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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Krankheit AIDS

Das humane Immunschwdche Virus (human immunodeficiency virus, HIV) wurde zu Beginn
der 80er Jahre des 20. Jahrhunderts erstmals als Erreger einer neuen Krankheit beschrieben,
die heute als erworbene Immunschwéche AIDS (acquired immune deficiency syndrome)
bekannt ist.' Im Allgemeinen fiihrt die HIV-Infektion nach mehreren symptomfreien Jahren
zum Ausbruch von AIDS, welches mit einer schrittweisen Zerstérung des Immunsystems
einhergeht.? Die Erregeriibertragung erfolgt sowohl durch Intim- als auch durch Blut-
kontakte.®> Vom vereinzelten Auftreten in der homosexuellen Szene vor 20 Jahren, hat heute
die Krankheit das Ausmal einer Pandemie erreicht. Zum Ende des Jahres 2003 waren welt-
weit bis zu 46 Millionen Menschen mit HIV infiziert.* Abbildung 1 zeigt die globale Aus-
breitung der Immunschwachekrankheit. Am starksten betroffen sind das stidliche Afrika und
Suid-Ost-Asien. Dort liegt die Anzahl von HIV-Infizierten insgesamt bei bis zu 36 Millionen
Menschen und macht damit mehr als 75 % aller weltweit Infizierten aus. Allein innerhalb des
Jahres 2003 starben etwa 3 Millionen Menschen an den Folgen der HIV-Infektion, wéahrend
sich schatzungsweise 5 Millionen Menschen neu infizierten.

Osteuropa &
Zentrala_si_en
Nordamerika 2(\)N0eos(;[euég(p)aooo 1.2 — 1.8 Millionen .
790.000 — 1.2 Millionen  °20-000 - 680 Ostasien &
pazifischer Raum

Nordafrika & 700.000 - 1.3 Millionen

Karibik mittlerer Osten
350.000 — 590.000 470.000 — 730.000 Sid- &
Sidostasien
. 4.6 — 8.2 Millionen
Stidamerika Afrika sudl.
1.3 - 1.9 Millionen der Sahara
25.0 — 28.2 Millionen
Australien &
Neuseeland

12.000 — 18.000

Abbildung 1: Globale Ausbreitung der mit HIV infizierten bzw. an AIDS erkrankten Menschen zum
Ende des Jahres 2003.*

Binnen 20 Jahren hat sich die Infektion mit dem HI-Virus zu der bedeutendsten Infektions-
erkrankung entwickelt und ist zu einem weltweiten Problem geworden, das nicht nur
die Gesundheit der Menschheit bedroht, sondern auch soziale und volkswirtschaftliche
Strukturen gefahrdet.” Ein intensives Vorgehen gegen AIDS ist dringend erforderlich, ist
jedoch aufgrund der hohen therapeutischen Kosten von den Uberwiegend betroffenen
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Einleitung

Entwicklungslandern nicht tragbar. Die bis heute zur Verfligung stehenden antiretroviralen
Therapeutika sind Inhibitoren viraler Enzyme, die lediglich in der Lage sind den Fortschritt
der Krankheit zu verlangsamen.® So kommt der Epidemiebekampfung durch praventive
Malinahmen eine zentrale Bedeutung zu.

