylierte Protein wurde in 11.5 mL 8 M Guanidiniumchlorid in Tris-Puffer bei 40 °C gelost,
mit 90 mL Tris-Puffer verdiinnt und mit Essigsaure auf einen pH-Wert von 7.6 eingestellt.
Eine Halfte von 22.2 mg Trypsin (1:20 zum Fibrinogen) wurde zugesetzt, bei 37 °C inkubiert
und nach 19 h wurde die andere Halfte zugesetzt und fiir weitere 5 h bei 37 °C inkubiert. Das
Trypsin wurde fir 3 min bei 96 °C inaktiviert und die Losung innerhalb von 24 h dreimal
gegen 10 L Wasser dialysiert (1000 MWCOQO). Durch Zentrifugation (4 °C, 4k rpm, 50 min)
wurde prézipitiertes Protein entfernt und der Uberstand gefriergetrocknet. Die Glycopeptide
und Peptide wurden in 37.5 mL 50 mM Ammoniumacetat-Lsg. (pH 7.5) geldst, noch einmal
fur 10 min bei 96 °C sterilisiert und mit 5 U PNGase F versetzt. Nach einer Inkubationszeit
von 24 h bei 37 °C wurde der pH-Wert erneut auf 7.5 eingestellt, weitere 4 U PNGase F
zugegeben und erneut fir 48 h bei 37 °C inkubiert. AnschliefRend wurde mit Eisessig ein
pH-Wert von 5.0 eingestellt, 1 U Neuraminidase zugegeben und fiir 48 h bei 37 °C inkubiert.
Der entstandene Niederschlag wurde durch Filtration (0.45 um) entfernt und die Losung
gefriergetrocknet. Der Riickstand wurde in 7.5 mL Wasser gelost und in zwei gleichen Teilen
iber eine gemischte lonentauscher-Siule (2 x 30 cm, oben: Dowex 50Wx2, H'-Form, unten:
Dowex 1x2, Acetat-Form) gereinigt. Die Produktfraktionen wurden mittels ESI-MS nach
AAV14 identifiziert, vereinigt und weiter nach AAV12 (iber eine PGC-Saule an der HPLC
gereinigt. Die mittels ESI-MS identifizierten Fraktionen mit Nonasaccharid wurden gepoolt

und mittels ESI-MS und NMR nach AAV14 und AAV16 charakterisiert.

Ausbeute: Es wurden 4.19 mg (2.6 umol) eines farblosen Feststoffs erhalten. Das entspricht
einer Ausbeute von 3% bezogen auf die eingesetzte Menge Fibrinogen, welches vier

Glycosylierungsstellen aufweist.

Charakterisierung:

Farbloser Feststoff
Name: GalB1-4GIcNAcB1-2Manal-3(Gal f1-4GIcNAcB1-2Man al-6)Man S1-4GIcNAcSl-

4GIcNAc

Summenformel: Ce2H104N4046

Molmasse: 1641.49 g/mol

ESI-MS: m/z = 821.3038 [M+2H]*" (gef.), 821.3034 (ber.)
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Tabelle 18: ‘H-chemische Verschiebung [ppm] von 21 in D,0. Das Spektrum wurde bei 300 K an einem
700-MHz-Spektrometer aufgenommen und auf HDO bei 4.746 ppm kalibriert. Es wurden nur die structural
reporter groups zugeordnet.

Rest Proton 6 [ppm] Multiplizitat J (Hz)
D-GlcNAc (1) H1a 5.182 d 2.5

NAc a 2.033 S -

NAc B 2.032 s -
B-D-GlcNACc (2) H1 a 4.607 d 8.8

H1pB 4.598 d 8.8

NAc a 2.077 S -

NAc B 2.075 s -
B-D-Man (3) H2 4.245 d 2.9
a-D-Man (4) H1 4.923 * *

H2 4.106 dd 1.8,3.6
B-D-GIcNAc (5)  H1 4.576 d 9.1

NAc 2.041 S -
B-D-Gal (6) H1 4.468 d 8.4
a-D-Man (44) H1 5.112 * *

H2 4.186 * *
B-D-GIcNAc (5°)  H1 4.576 d 9.1

NAc 2.046 S -
B-D-Gal (6) H1 4.462 d 8.4

* Kopplungskonstante konnte nicht bestimmt werden

7.7 Zellkultur der GHOST(3)-Zellen

Die verwendeten GHOST(3)-Hi5- und Parentalzellen wurden unter sterilen Bedingungen
kultiviert. Das FKS wurde vor Verwendung hitzedeaktiviert (56 °C, 20 min). Der PBS-Puffer
wurde autoklaviert und die Zellen einmal im Monat mit Antibiotikum selektiert (Hi5:
Puromycin (1 pg/mL), Parental: Neomycin (50 pg/mL)). Eine regelmaRige mikroskopische

Kontrolle auf bakterielle Kontamination wurde ebenfalls durchgefiihrt.

7.7.1  Aussaat und Kultur der GHOST(3)-Zellen

Ein bei -80 °C eingefrorenes Aliquot der Zellen wurde aufgetaut, zentrifugiert (4 °C, 1k x g,

5 min) und das DMSO enthaltende Einfriermedium entfernt. Die Zellen wurden in 1 mL
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Wachstumsmedium resuspendiert und in eine Kulturschale (175cm?) mit 24 mL
Wachstumsmedium Uberfihrt. Die Vermehrung der Zellen erfolgte im Brutschrank bei 37 °C,
5% CO, und 100% Luftfeuchtigkeit. Wenn die adharent wachsenden Zellen 90% Konfluenz
erreicht hatten, wurden sie passagiert. Daflir wurde das Medium entfernt, die Zellen mit
10 mL PBS-Puffer gewaschen und anschlieBend mit 8 mL Trypsin/EDTA fiir 5 min bei 37 °Cim
Brutschrank von der Kulturschale geldst. Durch Zugabe von 12 mL Wachstumsmedium
wurde das Trypsin inaktiviert. Die gelosten Zellen wurden zentrifugiert (1k x g, 4 °C, 5 min)
und der Uberstand wurde abgenommen. Das Zellpellet einer Kulturschale wurde entweder
zur Lagerung in 1.5 mL Einfriermedium suspendiert und zuerst fir 2 h bei -20°C und
anschliefend bei -80 °C eingefroren. Oder das Pellet wurde zur Kultivierung weiterer Zellen
in 15 mL neuem Wachstumsmedium aufgenommen und auf drei Kulturschalen mit je 20 mL
Medium aufgeteilt. Die Zellen wurden maximal siebenmal passagiert, um eine Veranderung

des Phanotyps auszuschlieRen.

7.7.2 Zellzdhlung

Flr die SPR-Messungen wurde jeweils ein Aliquot der entsprechenden Zellen aufgetaut und
zentrifugiert (1k x g, 4 °C, 5 min). Das Zellpellet wurde zweimal mit PBS-Puffer gewaschen
und zuletzt in 1 mL PBS-Puffer aufgenommen. Zur Zellzahlung wurden 10 pL der Zellen mit
30 pL PBS-Puffer verdinnt und 10 pL dieser Losung mit 10 uL Trypanblau versetzt. Von den
eingefarbten Zellen wurden 10 pL in eine Neubauer-Zahlkammer gefiillt und unter dem
Mikroskop gezahlt. Die Anzahl der vitalen Zellen aller vier Quadranten n;z ergab mit Hilfe von

Gleichung (13) die Anzahl der Zellen/mL.

n
ZZ * 10000 * 4 * 2 = Zellen/mL (13)

7.8 SPR-Experimente

Samtliche Puffer und Losungen wurden fir die SPR-Experimente filtriert (0.2 um) und
autoklaviert. Die bei -20°C gelagerten Sensorchips wurden vor Verwendung auf

Raumtemperatur gebracht. Als Laufmittel diente PBS-Puffer (pH 7.4).

7.8.1 pH-Wert-Scouting des Immobilisierungspuffers

Zur Bestimmung des am besten geeigneten pH-Werts fiir die Immobilisierung, wurden

10 mM Acetatpuffer mit pH-Werten zwischen 4.0 und 5.5 sowie ein 5 mM Maleatpuffer
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(pH 6.0) getestet. Dazu wurden je 200 uL Puffer mit 50 uL einer P1-Stammldsung
(0.62 mg/mL in H,0) versetzt und fiir 2 min bei einer Flussrate von 15 pL/min Uber beide
Flusszellen injiziert. Um das Peptid anschlieRend wieder von der Chip-Oberflache zu
entfernen, wurde fiir 1 min Ethanolamin (1 M, pH 8.5) injiziert. Der Puffer mit der hochsten

RU-Antwort wurde schlieRlich fir die Immobilisierung verwendet.