1.2 Beschreibung des Erregers

Unabhangig voneinander entdeckten Luc Montagnier’ und Robert Gallo’ 1983 den Erreger
der bis dahin relativ unerforschten Krankheit AIDS. Das verantwortliche HI-Virus gehort zur
Familie der Retroviren, die durch das Vorhandensein eines speziellen viralen Enzyms, der
Reversen Transkriptase (RT), gekennzeichnet ist. Mit Hilfe dieses Enzyms ist das Virus in
der Lage, sein RNA-Genom in DNA umzuschreiben® Als ,langsamer* Virus mit einer
ungewohnlich langen Inkubationszeit von mehreren Jahren gehort das HIV zur Gattung der
Lentiviren.® Die Besonderheit ist seine Vielfalt und Variabilitat. Die Gruppe der HI-Viren
unterteilt sich in zwei Virusstamme, die als HIV-1 und HIV-2 bezeichnet werden, wobei sich
das Genom des HIV-1 zu 40 % von dem des HIV-2 unterscheidet. Aufgrund genetischer
Vergleiche wird vermutet, dass sich das HIV von den Immundefizienzviren der Affen (SIV,
simian immunodeficiency virus) herleitet und Anfang des 20. Jahrhunderts in Zentralafrika
von den Affen auf den Menschen tibertragen wurde.’® HIV-1 &hnelt auf molekularer Ebene
dem SIV der Schimpansen' (SIVcpz), das zuvor aus zwei weiteren SI-Viren entstanden war,
das HIV-2 steht in naher Relation zum SIV der Sooty Mangaben (SIVsy) aus Westafrika.'?
Der Uberwiegende Teil der HIV-Infektionen ist auf das HIV-1 zurilickzufuhren, das sich im
Laufe der Zeit in zahlreiche Subtypen mit unterschiedlicher geographischer Préavalenz
diversifizierte.® Dieser Virusstamm ist weltweit verbreitet und wird aufgrund von Sequenz-
variationen in drei Gruppen eingestuft: in die M (main)-, O (outlier)- und die N (new)-
Gruppe. Die M-Gruppe findet man auf allen Kontinenten, wahrend die O- und N-Gruppen
vor allem in Westafrika auftreten.'**> Die M-Gruppe ist fir das Auftreten von AIDS als
Pandemie verantwortlich, denn 99 % aller HIV-1-Infektionen sind Subtypen der M-Gruppe
zuzuordnen.*® Aufgrund des Vergleiches ihrer Genome lasst sie sich in elf weitere Subtypen
(A-K) unterteilen.’” Die Sequenzvariation innerhalb eines Subtyps selbst liegt im
Allgemeinen zwischen 5 und 20 %, die Subtypen untereinander divergieren zwischen 25 und
35 %. Die Subtypen treten jeweils bevorzugt in bestimmten geographischen Regionen auf. In
Afrika dominieren beispielsweise die Typen A und C*, wahrend im nordeuropaischen und
amerikanischen Raum der Subtyp B weit verbreitet ist. HIV-2 kann in die Subtypen A bis E
unterteilt werden und findet sich in erster Linie bei Patienten in Westafrika. Es hat weniger
pathogenes Potential und verbreitet sich langsamer.*? HIV-2 kommt im Vergleich zu HIV-1
sehr selten vor.
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Das HIV bildet etwa 100 nm groRe Viruspartikel (s. Abbildung 2).2>#* Im Inneren des Virus
befindet sich ein Capsid, welches aus ungefahr 2000 Molekilen des Capsidproteins p24
gebildet wird. Das Capsid enthélt das virale Genom, das in Form zweier Kopien einzel-
strdngiger positiv-Strang RNA (ssRNA) vorliegt, die durch direkte Assoziation mit dem
Nucleocapsidprotein p7 stabilisiert werden. Wie bei allen Retroviren wird die Erbinformation
durch die im Capsid integrierte viruseigene Reverse Transkriptase zu Beginn des
Replikationszyklus in DNA transkribiert. Die Reverse Transkriptase arbeitet dabei etwa
zehnmal ungenauer als vergleichbare Enzyme dieser Art und verursacht eine ungewdhnlich
hohe Mutationsrate des viralen Erbguts.”* Auf diese Weise werden permanent neue Varianten
des Erregers exprimiert, wodurch die Entwicklung geeigneter Impfstoffe oder anti-HIV-
Therapeutika erheblich erschwert wird.”®?* Im Capsid der Viruspartikel befinden sich
zusétzlich die Enzyme Integrase und Protease. Das virale Protein p6 wird aufgrund seiner
Funktion als Linkprotein bezeichnet und verbindet das Viruscapsid mit der Hullmembran. An
der Innenseite der Virusmembran bildet ein Grundgerust aus etwa 2000 Molekdiilen des
Matrixproteins p17 die innere Oberflache der Virusmembran. Das Matrixprotein ist mit der
Virusmembran assoziiert und fir die Form und Stabilitat des Viruspartikels verantwortlich.

HLA Class | HLA Class Il, DR

Reverse
Transkriptase

Lipid-
doppelschicht
p24-Capsid

p7-Nucleocapsid

Abbildung 2: Schematischer Aufbau des Virions von HIV-1.2

In die Membran des Virus sind Komplexe der Glycoproteine gp41 und gp120 eingelagert.
Diese werden als gp160 exprimiert und durch proteolytische Spaltung mittels einer virus-
eigenen Protease gebildet.”>?® Das transmembrane gp41 ist in der Virusmembran verankert.
Das extrazellulare gp120 ist nicht kovalent mit der Ektodomane des gp41 assoziiert.”*® Der
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gp41/gp120-Komplex ist aus Trimeren von Heterodimeren aufgebaut, wobei pro Virion etwa
72 dieser Komplexe (spikes) auf der viralen Oberflache vorhanden sind.?** Diese sind fiir
die Bindung an die Zielzellen verantwortlich und werden fir die Infektion humaner
Wirtszellen benétigt.®® Dariiber hinaus befinden sich mehrere zelluldre Proteine der
Wirtszelle, sogenannte HLA'’s, in der VVirusmembran.

1.3 Mechanismus der HIV-Infektion

Das humanpathogene HI-Virus infiziert in erster Linie Lymphozytenzellen des menschlichen
Immunsystems, vor allem T-Lymphozyten, Makrophagen und dendritische Zellen.* Um eine
Zelle zu infizieren, ist die Interaktion des HIV-1 mit zwei Rezeptoren auf der Zelloberflache
erforderlich. Bei dem priméren Rezeptor handelt es sich um das CD4-Protein.®*** Dieses
Membranprotein befindet sich auf T-Helferzellen (Tu-Zellen)®® und hat als Oberflachen-
marker der T-Helferzellen aktivierende Funktion und ist von essentieller Bedeutung fir das
Immunsystem (CD = cluster of differentiation). Der natirrliche Bindungspartner des CD4 sind
die MHC Klasse 11-Proteine.®*® CD4 ist ein stabférmiges Glycoprotein von 55 kDa, welches
zu der Immunglobulin-Superfamilie gehdrt und sich aus vier immunglobulinartigen
Doménen (D1-D4) zusammensetzt. CD4 fungiert als Rezeptor fur HIV-1, HIV-2 und auch
fur SIV.¥" Das HIV benédtigt zur erfolgreichen Penetration zusitzlich zu CD4 einen
Korezeptor auf der Membranoberflache der Zelle. Als sekundarer Rezeptor dient dabei eine
Gruppe von Chemokinrezeptoren (CCR5 oder CXCR4), die zur Familie der 7-Helixtrans-
membranproteine gehdren (s. 1.4).%°

Ein entscheidender Schritt bei der HIV-Infektion ist die Anbindung des Virus an die humane
Zelle (s. Abbildung 4). Dies wird tber das virale Glycoprotein gp120 bewirkt.”’ Es sind dabei
zwei Arten von Wechselwirkungen zwischen dem Virus und der Zielzelle erforderlich, damit
es zur Internalisierung kommen kann. Es erfolgt zunéchst die Bindung des extrazelluléaren
gp120 mit dem CDA4-Rezeptorprotein. Anhand von Réntgenstrukturdaten®®#*? wurde
festgestellt, dass das CD4-Bindungsepitop diskontinuierlich ist und auf sechs
Peptidabschnitte des gp120 verteilt ist.** Es resultieren konformationelle Anderungen im
gp120, die eine Exposition der V3-Bindungsepitope zur Folge hat, wodurch die Bindung an
einen Chemokinrezeptor erméglicht wird.***® Aufgrund dieser Interaktionen kommt es zu
einer Destabilisierung des gpl120/gp41-Komplexes. Dies bewirkt eine Konformations-
anderung des gp41, wodurch die aminoterminale hydrophobe Fusionsdoméne des Trans-
membranproteins prasentiert wird. Dieses Fusionspeptid am N-Terminus des gp41 kann dann
in die Membran der Zielzelle insertieren und es erfolgt die Fusion von Virus- und
Zellmembran (s. Abbildung 3).°°* Jedes der drei gp4l besitzt zwei helicale Bereiche
(N-Helix und C-Helix), wobei drei N-Helices eine Coiled-Coil-Struktur bilden, um die sich
die drei C-Helices antiparallel gruppieren und ein Bindel bilden. Diese als Trimer-of-
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Hairpins bezeichnete Zwischenstufe fuhrt so zur noch nicht vollstdndig aufgeklarten