7.8.2 Immobilisierung des Peptids auf dem CMD200M Sensorchip

Zur Immobilisierung des Peptids wurden zundchst beide Flusszellen eines Sensorchips fur
12 min mit 1:1 NHS (0.1 M) und EDC (0.4 M) aktiviert. Das Peptid wurde anschlieend fir
6 min Uber drei Zyklen auf der ersten Flusszelle immobilisiert. Daflir wurde eine
Peptidstammlosung (ca. 1 mg/mL) 1:1 mit Maleatpuffer (pH 6.0) verdiinnt und injiziert. Nach
jedem Zyklus wurde mit PBS-Puffer gespiilt, um nicht kovalent gebundenes Peptid zu
entfernen. Nach der Immobilisierung wurden die freien Bindungsstellen beider Flusszellen
fir 8 min mit Ethanolamin-HCl (1 M, pH 8.5) blockiert. Die Flussrate betrug jeweils
30 pL/min.

Die Belegung ergab sich aus der Differenz der RU-Werte der ersten (ARU1) und der zweiten
Flusszelle (ARU2) vor der Aktivierung und nach der Blockierung mit Ethanolamin (Gleichung
(14)). Fur die Berechnung der Stoffmenge wurde angenommen, dass 1 RU etwa 1 pg Peptid

entspricht. Die Belegung der Sensorchips ist in Tabelle 19 gezeigt.

ARU1 — ARU2
= (RUlcapping - RUlAktivierung) - (Ruzcapping - RUZAktivierung)

Belegun
gung (14)

Tabelle 19: Belegung der verschiedenen Sensorchips.

Peptid Belegung

P1 1675 RU, ca. 513 fmol
P2 4499 RU, ca. 1.2 pmol
P3 2630 RU, ca. 852 fmol
P4 1270 RU, ca. 363 fmol

7.8.3 Durchfiihrung der Messung

Die GHOST(3)-Hi5- und Parentalzellen wurden gezdhlt (s. Abschnitt 7.7.2) und auf die
Konzentrationen 3600, 1800, 1200, 900, 720, 360, 180 und 36 Z/uL verdinnt. Von jeder

Konzentration wurden ein bis drei Zyklen gemessen, die jeweils 10 min dauerten. Die
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verschiedenen Konzentrationen wurden in unterschiedlichen Reihenfolgen vermessen. Die
Zellen wurden mit einer Flussrate von 15 puL/min UGber beide Flusszellen geleitet, um die
Sensorgramme aufzunehmen. Nach Ende der Injektion wurde mit 0.5% SDS-Losung
regeneriert. Da dieser Schritt problematisch verlief, wurde z.T. bis zu neun Mal fir 1 bis
10 min regeneriert und gewartet, bis die Basislinie ungefdahr den Anfangswert erreicht hatte.
Fir die Auswertung wurden von jeder Konzentration die maximalen RU-Antworten zum
gleichen Zeitpunkt kurz vor Ende der Injektion abgelesen und gegen die

Rezeptorkonzentrationen aufgetragen.

7.9 Durchflusszytometrischer Nachweis des CCR5-Rezeptors mit einem Anti-CCR5-
Antikorper

Die GHOST(3)-Hi5- und Parentalzellen wurden gezahlt (s. Abschnitt 7.7.2) und jeweils auf
zwei verschiedene Konzentrationen verdiinnt. Fir die ungefarbten Negativkontrollen
wurden jeweils 300000 Zellen in 400 uL PBS-Puffer suspendiert und fiir die Proben, die mit
dem Farbstoff-markierten Antikorper versetzt werden sollten, wurden je 10° Zellen in 100 uL
PBS-Puffer suspendiert. Die Zellen wurden die ganze Zeit auf Eis gelagert, um ihre Vitalitat
bis zur Messung zu erhalten. Die anzufarbenden Proben wurden mit je 5 pL des Anti-CCR5-
PE-Antikorpers (50 pug/mL) versetzt und fiir 20 min unter Lichtausschluss auf Eis inkubiert.
AnschlieBend wurden die Proben zentrifugiert (4 °C, 5 min, 500 x g) und der Uberstand
verworfen. Die Antikérper-markierten Zellen wurden erneut in 400 uL PBS-Puffer
resuspendiert und im FL2-PE-A-Kanal des FACS Cantoll durch das UKE FACS Sorting Core Unit

vermessen. Es wurden die Emissionen von jeweils 10000 Zellen erfasst.

7.10 Konformationsanalyse
7.10.1 NOESY-Experimente und Berechnung der Protonenabstande

Die NOESY-Spektren mit verschiedenen Mischzeiten von 30, 50, 100, 200, 300, 600 und
1000 ms von P3 und P4 wurden mit dem Pulsprogramms noesyesgpph bei 300 K an einem
700-MHz-Spektrometer aufgenommen. Die Wasserunterdrickung erfolgte dabei mittels
excitation sculpting. Die Peptide wurden in H,0/D,0 (9:1) (pH2.2) gelost, mit
Konzentrationen von 3.2 mM fir P3 und 1.9 mM fir P4.

Mit Hilfe von Topspin 3.1 wurden in dem Spektrum mit der hochsten Intensitat (P3: 300 ms,
P4: 600 ms) Integrale Uber das jeweils gesamte Signal (positiver und negativer Anteil) gesetzt

und mittels eines integral regions files auf alle anderen Spektren Ubertragen. Die
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Integralwerte wurden zweifach normiert, um aus ihnen die Aufbaukurven erstellen zu
konnen. Zuerst wurde der prozentuale Anteil eines Kreuzsignals von der Summe aller
Kreuzsignale der jeweiligen Spur (inklusive Diagonalpeak) berechnet, um NOE-Prozente zu
erhalten. Anschliefend wurde die Eigenrelaxation herausnormiert. Dazu wurde das isolierte
Integral des Diagonalpeaks eines amidischen Protons der Asparagine bzw. des Glutamins
(konnte nicht genau zugeordnet werden) im Spektrum mit der Mischzeit von 30 ms als
Eigenrelaxation definiert. Die Summe einer Spur wurde durch dieses Integral der
Eigenrelaxation geteilt, um den Normierungsfaktor zu erhalten, der anschlieRend auf alle
berechneten NOE-Prozente angewandt wurde.

Zur Berechnung der Aufbaukurven mittels Origin 9.1 wurden die NOE-Prozente gegen die
jeweilige Mischzeit aufgetragen und an Gleichung (7) angepasst. Die Protonenabstinde
wurden nach Gleichung (8) aus den Anfangssteigungen der Aufbaukurven berechnet. Als
Referenzprotonenpaar diente dabei das C-terminale Amid an C330 mit einem Abstand von
1.75 A.

7.10.2 Berechnung der ¢p-Winkel

Die Diederwinkel ¢ wurden mit Hilfe der *J-Kopplungskonstanten der NH-Ho-Kopplung
berechnet. Die Bestimmung der Kopplungskonstanten erfolgte aus einem TOCSY-Spektrum
der Pulssequenz dipsi2esgpph mit einer Mischzeit von 100 ms und zerofilling auf 32k
Datenpunkte. Mit Hilfe der Karplus-Gleichung (4) wurden bis zu vier ¢-Winkel berechnet,

von denen jeweils zwei Werte nach Ramachandran-Plot erlaubt waren.

7.10.3 DG-Rechnungen

Aus den berechneten Abstanden und Winkeln wurden fiir das Programm CYANA
Abstandsbeschrankungen von 15% und Winkelbeschrankungen von +15° festgelegt.
Protonenpaare mit nicht verwertbaren Aufbaukurven wurden auf Werte zwischen 1.8 und
5.0 A beschrankt. Nicht eindeutig zuzuordnende Methylen- und Methylprotonen wurden als
Pseudoatome definiert. Fiir die Proline konnten keine ¢-Winkelbeschrankungen angegeben
werden, weshalb die y-Winkel auf den im Ramachandran-Plot erlaubten Bereich von -70° bis
180° beschrankt wurden. Die Chitobiose von P4 konnte bei der DG-Rechnung nicht
berlicksichtig werden, da in CYANA keine Kohlenhydrat-Nomenklatur implementiert ist. Da
es je zwei mogliche ¢-Winkel pro Aminosdure gab, wurden mehrere Berechnungen
durchgefihrt. Mit CYANA wurden jeweils 500 randomisierte Strukturen unter Einhaltung der

Abstands- und Winkelbeschrankungen generiert. Anhand der Zielfunktionswerte der 100
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besten Strukturen wurde bewertet, welche ¢-Winkel die passenderen Strukturen lieferten
und gegebenenfalls einzelne, nicht eingehaltene Werte verandert, um verbesserte

Strukturen zu generieren.