Membranverschmelzung.®**?
Zell-Membran
“Trimer-of-Hairpins”
N-Helix—)|
gp120—> —A> —B> . ——>» Membran-Fusion
gp41— «— C-Helix

C-Terminus
Virus-Membran

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

B: Gp120 wird abgegeben und es bildet sich ein “Trimer-of-Hairpins”.

Abbildung 3: Postulierter Mechanismus der Membranfusion.****

Nach Fusion der Virusmembran mit der Zellmembran gelangen die Virus-ssRNA-Kopien
und die Virusproteine Reverse Transkriptase, Integrase und Protease in das Zytoplasma der
Zelle (s. Abbildung 4). Dort wird das virale RNA-Genom mit Hilfe der Reversen Trans-
kriptase in doppelstraéngige DNA transkribiert. Nach Transport in den Zellkern, wird die
DNA-Kopie dort durch die mitgefuhrte HIV-Integrase in das Genom der Wirtszelle insertiert,
um sich durch den Replikationsapparat der Zelle vermehren zu lassen.>® In integriertem
Zustand kann das Virus unerkannt im Wirt persistieren.
Virion

pd1/gp120-Trimere

Reverse +
Transkriptase CD4 -Zelle

DNA-Kopie der
HIV-RNA

)

Abbildung 4: Lebenszyklus des HIV. A: Das Virion bindet mit dem gp120/gp41-Komplex an die Wirts-
zelle unter Beteiligung von CD4 und einem Chemokinrezeptor (CCR5 oder CXCR4). B: Membran-
fusion. C: Einbringen des Capsids in das Zytoplasma der Zielzelle. D: Reverse Transkription der ssRNA
in DNA. E: Insertion der DNA in das Genom der Zelle durch Integrase. F: Expression des Provirus, es
werden virale ssRNA und Virusproteine gebildet. G: Proteaseaktivitat und Assembly. H: Knospung neuer
Virionen.>®
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Die Replikation und Expression der insertierten Virus-DNA, sowie posttranslationale Modi-
fikationen, wie z.B. der Glycosylierung des gp120, erfolgt jeweils durch die entsprechende
Maschinerie der Wirtszelle. Dabei sorgen virale Helferproteine fiur eine geregelte Produktion
aller zur Erzeugung neuer Virionen benotigten Bestandteile. Nach Zusammenlagerung der
Viruskomponenten (Assembly), schnuren sich diese aus der Zellmembran ihrer Wirtszelle ab
und reifen zu neuen infektiésen Viruspartikeln. Die Virusmembran stammt also von der
Wirtszelle und enthélt daher diverse wirtseigene Strukturen (HLA’S). Dies erschwert die
Erkennung des Virus durch das Immunsystem des infizierten Menschen. HI-Virionen haben
eine Halbwertszeit im Blut von weniger als 6 Stunden. Die infizierten CD4"-Lymphozyten
haben eine Halbwertszeit von weniger als 2 Tagen, wobei taglich mindestens 10'° Virionen
produziert werden.>® Friiher oder spater fiihrt die Virusproduktion zum Absterben der
Wirtszelle, so dass diese ihre Aufgaben im Immunsystem nicht mehr wahrnehmen kann.