7.11 Computergestiitzte Methoden

Die In-silico-Studien wurden mit Hilfe des Programms Maestro 2015-4 durchgefiihrt. Sofern
keine anderen Werte angegeben sind, wurden fir die Einstellungen jeweils die
Standardparameter verwendet. Als Kraftfeld wurde in allen Berechnungen das OPLS_2005-
Kraftfeld verwendet. Im Desmond System Builder wurde jeweils eine orthorhombische
Wasserbox mit buffer als box size calculating method und einer NaCl-Konzentration von
0.15 M definiert. Als solvent model wurde SPC gewahlt und das System wurde durch Zugabe
der entsprechenden Anzahl Na'- bzw. Cl-lonen neutralisiert. Bei den MD-Simulationen
wurden das NPT-Ensemble, eine Temperatur von 300 K und ein Druck von 1.01325 bar
eingestellt. Jeweils alle 1.2 ps wurden Energien und Trajektorien gespeichert. Falls nicht

anders angegeben wurde relax model system before simulation aktiviert.

7.11.1 Constrained Energieminimierung und MD-Simulation der CYANA-Strukturen

Zur Verringerung der Energie der Strukturen aus der DG-Rechnung, unter Erhaltung der
Winkel- und Abstandsbeschrankungen, wurde mit Hilfe von MacroModel Minimization eine
Energieminimierung Uber 2500 Iterationen durchgefiihrt. Dazu wurden constraints mit
denselben Werten wie fiir die Strukturgenerierung mit CYANA verwendet. Zusatzlich wurden
weitere constraints fir Abstdnde zum C-terminalen Amid und zur Chitobiose gesetzt, die bei
der DG-Rechnung nicht berlcksichtig werden konnten. Das Strafpotenzial bei
Nichteinhaltung der constraints betrug 100 kJ/mol fir die Diederwinkel und 100 kJ/(mol-A%)
fir die Abstande. Als Losungsmittel wurde Wasser definiert und auerdem wurde charges
from force field und cutoff extended eingestellt. Mit der energieminimierten Endstruktur
wurde im Desmond System Builder ein System aufgesetzt und mit Desmond Molecular
Dynamics eine MD-Simulation Uber 2 ns durchgefiihrt. Die Simulation wurde mit den oben
beschriebenen Standardparametern durchgefihrt. Nur auf relax model system before
simulation wurde verzichtet, da das System bereits energieminimiert vorlag und fiir die
Simulation keine constraints gesetzt werden konnten. Da im Laufe der Simulation samtliche
Winkel- und 30% der Abstandsbeschrankungen gebrochen wurden, wurde auf eine weitere

Auswertung verzichtet.
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7.11.2 MD-Simulationen der V3-Peptide zur Strukturvorhersage

Die Startstrukturen der V3-Peptide fiir die Strukturvorhersage stammen aus der Datei
Complex.mol2, die die Endstruktur einer friiheren MD-Simulation der gp120-
Rontgenstruktur (2B4C)*" im Komplex mit den membrangebundenen Rezeptoren CCR5 und
CD4 vorlag. Bis auf den V3-Loop wurde alles geléscht und im /loop wurden die Mutationen
T317A, E320D, 1307P und F315S eingefligt. Die Aminosduren 308-314 wurden geldscht, die
losen Enden manuell verbunden und zuletzt minimiert. In der Struktur war bereits ein
Nonasaccharid mit N301 verbunden, das je nach V3-Peptid erhalten, gekiirzt oder entfernt
wurde.

Das jeweilige V3-Peptid wurde in den Desmond System Builder geladen und ein System
aufgesetzt, das fir eine 2 ns dauernde MD-Simulation mit den oben beschriebenen
Standardparametern verwendet wurde. Zur Auswertung wurden Desmond Simulation Event
Analysis, Desmond Simulation Interactions Diagram und BioLuminate Protein Interaction

Analysis verwendet.

7.11.3 MD-Simulationen des trunkierten und des nativen gp120 mit dem CCR5-Rezeptor

Die Réntgenstrukturen von gp120 (2B4C)*! und CCR5 (4MBS)? wurden geladen und mit dem
Protein Preparation Wizard bearbeitet. Zusatzlich zu den Standardeinstellungen wurden die
Optionen zum Generieren fehlender Seitenketten mittels Prime sowie das Capping der
Termini aktiviert. Die gp120-Rontgenstruktur diente als natives gp120 und wurde folgend
mutiert: Q301N, T317A und E320D. Weiterhin wurde an N301 ein Nonasaccharid als Glycan
eingefligt. Das trunkierte gp120 entspricht dem V3-Loop aus Abschnitt 7.11.2, nur als
vollstandiges gp120. Maraviroc wurde aus der Bindungstasche des CCR5 geldscht.

Das jeweilige gp120 wurde manuell in den CCR5-Rezeptor modelliert, um dem Modell von
Tan et al.> méglichst nahe zu kommen. Davon ausgehend wurde mit dem Desmond System
Builder ein System aufgesetzt und in einer 3 ns langen MD-Simulation mit den oben
beschriebenen Standardparametern eingesetzt. Zur Auswertung der Simulation wurden
Desmond Simulation Event Analysis, Desmond Simulation Interactions Diagram und
Bioluminate  Protein Interaction  Analysis verwendet. Weiterhin wurde die
Wechselwirkungsenergie des letzten frames der Simulation berechnet, indem mit
MacroModel Current Energy die Energien des gp120-CCR5-Komplexes sowie beider
einzelnen Proteine berechnet und voneinander abgezogen wurden (Tabelle 20). Dabei
wurde kein Solvens verwendet, eine dielektrische Konstante von 80.0, charges from force

field und cutoff normal eingestellt.
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Tabelle 20: Wechselwirkungsenergien der V3-Loop-CCR5-Wechselwirkung, aufgeschliisselt nach den
verschiedenen Komponenten der Wechselwirkung. Die Energien wurden jeweils fir den letzten frame der MD-
Simulation berechnet.

Energie der MD mit Energie der MD mit

Differenz
nativem V3-Loop trunkiertem V3-Loop
[kJ/mol]
[kJ/mol] [kJ/mol]
Total Energy -183.582 -291.7988 108.2168
Stretch 0.021 0.0044 0.0166
Bend 0.0596 0.0234 0.0362
Torsion -0.0313 -0.0151 -0.0162
Improper Torsion 0.0011 -0.0013 0.0024
Van der Waals -178.5896 -284.0598 105.4702
Electrostatic -5.043 -7.7545 2.7115
Explicit Hydrogen
0 0 0

Bonds
Cross Terms 0 0 0
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8 Toxikologische Daten

189,190

Substanz GHS- H-Satze P-Satze
Symbol
Aceton 225,319, 336 210, 233, 305+351+338
@ EUHO66
Acetonitril 225,302+312+332, 210, 305+351+338, 403+235

Ameisensaure

Ammoniumhydrogen-
carbonat
Chitin

Chloroform

Chloroform-d

Deuteriumoxid

Dichlormethan

Diethylether

2,5-Dihydroxy-
benzoesaure

Diisopropylethylamin

4-(Dimethylamino)-
pyridin
N,N-Dimethyl-

formamid

Dimethylsulfoxid-dg

Dimethylsulfoxid

oty

360D, 2236i
o

319
226,314

@ 302

260, 280, 301+330+331,
305+351+338

Kein gefdhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

302, 315, 319, 331,

351, 361d, 372

302, 315, 319, 331,

351, 361d, 372

281, 302+352, 304+340,
305+351+338, 308+310
281, 302+352, 304+340,
305+351+338, 308+310

Kein gefdhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

351

@ 224,302, 336,

EUHO019, EUHO66

281, 308+313

210, 240, 403+235

Kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

225,301, 314, 412

301, 310, 315, 319

9

332, 312,

210, 273, 280, 301+330+331,
305+351+338

280, 302+352, 305+351+338,
308+310

201, 302+352, 302+351+338,
308+313

Kein gefdhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

Kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG
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Substanz’%%1%°