In den ersten Wochen einer HIV-Infektion kann es zum Auftreten grippeédhnlicher
unspezifischer Symptome kommen. Dabei steigt der Virus-Titer zunéchst stark an, wahrend
die Anzahl an CD4"-T-Zellen (Ts-Zellen) im Blut entsprechend sinkt. Nach dieser akuten
Phase bekommt das Immunsystem die Infektion zundchst unter Kontrolle, wobei sich der
Titer der CD4"-T-Zellen nahezu normalisiert. In den infizierten Zellen kann das Virus jedoch
jahrelang persistieren, ohne schwere Krankheitssymptome zu verursachen. Diesen Zeitraum
der Erkrankung bezeichnet man als die asymptomatische Phase, die einen Zeitraum von 2 bis
15 Jahren in Anspruch nehmen kann. Wéhrend dieser Zeit sind direkt im Blut keine
Viruspartikel nachweisbar, dabei besteht auch hier eine dynamische Interaktion zwischen
Infektion, Produktion neuer Viren und deren Bekdampfung durch das Immunsystem. Im
weiteren Verlauf der HIV-Infektion kommt es dann von einem normalen Wert von 600 bis
1200 Zellen pro pL Blut zu einer rapiden Abnahme der CD4"-T-Zellen bei gleichzeitigem
Anstieg der Viruslast. Durch den kontinuierlichen Verlust der CD4"-T-Zellen wird das
Immunsystem stark geschwacht, bis schliel3lich ein Schwellenwert von 200 Ty-Zellen pro uL
Blut unterschritten wird. Die Folgen sind das Auftreten opportunistischer Infektionen, deren
Erreger fur den gesunden Menschen ungeféhrlich sind, aber fiir den immungeschwéchten
HIV-Infizierten ein groRes gesundheitliches Problem darstellen. Diese Phase opportunis-
tischer Infektionen ist kennzeichnend fir das symptomatische Stadium der Erkrankung,
welches das Krankheitsbild AIDS definiert und letztendlich zum Tode des HIV-Infizierten
fihrt. Unbehandelt versterben innerhalb von 15 Jahren etwa zwei Drittel der Patienten an den
Folgen der HIV-Infektion.>®

16



Einleitung

1.4 Die HIV-1 Korezeptoren CCR5 und CXCR4

Die vom HI-Virus genutzten Korezeptoren gehéren zu den G-Protein-gekoppelten Rezep-
toren (GPCR’s) aus der Familie der 7-Helixtransmembranproteine.® Dabei handelt es sich
um Chemokinrezeptoren, die mit sieben transmembranen o-Helices in der Membran
verankert sind (7TM). Diese Familie besteht aus tiber 200 verschiedenen Membranproteinen,
deren natirliche Funktion darin besteht, Leukozyten zu Entziindungsschauplatzen zu fiihren,
indem sie Chemotaxis in Richtung der am Ort der Entziindung ausgeschitteten Chemokine
bewirken (chemoattractant cytokines).”®*" Diese kleinen aus 60-75 Aminosauren
bestehenden Proteine gehoren zur Familie der Cytokine. Die Nomenklatur der Chemokine
leitet sich aus der Aminosdauresequenz ab (s. Abbildung 5A), in der zwei Cysteinreste
entweder direkt nebeneinander (CC-Chemokine, auch [-Chemokine) oder durch eine
beliebige Aminoséure voneinander separiert liegen (CXC-Chemokine, auch o-Chemo-
kine).>*®

Ad CXC-Chemokin CC-Chemokin

B) CEC-Chemokin CC-Chemokine

SOF-1 Rantes, Mip-1e, Mip-1B

CHCRY CCRS

Abbildung 5: HIV-Korezeptoren und deren Liganden. A: Die Chemokine werden aufgrund der Amino-
sduresequenz in CXC- oder CC-Chemokine unterteilt. B: Das CXC-Chemokin SDF-1 ist der natirliche
Ligand von CXCR4. Die CC-Chemokine RANTES, MIP-1a. und MIP-1 sind natirliche Liganden von
CCRS5. Die Chemokinrezeptoren werden analog hierzu als CXC- und CC-Rezeptoren bezeichnet. Die
beiden Haupt-Korezeptoren fir HIV-1 sind der CXC-Rezeptor CXCR4 und der CC-Rezeptor CCR5.