GHS- H-Satze P-Satze

Symbol

DEPBT

N,N’-Diisopropyl-

carbodiimid

Dinatriumhydrogen-
phosphat
Dithiothreitol

DMSO

EDC
Essigsaure 99%

Essigsaureanhydrid

Ethanol

Ethanolamin

Fmoc-Aminosdure-
derivate

Fmoc-Rink Amide AM
Harz

Glycin-HCl

Guanidiniumchlorid

HATU

Hydrazinhydrat

1-Hydroxy-7-

azabenzotriazol

315, 319, 335 302+352, 305+351+338

O

226, 317, 318, 330,
334

Kein gefdhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

&

Kein gefdhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

305+351+338, 308+310

302, 319, 315 302+350, 305+351+338

Kein gefdhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

226,290, 314 210, 280, 301+330+331,
305+351+338, 308+310
226, 332, 302, 314,

280, 301+330+331,
335 305+351+338

225 210
@ 302+312+332, 314
305+351+338

Kein gefdhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG
Kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

Kein gefdhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

@

O®

302, 319, 315 305+351+338, 302+352

334, 317 280, 302+352, 304+341,
342+311
301+311+331, 314, 201, 261, 273, 280,

317,350, 410

226, 302+312+332,
318, 360D

201, 280, 305+351+338,
308+313

210, 280, 302+352, 304+340,

280, 302+352, 301+330+331,

301+310+330, 305+351+338
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Substanz'8%19%

GHS- H-Satze P-Satze

Symbol

N-Hydroxysuccinimid

lodacetamid

Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogen-
phosphat

Kieselgel 60

Maleinsaure

Methanol

N-Methylmorpholin

N-Methyl-2-
pyrrolidon

Natrium

Natriumacetat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat 228, 302, 311, 315,

Natriumhydrogen-
carbonat

Natriumhydroxid

Natriummethanolat

Natriumsulfat

Pentafluorphenol

Kein gefdhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG
280, 302+352, 304+340,

@ 315,317, 319, 335
305+351+338

Kein gefahrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG
Kein gefdhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

- - 260

302+312, 315, 317, 280, 302+352, 305+351+338,
318, 335 313
225,301+311+331, 210, 280, 302+352, 403+235

370

225, 302, 312, 314 210, 280, 301+330+331,
302+352, 305+351+338,
308+310
201, 302+352, 305+351+338,
308+313
280, 301+330+331,
305+351+338, 370+378,
308+310, 422

Kein gefdhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG
Kein gefdhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG
210, 280, 302+352, 304+340,

305+351+338

360D, 315, 319, 335

SO

260, 314, EUHO14

319, 335

Kein gefdhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

219, 314
280, 301+330+331,
305+351+338, 308+310

Kein gefdhrliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG

@ 302+312 302+352

218, 301+330+331,
305+351+338
251, 314, EUHO14
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189,190

Substanz GHS- H-Satze P-Satze
Symbol
Piperidin 225,331, 311, 314 210, 280, 302+352,
301+330+331, 305+351+338
Pyridin 225, 302+312+332 210, 302+352, 304+340,

Salzsaure 37%

Schwefelsdure 98%

TBTU

TCEP-Harz

Toluol

Triethylamin

Trifluoressigsaure

Triisopropylsilan
Trypanblau (0.4%)

Trypsin

Z(2-C1)OSu

SO
SO

290, 314, 335

290, 314

228, 315, 319, 335

314

225, 304, 315, 336,
361d, 373

225, 332, 312, 314,
314,335

332,314,412

226

350

319, 335, 315, 334

317

4034235

260, 280, 303+361+353,
304+340+310, 305+351+338
280, 301+330+331,
305+351+338, 308+310
210, 302+352, 304+340,

305+351+338

280, 305+351+338, 310

210, 240, 301+330+331,
302+352, 314, 403+233

210, 280, 301+330+331,
302+352, 305+351+338

271,273, 301+330+331,

305+351+338
210, 260, 262

210, 308+313

302+352, 305+351+338,
304+341, 342+311

280, 302+352
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10 Anhang

10.1 Experimentell bestimmte Protonenabstinde von P3

Tabelle 21: Berechnete Korrelationskonstanten und Abstdnde samtlicher fir die Konformationsanalyse
verwendeten Protonenpaare des Peptids P3. Die Referenzprotonenpaare sind griin dargestellt und die
Referenzdaten der jeweiligen Spalte sind fett gedruckt. Die unsinnigen Referenzdaten sind kursiv gedruckt.
Grau sind Protonenpaare dargestellt, deren Werte zu klein sind, um sinnvoll zu sein und die fiir die
Abstandsbeschrankungen auf 1.8-5.0 A gesetzt wurden. Long-range-Kontakte sind violett. Der Fehler ist die
Standardabweichung, basierend auf den Werten der anderen Referenzprotonen.

C330 CONH, C330 HB'/HB C330 HB/HPB' Y316 H6/He

Protonenpaar o AbsEand Fel:ler o Abstuand o AbsEand o AbsEand

[A] [A] [A] [A] [A]
C330 CONH, 9.75E-02 1.75 0.12 | 9.75E-02 1.63 9.75E-02 1.50 9.75E-02 1.83
C330 HB'-HPB 7.70E-02 1.82 0.13 7.70E-02 1.70 7.70E-02 1.56 7.70E-02 1.90
C330 HB-HP' 4.60E-02 1.98 0.14 | 4.60E-02 1.85 4.60E-02 1.70 4.60E-02 2.07
Y316 H6-He 1.67E-02 2.35 0.17 1.67E-02 2.19 1.67E-02 2.01 1.67E-02 2.45
Y316 HB-HB' 1.65E+00 1.09 0.08 | 1.65E+00 1.02 1.65E+00 0.94 1.65E+00 1.14
H329 HB-HB' 1.92E+01 0.73 0.05 | 1.92E+01 0.68 1.92E+01 0.62 1.92E+01 0.76
Y316 HB-Ha 4.30E-03 2.94 0.21 | 4.30E-03 2.75 4.30E-03 2.52 4.30E-03 3.07
Y316 HB-Ha 6.40E-03 2.76 0.19 6.40E-03 2.57 6.40E-03 2.36 6.40E-03 2.87
H329 HB-Ha 2.90E-03 3.14 0.22 | 2.90E-03 2.94 2.90E-03 2.70 2.90E-03 3.28
A317 NH-HB 5.23E-03 2.85 0.20 | 5.23E-03 2.66 5.23E-03 2.44 5.23E-03 2.97
A317 NH-T318 HB | 4.77E-03 2.89 0.20 | 4.77E-03 2.70 4.77E-03 2.48 4.77E-03 3.02
A317 NH-Y316 Ha | 6.96E-03 2.72 0.19 | 6.96E-03 2.54 6.96E-03 2.33 6.96E-03 2.84
C330 CONH,. Ha 3.22E-03 3.09 0.22 | 3.22E-03 2.89 3.22E-03 2.65 3.22E-03 3.22
C330 HB-C296 HPB 6.98E-01 1.26 0.09 6.98E-01 1.18 6.98E-01 1.08 6.98E-01 1.32
D320 NH-G319 Ha | 5.03E-03 2.87 0.20 | 5.03E-03 2.68 5.03E-03 2.46 5.03E-03 2.99
D320 NH-HB' 3.26E-03 3.08 0.22 | 3.26E-03 2.88 3.26E-03 2.64 3.26E-03 3.22
D320 NH-I1321 NH 5.84E-03 2.80 0.20 | 5.84E-03 2.61 5.84E-03 2.40 5.84E-03 2.92
D324 NH-G323 Ha | 6.98E-03 2.72 0.19 | 6.98E-03 2.54 6.98E-03 2.33 6.98E-03 2.83
D324 NH-HB 3.24E-03 3.09 0.22 | 3.24E-03 2.88 3.24E-03 2.65 3.24E-03 3.22
D324 NH-1325 NH 1.52E-02 2.39 0.17 1.52E-02 2.23 1.52E-02 2.05 1.52E-02 2.49
G323 NH-Ha 1.99E-02 2.28 0.16 | 1.99E-02 2.13 1.99E-02 1.96 1.99E-02 2.38
G323 NH-1322 HB 2.33E-03 3.26 0.23 | 2.33E-03 3.05 2.33E-03 2.79 2.33E-03 3.40
1321 NH-D320 HB 1.56E-03 3.49 0.25 | 1.56E-03 3.26 1.56E-03 2.99 1.56E-03 3.64
1321 NH-Hy 4.35E-03 2.94 0.21 | 4.35E-03 2.74 4.35E-03 2.52 4.35E-03 3.07
1321 NH-1322 NH 2.93E-01 1.46 0.10 2.93E-01 2.93E-01 2.93E-01
1322 NH-G323 NH 8.01E-03 2.65 0.19 | 8.01E-03 2.48 8.01E-03 2.28 8.01E-03 2.77
1322 NH-HB 8.22E-03 2.64 0.19 | 8.22E-03 2.47 8.22E-03 2.27 8.22E-03 2.76
1322 NH-I1321 Ha 1.52E-02 2.39 0.17 | 1.52E-02 2.23 1.52E-02 2.04 1.52E-02 2.49
1325 NH-D324 Ha 1.11E-02 2.51 0.18 | 1.11E-02 2.35 1.11E-02 2.15 1.11E-02 2.62
1325 NH-HB 7.28E-03 2.70 0.19 | 7.28E-03 2.52 7.28E-03 231 7.28E-03 2.81
1325 NH-Hy' 5.01E-03 2.87 0.20 | 5.01E-03 2.68 5.01E-03 2.46 5.01E-03 2.99
1325 NH-R326 NH 7.79E-03 2.67 0.19 | 7.79E-03 2.49 7.79E-03 2.29 7.79E-03 2.78
13215 NH-D324 HB' | 1.55E-03 3.49 0.25 1.55E-03 3.26 1.55E-03 2.99 1.55E-03 3.64
N301 NH-HB 3.98E-03 2.98 0.21 | 3.98E-03 2.79 3.98E-03 2.56 3.98E-03 3.11
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C330 CONH, C330 HB'/HB C330 HB/HPB' Y316 H6/He

Protonenpaar o Abssand Fel:ler o AbsEand o AbsEand o AbsEand

[A] [A] [A] [A] [A]
N301 NH-N300 Ha | 7.77E-03 2.67 0.19 7.77E-03 2.49 7.77E-03 2.29 7.77E-03 2.78
N301 NH-N302 NH | 2.91E+00 0.99 0.07 | 2.91E+00 0.93 2.91E+00 0.85 2.91E+00 1.04
N302 NH-Hp' 6.12E-03 2.78 0.20 | 6.12E-03 2.59 6.12E-03 2.38 6.12E-03 2.90
N302 NH-N301 Haw | 7.22E-03 2.70 0.19 | 7.22E-03 2.52 7.22E-03 231 7.22E-03 2.82
N302 NH-T303 NH | 2.84E-03 3.15 0.22 | 2.84E-03 2.95 2.84E-03 2.70 2.84E-03 3.29
PO1 H&'-H6 1.71E+00 1.09 0.08 | 1.71E+00 1.01 1.71E+00 0.93 1.71E+00 1.13
PO1 H&6-H&' 1.24E-01 1.68 0.12 1.24E-01 1.57 1.24E-01 1.44 1.24E-01 1.75
P01 H6'-S306 Ha 5.68E-03 2.81 0.20 | 5.68E-03 2.63 5.68E-03 2.41 5.68E-03 2.93
P01 H8-S306 Ha 9.91E-03 2.56 0.18 | 9.91E-03 2.39 9.91E-03 2.20 9.91E-03 2.67
P299 H&'-H6 1.85E-01 1.57 0.11 | 1.85E-01 1.47 1.85E-01 1.35 1.85E-01 1.64
P299 H6'-R298 Ha | 8.58E-03 2.62 0.18 | 8.58E-03 2.45 8.58E-03 2.25 8.58E-03 2.74
P299 H6-R298 Ha 1.27E-02 2.46 0.17 | 1.27E-02 2.30 1.27E-02 2.11 1.27E-02 2.57
Q327 NH-Hp' 5.16E-03 2.86 0.20 | 5.16E-03 2.67 5.16E-03 2.45 5.16E-03 2.98
Q327 NH-R326 HB | 4.19E-03 2.96 0.21 | 4.19E-03 2.76 4.19E-03 2.53 4.19E-03 3.09
Q327 NH-R326 NH | 9.38E-03 2.59 0.18 | 9.38E-03 241 9.38E-03 2.22 9.38E-03 2.70
R298 NH-Ha 4.04E-03 2.97 0.21 | 4.04E-03 2.78 4.04E-03 2.55 4.04E-03 3.10
R298 NH-Hy 5.44E-03 2.83 0.20 5.44E-03 2.64 5.44E-03 2.43 5.44E-03 2.95
S02 NH-HB 3.54E-03 3.04 0.21 | 3.54E-03 2.84 3.54E-03 2.61 3.54E-03 3.17
S02 NH-Y316 NH 2.76E-03 3.17 0.22 2.76E-03 2.96 2.76E-03 2.72 2.76E-03 3.31
S02 NH-PO1 HB 3.20E-04 4.54 0.32 | 3.20E-04 4.24 3.20E-04 3.89 3.20E-04 4,74
T297 NH-C296 HB' | 2.31E-03 3.27 0.23 | 2.31E-03 3.05 2.31E-03 2.80 2.31E-03 341
T297 NH-HB 2.64E-03 3.19 0.22 | 2.64E-03 2.98 2.64E-03 2.74 2.64E-03 3.33
T303 NH-Ha 8.87E-03 2.61 0.18 | 8.87E-03 2.44 8.87E-03 2.24 8.87E-03 2.72
T303 NH-N302 Ha | 6.98E-03 2.72 0.19 | 6.98E-03 2.54 6.98E-03 2.33 6.98E-03 2.83
T303 NH-N302 HB | 1.15E-03 3.67 0.26 | 1.15E-03 3.43 1.15€-03 3.15 1.15E-03 3.83
T303 NH-N302 HB' | 1.29E-03 3.60 0.25 | 1.29E-03 3.36 1.29€-03 3.09 1.29E-03 3.76
T303 NH-R304 NH 2.29E-02 2.23 0.16 2.29E-02 2.08 2.29E-02 1.91 2.29E-02 2.32
T318 NH-A317 HB | 1.62E-03 3.46 0.24 | 1.62E-03 3.24 1.62E-03 2.97 1.62E-03 3.61
T318 NH-G319 NH | 3.30E-03 3.08 0.22 | 3.30E-03 2.87 3.30E-03 2.64 3.30E-03 3.21
T318 NH-HB 2.47E-03 3.23 0.23 | 2.47E-03 3.02 2.47E-03 2.77 2.47E-03 3.37
Y316 NH-A317 HB | 1.58E-03 3.48 0.24 | 1.58E-03 3.25 1.58E-03 2.98 1.58E-03 3.63
Y316 NH-A317 NH | 2.36E-02 2.22 0.16 | 2.36E-02 2.07 2.36E-02 1.90 2.36E-02 231
Y316 NH-HPB 2.56E-03 3.21 0.23 | 2.56E-03 3.00 2.56E-03 2.75 2.56E-03 3.35
Y316 NH-S02 HB 1.85E-03 3.39 0.24 | 1.85E-03 3.17 1.85E-03 291 1.85E-03 3.54
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10.2 Experimentell bestimmte Protonenabstinde von P4

Tabelle 22: Berechnete Korrelationskonstanten und Abstdnde samtlicher fir die Konformationsanalyse
verwendeten Protonenpaare des Peptids P4. Die Referenzprotonenpaare sind griin dargestellt und die
Referenzdaten der jeweiligen Spalte sind fett gedruckt. Die unsinnigen Referenzdaten sind kursiv gedruckt.
Grau sind Protonenpaare dargestellt, deren Werte zu klein sind, um sinnvoll zu sein und die fiir die
Abstandsbeschrankungen auf 1.8-5.0 A gesetzt wurden. Long-range-Kontakte sind violett. Der Fehler ist die
Standardabweichung, basierend auf den Werten der anderen Referenzprotonen.