Die Chemokinrezeptoren werden analog zu den von ihnen gebundenen Chemokinen als
CXC- und CC-Rezeptoren bezeichnet (s. Abbildung 5B). Der erste Chemokinrezeptor, der im
Jahre 1996 als HIV-1 Korezeptor identifiziert wurde, ist CXCR4, der auf T-Lymphozyten
lokalisiert ist.**° Der natiirliche Ligand des CXCR4 ist das CXC-Chemokin SDF-1. Bald
darauf wurde CCRS5 als weiterer HIV-1 Korezeptor identifiziert, der auf Makrophagen
exprimiert wird und dessen natdrliche Liganden die CC-Chemokine RANTES, MIP-1a und
MIP-1 sind.**6
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Fur die HIV-Infektion sind in vivo nur die Korezeptoren CXCR4 und CCR5 von Bedeutung,
die von jedem bislang bekanntem HIV-1 Isolat genutzt werden kénnen.®® Dariiber hinaus
wurden weitere Vertreter dieser Proteinklasse identifiziert, die als zusétzliche HIV-
Korezeptoren fungieren kénnen.??®* Die in vivo Funktion und Bedeutung dieser Chemokin-
rezeptoren ist bislang allerdings noch nicht bekannt.

Bereits friih nach Entdeckung des HIV-1 wurde beobachtet, dass aus dem Blut von Patienten
isolierte HI-Viren in vitro unterschiedliche Replikationseigenschaften aufwiesen. So zeigten
Viren, die von Makrophagen exprimiert wurden langsame Replikationskinetiken. Sie unter-
schieden sich von schnell wachsenden Viren, die nur in T-Zellkulturen replizieren konnten.
Es wurde daher zunéchst zwischen M-tropen und T-tropen Virusvarianten unterschieden. ®>
Spéter wurde eine Korrelation beobachtet zwischen dem Fortschritt der Erkrankung und der
Eigenschaft von HIV verschiedene Korezeptoren fur die Infektion von Zellen nutzen zu
kodnnen. Zu Beginn der HIV-Infektion dominieren die M-tropen Virustypen, die CCR5 als
Korezeptor verwenden und Makrophagen befallen.®” Nach der asymptomatischen Phase
findet jedoch ein Wechsel des viralen Phé&notyps statt, und es treten vermehrt T-trope Viren
auf, die CXCR4 als sekundéaren Rezeptor nutzen, so dass zunehmend T-Helferzellen
angegriffen werden.®®® Dies korreliert mit dem Fortschreiten der Erkrankung und dem
Ausbruch von AIDS. Der Tropismuswechsel ist eng mit der Glycosylierung des gpl120
verbunden. Die T-tropen Virusstdmme tragen weniger Kohlenhydratstrukturen als die
M-tropen. Offensichtlich sind die M-tropen Stdmme weniger infektiés, sind aber nicht so
leicht durch das Immunsystem zu erkennen, da die Zucker offenbar die antigenen
peptidischen Epitope abschirmen. Die schwacher glycosylierten T-tropen Stdmme sind viel
virulenter, werden jedoch zundchst besser vom Immunsystem neutralisiert und kdnnen sich
vermutlich erst bei einem stark vorgeschadigten Immunsystem in fortgeschrittener Phase der
Infektion durchsetzen.” Die Art des Chemokinrezeptors bestimmt also den Tropismus des
Virus, wobei heute HI-Viren, die nur CCR5 nutzen konnen, als R5-trop und Viren, die
ausschlieBlich CXCR4 verwenden konnen, als X4-trope Virusvarianten bezeichnet werden.
Daneben existieren sogenannte Dual- oder R5X4-trope Virenstdimme, die beide Korezeptoren
nutzen konnen.®? Zusatzlich sind multitrope Viren bekannt, die noch weitere Chemokin-
rezeptoren verwenden konnen.