C330 CONH, C330 HB'/HB C330 HB/HPB' Y316 H6/He
Protonenpaar AbsEand Fehler AbsEand o AbsEand o AbsEand

[A] [A] [A] [A]
C330 CONH, 8.37E-02 1.75 0.14 | 8.37E-02 1.57 8.37E-02 1.62 8.37E-02 1.94
C330 HB'-HPB 5.23E-02 1.89 0.15 5.23E-02 1.70 5.23E-02 1.75 5.23E-02 2.09
C330 HB-HPB' 6.21E-02 1.84 0.15 6.21E-02 1.65 6.21E-02 1.70 6.21E-02 2.03
Y316 H6-He 2.03E-02 2.22 0.18 | 2.03E-02 1.99 2.03E-02 2.05 2.03E-02 2.45
Y316 HB-HB' 1.57E+00 1.07 0.09 | 1.57E+00 0.96 1.57E+00 0.99 1.57E+00 1.19
H329 HB-H8' 4.33E-03 2.87 0.23 | 4.33E-03 2.58 4.33E-03 2.65 4.33E-03 3.17
C330 HB-C296 HPB 1.05E-01 1.68 0.14 1.05E-01 1.51 1.05E-01 1.56 1.05E-01 1.86
N300 NH-N301 NH | 1.10E+02 0.53 0.04 | 1.10E+02 0.48 1.10E+02 0.49 1.10E+02 0.59
A317 NH-HB 6.92E-03 2.65 0.21 | 6.92E-03 2.38 6.92E-03 2.45 6.92E-03 2.93
A317 NH-Y316 Ha | 8.07E-03 2.58 0.21 | 8.07E-03 2.32 8.07E-03 2.39 8.07E-03 2.86
A317 NH-Y316 HB' | 2.53E-03 3.14 0.25 2.53E-03 2.82 2.53E-03 2.90 2.53E-03 3.47
C296 HB'-C330 HB' | 6.82E-02 1.81 0.15 | 6.82E-02 1.63 6.82E-02 1.67 6.82E-02 2.00
C330 CONH,-Ha 3.93E-03 291 0.24 | 3.93e-03 2.62 3.93E-03 2.69 3.93E-03 3.22
C330 CONH,-NH 1.82E-02 2.26 0.18 | 1.82E-02 2.03 1.82E-02 2.09 1.82E-02 2.50
C330 NH-CONH, 7.69E-03 2.60 0.21 | 7.69E-03 2.34 7.69E-03 241 7.69E-03 2.88
C330 NH-H329 Ha | 1.57E-02 2.31 0.19 | 1.57E-02 2.08 1.57E-02 2.14 1.57E-02 2.56
C330 NH-HB 8.84E-03 2.55 0.21 | 8.84E-03 2.29 8.84E-03 2.35 8.84E-03 2.82
C330 NH-T297 Ha 1.80E-01 1.54 0.12 1.80E-01 1.38 1.80E-01 1.42 1.80E-01 1.70
?GCNACI H3-R298 1.29E-02 2.39 0.19 | 1.29E-02 2.15 1.29E-02 2.21 1.29E-02 2.64
GIcNAc NH-H2 1.20E-02 2.42 0.20 | 1.20E-02 2.17 1.20E-02 2.24 1.20E-02 2.68
EIOTNAC NH-N301 7.40E-03 2.62 0.21 | 7.40E-03 2.36 7.40E-03 2.42 7.40E-03 2.90
EIBCNAC NH-N301 9.61E-03 2.51 0.20 | 9.61E-03 2.25 9.61E-03 2.32 9.61E-03 2.78
GIcNAc NHAc-H1 3.90E-03 2.92 0.24 | 3.90E-03 2.62 3.90E-03 2.70 3.90E-03 3.23
GIcNAc NHAc-H2 5.34E-03 2.77 0.22 | 5.34E-03 2.49 5.34E-03 2.56 5.34E-03 3.06
H329 NH-A328 Ha | 1.31E-02 2.38 0.19 | 1.31E-02 2.14 1.31E-02 2.20 1.31E-02 2.64
H329 NH-A328 HB | 7.19E-03 2.63 0.21 | 7.19e-03 2.37 7.19E-03 2.43 7.19E-03 291
H329 NH-A328 NH | 8.42E-03 2.57 0.21 | 8.42E-03 2.31 8.42E-03 2.37 8.42E-03 2.84
H329 NH-Hp' 6.21E-03 2.70 0.22 | 6.21E-03 2.42 6.21E-03 2.49 6.21E-03 2.99
H329 NH-H 1.83E-02 2.26 0.18 | 1.83E-02 2.03 1.83E-02 2.08 1.83E-02 2.49
1321 NH-D320 Hao | 2.53E-02 2.14 0.17 | 2.53E-02 1.92 2.53E-02 1.97 2.53E-02 2.36
1321 NH-HB 1.07E-02 2.46 0.20 | 1.07E-02 2.21 1.07E-02 2.28 1.07E-02 2.73
1321 NH-I1322 NH 2.96E-02 2.08 0.17 | 2.96E-02 1.87 2.96E-02 1.92 2.96E-02 2.30
1322 NH-G323 NH | 7.91E-03 2.59 0.21 | 7.91E-03 2.33 7.91E-03 2.40 7.91E-03 2.87
1322 NH-HB 9.25E-03 2.53 0.20 | 9.25E-03 2.27 9.25E-03 2.33 9.25E-03 2.79
1322 NH-1321 Ha 1.73E-02 2.28 0.18 | 1.73E-02 2.04 1.73E-02 2.10 1.73E-02 2.52
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330 CONH, 330 HB'/HB 330 HB/HB' Y316 H5/He
Protonenpaar Abstoand Fehler Abstnand Abstoand Abssand

[A] [A] [A]l [A]
1325 NH-D324 Ha | 1.27E-02 240  0.19 | 1.276-02 215 | 127602 221 1.27E-02 265
1325 NH-HB 9.21E-03 253  0.20 | 9.21E-03 227 | 9.21E-03  2.34 9.21E-03 2.80
1325 NH-R326 NH | 6.52E-03 268 022 | 652E03 241 | 652E-03 248 6.52E-03 2.96
13215 NH-D324 HB | 4.90E-03 281  0.23 | 490E03 252 | 490E-03  2.60 4.90E-03 3.11
N300 NH-Ha 6.48E-03  2.68  0.22 | 6.486-03 241 | 6.48E-03  2.48 6.48E-03 2.96
N300 NH-N301Ha | 455603  2.84 023 | 455603  2.55 | 455603  2.63 4.55E-03 3.14
N300 NH-P299 Ha | 1.76E-02 227  0.18 | 1.76E-02  2.04 | 1.76E-02  2.10 1.76E-02 251
Ei’lm NH-GICNAC | ¢ J0k03 270 022 | 620603 243 | 620603 250 6.20E-03 2.9
N301 NH - HB' 122602 241 019 | 122802 217 | 1.22E02  2.23 1.22E-02 267
N301NH-N300 Ha | 1.19E-02 242 020 | 1.19802  2.18 | 1.19E-02 224 1.19E-02 2.68
N301NH-N302 Ha | 1.256-02 240  0.19 | 125602  2.16 | 125602  2.22 1.25€-02 2.66
N301 NH-N302 NH | 5.42E-02  1.88  0.15 | 5.42E-02  1.69 | 5.42E-02 174 5.42E-02 2.08
N301NH-P299 Ha | 5.62E-03 274 022 | 5.62E03  2.47 | 5.62E03  2.54 5.62E-03 3.04
N302 NH-HpB 6.78E-03  2.66  0.21 | 6.786-03  2.39 | 6.78E-03  2.46 6.78E-03 2.94
N302 NH-N301Ha | 6.78E-03 266 021 | 6.78E03 239 | 6.78E-03  2.46 6.78E-03 2.94
N302 NH-T303 NH | 9.01E-03 254  0.20 | 9.01E-03 228 | 9.01E-03  2.35 9.01E-03 2.81
P299 H6'-R298 Ha | 2.38E-02 216  0.17 | 2.38E-02  1.94 | 2.38E-02  2.00 2.38E-02 239
P299 H5-R298 Ha | 2.48E-02 214  0.17 | 2.486-02  1.93 | 2.48E-02  1.98 2.48E-02 237
Q327 NH-A328NH | 3.06E-02  2.07  0.17 | 3.06E-02  1.86 | 3.06E-02  1.91 3.06E-02 2.29
Q327 NH-Hp' 6.40E-03  2.69  0.22 | 6.40E-03  2.41 | 6.40E-03  2.48 6.40E-03 2.97
Q327 NH-R326 HB | 3.37E-03 299  0.24 | 3.37E-03  2.69 | 3.37E-03  2.76 3.37E-03 3.31
R298 NH-HB 6.64E-03  2.67  0.22 | 6.64E-03  2.40 | 6.64E-03  2.47 6.64E-03 2.95
R298 NH-T297 Ha | 1.65E-02 229  0.19 | 1.656-02  2.06 | 1.65€-02  2.12 1.65E-02 2.54
R298 NH-T297 HB | 3.086-03  3.03 024 | 3.08603 273 | 3.086-03  2.80 3.08E-03 3.36
R298 NH-T297 HB' | 5.09E-03 279 023 | 5.0903 251 | 5.09E-03  2.58 5.09E-03 3.09
R304 NH-HpB 101E-02 249 0.0 | 1.01E:02 224 | 1.01E-02  2.30 1.01E-02 2.75
R304 NH-T303 HB | 1.82E03 331 027 | 1.82E03 298 | 1.82E03  3.06 1.82E-03 3.66
R304 NH-T303NH | 4.16E-03 289 023 | 416E-03 259 | 4.16E03  2.67 4.16E-03 3.19
502 NH-HpB 5.69E-03 274  0.22 | 5.69E-03  2.46 | 5.69E-03  2.53 5.69E-03 3.03
502 NH-PO1 Hat 1.08E-02 246  0.20 | 1.086-02 221 | 1.08E-02  2.28 1.08E-02 2.72
SO2NH-Y316 NH | 2.936-03  3.06  0.25 | 2.936-03  2.75 | 2.936-03  2.83 2.93E-03 3.38
T297 HB-P299 H& | 3.12E-02  2.06  0.17 | 3.12E-02  1.85 | 3.12E-02  1.91 3.12E-02 2.28
T297 NH-C296 Ha | 1.64E-02  2.30  0.19 | 1.64E-02  2.06 | 1.64E-02  2.12 1.64E-02 254
T297 NH-C296 HB | 2.88E-03  3.07  0.25 | 2.88E-03  2.76 | 2.88E-03  2.84 2.88E-03 3.39
T297 NH-HB 6.27E-03  2.69  0.22 | 6.276-03  2.42 | 627E-03  2.49 6.27E-03 2.98
T297 NH-R298 NH | 8.62E-03  2.56  0.21 | 8.62E-03 230 | 8.62E-03  2.36 8.62E-03 2.83
T303 NH-HB' 7.59E-03  2.61  0.21 | 7.596-03  2.35 | 7.59E-03  2.41 7.59E-03 2.89
T303 NH-N302 Ha | 1.47E-02  2.34  0.19 | 1.47E-02 210 | 1.47E-02  2.16 1.47E-02 2.59
T303 NH-N302 HB | 3.43E-03  2.98  0.24 | 3.43E-03 268 | 3.43E-03  2.75 3.43E-03 3.30
T303NH-R304 NH | 8.74E-03  2.55  0.21 | 8.74E-03 229 | 8.74E-03  2.36 8.74E-03 2.82
T318 NH-A317 Ha | 1.49E-02 233 0.19 | 1.49E-02  2.10 | 1.49E-02  2.16 1.49E-02 258
T318 NH-G319NH | 3.13E-03  3.03  0.24 | 3.13:03 272 | 3.13E-03  2.80 3.13E-03 3.35
T318 NH-HB 3.16E-03  3.02  0.24 | 3.16E-03 271 | 3.16E-03  2.79 3.16E-03 334
Y316 HB-HS 6.36E-03  2.69  0.22 | 6.36E-03 242 | 6.36E-03 248 6.36E-03 2.97
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C330 CONH, C330 HB'/HB C330 HB/HB' Y316 H6/He
Protonenpaar Abstoand Fehler AbsEand o Abstoand o Abssand

[A] [A] [A] [A]
Y316 HB-NH 3.14E-03 3.02 0.24 | 3.14E-03 2.72 3.14E-03 2.79 3.14E-03 3.34
Y316 NH-A317 NH | 7.42E-03 2.62 0.21 | 7.42E-03 2.35 7.42E-03 2.42 7.42E-03 2.90
Y316 NH-HpB 3.29E-03 3.00 0.24 | 3.29e-03 2.70 3.29E-03 2.77 3.29E-03 3.32
Y316 NH-S02 HB 7.36E-02 1.79 0.14 | 7.36E-02 1.61 7.36E-02 1.65 7.36E-02 1.98
Y316 H6-Ha 7.65E-03 2.61 0.21 | 7.65E-03 2.34 7.65E-03 2.41 7.65E-03 2.88
Y316 H6-HB 1.08E-02 2.46 0.20 | 1.08E-02 2.21 1.08E-02 2.28 1.08E-02 2.72

10.3 ¢-Winkel der experimentellen und berechneten Strukturen von P3

Tabelle 23: ¢-Winkel der experimentellen sowie der berechneten P3-Strukturen vor und nach der MD-
Simulation im Vergleich mit den gesetzten Winkelbeschrankungen. Griin hinterlegt sind die Winkel, die
innerhalb der Winkelbeschrdnkung liegen, gelb die, die bis zu maximal 10° auBerhalb der Beschrdankung liegen.

. . . P3 berechnet P3 berechnet
Aminosaure Winkelbeschrankung P3 experimentell vor Simulation nach Simulation
[°] [°] o o
[°] [l
T297 -164 bis -134 -114 -107 -78
R298 -174 bis -144 -141 -82 -75
N300 -166 bis -136 -126 -84 -94
N301 -171 bis -141 -72 -79
N302 -173 bis -143 -87 -78
T303 -160 bis -130 -71 -129
R304 -157 bis -127 -102
K305 -159 bis -129 -116 -74 -84
S306 -176 bis -146 -144 -60 -105
S02 -173 bis -143 86 -80
Y316 -169 bis -139 -125 77 79
A317 -180 bis -150 -139 -89 -92
T318 -100 bis -67 _ -60
G319 -180 bis -151 -135 -85 -93
D320 -172 bis -142 -131 -83 -105
1321 -147 bis -117 -110 -71 -113
1322 -114 bis -76 -120
G323 -180 bis -154 164 145 -86
D324 -172 bis -142 -132 -82 -85
1325 -154 bis -124
R326 -118 bis -79
Q327 -163 bis -133
A328 -161 bis -131

H329 -165 bis -135
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. . . P3 berechnet P3 berechnet
Winkelbeschrankung P3 experimentell . . . .
vor Simulation nach Simulation

[° [°] ] ]

Aminosaure

10.4 ¢-Winkel der experimentellen und berechneten Strukturen von P4

Tabelle 24: ¢-Winkel der experimentellen sowie der berechneten P4-Strukturen vor und nach der MD-
Simulation im Vergleich mit den gesetzten Winkelbeschriankungen. Griin hinterlegt sind die Winkel, die
innerhalb der Winkelbeschrankung liegen, gelb die, die bis zu maximal 10° auRerhalb der Beschrdankung liegen.

. " . P4 berechnet P4 berechnet
Winkelbeschrankung P4 experimentell . . . .
vor Simulation nach Simulation

[°] [°] ] ]

Aminosadure

T297 -165 bis -133 _ 50
R298 -93 bis -63 -105 97

N300 -178 bis -148 _ 117 -145

N301 -171 bis -141 -139 -27 -115
N302 -174 bis -144
T303 -104 bis -74
R304 -180 bis -0
K305 -157 bis -127
306 -174 bis -144
502 -167 bis -137
Y316 -171 bis -141
A317 -180 bis -153
1318 -177 bis -147
G319 -174 bis -144
D320 -173 bis -143
1321 -150 bis -120
1322 -180 bis -0
G323 -180 bis -0
D324 -178 bis -148 -147 -80 -56
1325 -162 bis -132 -107 -131 -69
R326 -150 bis -120 -99 -105 -82
Q327 -158 bis -128 _ -67 -127
A328 -165 bis -135 -97 -73 -113

H329 -96 bis -66 -135 _
€330 -169 bis -139 177 173
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10.5 Kontakte zwischen dem Nonasaccharid-V3-Loop und dem CCR5-Rezeptor

Tabelle 25: Kontakte zwischen dem peptidischen Teil des Nonasaccharid-V3-Loops und dem CCR5-Rezeptor der
3 ns dauernden MD-Simulation zu drei verschiedenen Zeitpunkten. Grau hinterlegt sind gleichbleibende
Kontakte, rot sind Kontakte, die eine Wasserstoffbriickenbindung eingehen und blau die, die mn-n-
Wechselwirkungen eingehen.