Die Relevanz des CCR5 als wichtigster Korezeptor fur M-trope HIV-1 Stdimme zeigte sich
anhand von Untersuchungen an Menschen, die dem Virus mehrfach ausgesetzt waren, ohne
jedoch infiziert zu werden.”*"® Es wurde in einem der CCR5-Allele eine 32-Basenpaare-
Deletion festgestellt (A32-Deletion), wodurch diese Menschen einen verkiirzten Korezeptor
exprimieren, der nicht auf der Zelloberflache présentiert wird. Den im Anfangsstadium der
Infektion vorherrschenden M-tropen Viren fehlt somit der notwendige Korezeptor, was
erheblichen Einfluss auf den Krankheitsverlauf hat.
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Die Abbildung 6 zeigt die schematische Darstellung des humanen CCRS5, der aus sieben
transmembranstandigen Helices (TM1-7), drei extrazellularen Loops (EL1-3), drei intra-
zelluldren Loops (IL1-3) sowie dem extrazelluldaren N-Terminus und dem cytosolischen
C-Terminus aufgebaut ist.”® Wie Substitutionsstudien ergeben haben, scheint der negativ
geladene Sulfotyrosin-haltige N-terminale Bereich des CCR5 fir die Interaktion mit dem HI-
Virus von essentieller Bedeutung zu sein, da die Rezeptoraktivitdt durch Mutationen bzw.
Substitutionen in dieser Region empfindlich gestdrt wurde.”™™* Aber auch verschiedene
Aminoséuren der extrazellularen Domanen sind wahrscheinlich flr die Bindung an das virale
gp120 relevant, wobei insbesondere der zweiten extrazellularen Loop (EL2) grofRe
Bedeutung zugeschrieben wird. Dabei wird vermutet, dass einige dieser essentiellen
Aminosduren fir die Ausbildung der bindungsaktiven Konformation des CCR5
verantwortlich sind, wahrend andere das Bindungsepitop bilden. Die Unterdriickung der
Sulfonierung der Tyrosinreste des N-terminalen Bereichs zeigte nachweislich eine
Schwaéchung der gp120/CCR5-Interaktion, wobei die natirliche Funktion der Sulfonierung
nicht geklart ist.”

N-terminus

ﬂaﬁﬂﬁﬁﬁ!'ﬂ@ﬁﬂ EEEQXDM

C-terminus

Abbildung 6: Schematische Darstellung der CCR5-Struktur. TM1-7 bezeichnen die transmembranen
Domanen, EL1-3 die extrazellularen Domanen und IL1-3 die intrazellularen Domanen. Grau unterlegte
Aminosduren sind stark konserviert in der Gruppe der CC-Chemokinrezeptoren. Schwarz unterlegte
Aminosauren sind stark konserviert in der Familie der GPCR’s im Allgemeinen.”

1.5 Das virale Glycoprotein gp120

Das Glycoprotein gpl120 ist an der &uferen Virushille des HIV-1 durch nicht kovalente
Bindungen an das membranstandige gp41 koordiniert.”” Dieses Heterodimer liegt als Trimer
auf der Virusoberflache vor. Die Glycoproteine gp120 und gp41l werden durch eine virus-
eigene Protease aus dem Vorlauferprotein gpl60 gebildet.?*?® Das gp120 ist ein hoch-
glycosyliertes Protein mit einer molaren Masse von etwa 120 kDa und besitzt einen Glyco-
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sylierungsanteil von ca. 50 %.”"" In Abbildung 7 ist das HIV Oberflachenprotein gp120
schematisch dargestellt. Es besteht je nach HIV-Variante aus ca. 470-500 Aminosauren und
weist 24-26 potentielle N-Typ-Glycosylierungsstellen sowohl vom komplexen als auch vom
hochmannosidischen Typ auf (s. Abbildung 8).” Aus der Aminosauresequenz des
peptidischen Teils resultiert eine Tertidrstruktur des gp120, die von neun Disulfidbriicken
zwischen Cysteinen bestimmt wird. Es besteht aus finf hypervariablen Loops (V1-V5), die
liber fiinf relativ konservierte Sequenzbereiche (C1-C5) miteinander verbunden sind.”
Besonders wichtig fur die viralen Eigenschaften und die Virusneutralisation sind die hyper-
variablen Bereiche des gp120. Diese weisen neben einer replikationsbedingten Varianz in der
Aminosduresequenz auch Deletionen und Insertionen auf, was zu Differenzen von bis zu
25 % in der Sequenz der verschiedenen HIV-Stamme fiihrt.
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des gp120 mit den potentiellen Glycosylierungsstellen, den hyper-
variablen Loops V1-V5, den CD4-Bindungsstellen sowie der prinzipiell neutralisierenden Doméne inner-
halb der V3-Loop.