A;/?:::gﬁ re 0-ns-Frame 1.5-ns-Frame 3-ns-Frame
N301 P19 3.8A
T303 P19 3.7A P19 4.0A
E172 3.9A
R304 P19 3.6A E172 2.7A E172 2.6 A
P19 3.5A P19 3.5A
K305 Y184 3.4A Y184 3.2A Y184 3.1A
P19 4.0A Q170 2.8A
$306 Y184 3.8A Y184 3.9A H181 29A
Q170 3.2A Q170 3.7A
Y187 3.6A
PO1 Y187 3.2A Y187 3.6A Y187 3.4A
E262 3.5A K22 3.0A K22 2.8A
S02 D276 2.6 A D276 2.5A D276 3.5A
N258 29A N258 2.8A
Y187 3.8A Y187 39A
K22 3.6A
Y316 H181 3.6A H181 3.2A H181 3.7A
5180 3.3A 5180 3.8A
Y187 3.0A Y187 3.5A
5179 2.8A 5179 3.2A
D276 2.7A D276 3.1A
K22 3.9A M279 3.4A
Q170 4.0 A
A317 K26 3.6A K22 3.8A K22 3.7A
N24 3.8A N24 3.5A N24 3.6A
D276 3.9A D276 4.0A
123 3.5A
V25 3.4A
T318 T177 3.2A T177 3.7A Q280 3.5A
E172 3.5A N24 3.6A N24 3.1A
H175 3.7A K26 3.6A
V25 3.8A
G319 E172 3.7A E172 3.8A E172 3.8A
N24 3.3A N24 3.4A
T177 3.5A T177 3.9A
D320 H175 29A H175 2.6 A H175 2.6 A
G173 3.3A G173 3.9A Q27 4.0 A
L174 29A E172 3.6A E172 3.5A
1322 G173 3.9A G173 3.6A
L174 3.7A




164 | Anhang

10.6 Kontakte zwischen dem nativen V3-Loop und dem CCR5-Rezeptor

Tabelle 26: Kontakte zwischen dem peptidischen Teil des nativen V3-Loops und dem CCR5-Rezeptor der 3 ns
dauernden MD-Simulation zu drei verschiedenen Zeitpunkten. Grau hinterlegt sind gleichbleibende Kontakte,
rot sind Kontakte, die eine Wasserstoffbriickenbindung eingehen und kursiv die, die ionische
Wechselwirkungen eingehen.

A;’?:::gﬁ re 0-ns-Frame 1.5-ns-Frame 3-ns-Frame
R304 E172 2.6 A E172 2.5A
Q170 3.7A
$306 N24 3.9A
1307 N24 3.8A N24 3.6A
H308 N24 3.6A N24 3.5A N24 3.6A
K26 4.0A 123 3.5A 123 4.0A
K22 3.7A K22 4.0 A
Q280 3.6A Q280 3.3A
1309 Y89 3.5A Y89 3.6A Y89 2.5A
K26 3.7A 5179 3.5A 5179 3.8A
T177 3.6A T177 39A
C178 3.9A C178 3.3A
G310 Y89 29A 5180 2.8A 5180 3.7A
5179 3.0A 5179 3.5A
Cc178 3.4A
P311 5179 2.7A 5180 3.9A 5180 3.4A
E283 3.4A E283 3.8A E283 3.4A
Q280 3.6A W86 3.9A W86 3.8A
Y108 3.4A
T105 3.6A
G312 5180 3.2A M279 3.5A Y251 3.9A
5179 3.6A T282 4.0 A
H181 3.6A
R313 D276 2.8A D276 2.6 A D276 2.7A
N258 3.1A N258 2.7A $180 3.5A
M279 3.8A M279 3.6A M279 3.6A
5179 35A Y187 3.0A
Q280 39A
A314 E172 3.6A 5180 3.3A 5180 29A
T177 39A H181 3.6A H181 3.7A
5179 3.6A
F315 K22 3.7A K22 3.7A
D276 3.4A
Q280 3.2A
Y316 K22 2.7A K22 4.0A
Q21 3.7A
A317 E172 3.7A Q170 3.2A
T318 H181 3.2A H181 3.6A
G319 H181 3.9A H181 3.1A
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A;/?;i‘:gl: re 0-ns-Frame 1.5-ns-Frame 3-ns-Frame
G319 R168 3.6A R168 3.6A
Q170 2.7A
Q172 3.9A
D320 R168 2.5A R168 2.6 A
1322 E172 3.6A

10.7 Charakterisierung des Deletionspeptids (13)

(6]
H,N-29€CTRP*NNTRKS?1PSP2YATGDIIGDIRQAHC330-CONH,

Farbloser Feststoff

Summenformel: C146H243N4505054

Molmasse: 3554.67 g/mol

ESI-MS: m/z = 1185.9017 [M+3H]*" (gef.), 1185.8986 (ber.); 889.6780 [M+4H]** (gef.),
889.6757 (ber.); 711.9453 [M+5H]>" (gef.), 711.9420 (ber.); 593.4545 [M+6H]®" (gef.),
593.4529 (ber.)

Tabelle 27: "H-chemische Verschiebung [ppm] von (13) in H,0/D,0 (9:1), pH 1.9. Das Spektrum wurde bei
300 K an einem 700-MHz-Spektrometer aufgenommen und auf HDO bei 4.746 ppm kalibriert.

NH Ha HB HB’ Hy Hy’ Hé H&' Sonstige
Ca96 - 4321 3.234 3.192 - - - - *StBu: 1.257
Ty | 8.722 4374 4.042 - 1.142 - - - -
Rys | 8.498 4.532 1790 1.790 1.669 1.625 3.142 3.142 He: 7.144
P29 - 4335 2.231 1959 1.959 1.837 3.720 3.577 -
Nso: | 8.548 4.643 2.784 2.714 - - 8.623 - -
N3, | 8338 4.703 2.780 2.721 - - 7.544 6.835 -
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NH Ha HB Hp’ Hy Hy’ Hé H&' Sonstige
Tses | 8.094 4.216 4.142 - 1.131 - - - -
Raos | 8.266 4.246 1770 1.691 1.570 1.528 3.122 3.122 He: 7.098

Ksos | 8.323 4.271 1.735 1.653 1.363 1.327 1.584 1.584 He: 2.909, H{: 7.445

S:06 | 8.338 4.667 3.799 3.765 - - - - -

Poo1 - 4355 2.166 1.933 1.933 1.688 3.655 3.763 -

Soo2 | 8.225 4.317 3.718 3.718 - - - - -

Y36 | 8.022 4523 3.017 2.885 - - 7.054 7.054 He: 6.750, 6.752

Ay; | 8.128 4.315 1.300 - - - R - i

Tss | 8.014 4.233 4.186 - 1.160 - - - -

G39 | 8.306 3.906 - - - - - - -

Diy | 8.253 4.658 2.829 2.749 - - - - -

l3; | 8.081 4.106 1.816 - 1.386 1.102 0.777 - y:0.795

I3, | 8.152 4.059 1.793 - 1.412 1.133 0.783 - y:0.841

Gs33 | 8.343 3.870 - - - - - - -

Ds, | 8.224 4660 2.849 2.779 - - - - -

l3s | 8.038 4.074 1.832 - 1.399 1.131 0.790 - y“:0.828
Rs | 8.311 4.245 1.771 1.699 1585 1.529 3.128 3.128 He: 7.138
Qsy7 | 8.212 4.232 2.017 1.893 2.212 2.212 - - He: 7.473, 6.828

As | 8.255 4.183 1.280 - - - - i i

Hix | 8.459 4.642 3.223 3.144 - - 7.244 - HC: 8.552

CONH;: 7.615, 7.157,
Cszo | 8.348 4.551 3.116 2.945 - - - -
*StBu: 1.257

*: Die Signale der ‘Butylthiogruppen konnten nicht anhand von NOE-Kontakten validiert

werden.
NH NHAc 1 2 3/4/5° 6 NHACc
GIcNAc | 8.623 | 8.158 | 4.978 | 3.789 3.689/3.579/3.478 * 1.941
GIcNAC’ - 8333 | 4.523 | 3.683 3.858/3.500/ 3.424 * 1.997

*Signale sind von anderen Protonen (iberlagert

5 Signale konnten nicht eindeutig zugeordnet werden
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