Aufgrund von Antikorperbindungsstudien wird davon ausgegangen, dass die variablen
Bereiche des gp120 an der Oberflache exponiert sind, wéahrend die konservierten Regionen
einen zentralen Kern bilden.!® Die exponierten Bereiche des gp120 werden dabei durch
N-Glycane verdeckt, was die Zugéanglichkeit der peptidischen Sequenzen durch Antikorper
stark beeintrachtigt.*!

Anhand von Roéntgenstrukturdaten konnte die Kristallstruktur von gp120 teilweise aufgeklart
werden und ein detailliertes Verstandnis tber die Wechselwirkung von gp120 und CD4
erhalten werden.®** Kwong et al. gelang es 1998, einen terniaren Komplex aus einem
modifizierten gp120, dem D1-D2-Fragment des humanen CD4 und einem Antikdrper-Fab-
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Fragment zu kristallisieren. In der Rontgenstruktur waren N- und C-Terminus des gp120 um
52 bzw. 19 Aminoséduren verkurzt, die variablen Bereiche V1/V2 sowie V3 fehlten génzlich
und die N-Glycane waren enzymatisch mit Endo-H bis auf den ersten GIcNAc-Rest entfernt
worden. In dieser, dem Kokristall zugeordneten Struktur bildet das modifizierte gp120 eine
innere und eine duBere Doméne, die durch ein vierstrangiges B-Faltblatt (bridging sheet)
miteinander verbunden sind. Es wurde festgestellt, dass die fur die Bindung an den CD4-
Rezeptor verantwortlichen Aminoséuren ein diskontinuierliches Epitop bilden,”*" das auf
sechs Peptidabschnitte des gp120 verteilt ist.*®

Das Glycoprotein gp120 wird dem N-Typ der Glycoproteine zugeordnet, da die Kohlen-
hydratreste tber den Amidstickstoff einer Asparaginseitenkette N-glycosidisch gebunden
vorliegen. Darlber hinaus findet im wesentlich haufiger auftretenden O-Typ die kovalente
Verknlpfung des Zuckeranteiles Uber das Sauerstoffatom einer Serin- oder Threonin-
seitenkette statt. Es sind jedoch auch O-Typ-Bindungen zu den Hydroxylgruppen von
Hydroxylysin und —prolin bekannt. Im seltener auftretenden S-Typ erfolgt die glycosidische
Bindung am Schwefelatom einer Cysteinseitenkette.®

Die N-Typ-Glycoproteine weisen ein einheitliches Pentasaccharidgrundgerist auf, das als
core-Struktur bezeichnet wird.?? Diese ist aus zwei B-glycosidisch verkniipften N-Acetyl-p-
glucosaminen (GIcNAc), einer B-glycosidisch verknlpften Mannose (Man) und zwei
weiteren a-glycosidisch verbundenen Mannosen aufgebaut. Je nach Organismus und bio-
logischer Funktion befinden sich an diesen Mannoseeinheiten zusétzliche Oligosaccharide,
wobei das weitere Glycosylierungsmuster zwischen drei Haupttypen unterscheidet (s. Abbil-
dung 8).

Sia Sia
‘a2,3 ‘(12,3
Man Man Man Gal Gal Gal
ol,2 ol,2 ol,2 ‘ plL4 ‘ pl,4 ‘ pL.4
Man Man Man GlcNAC GIcNAc GIcNAc Man Man
‘q1,2 a3 /(xl,6 ‘31,2 ‘31,2 ‘31,2 a1,3\ /(x,l,ﬁ
Man Man Man Man Man Man
0(1,3\ Al,ﬁ al,g\ Al,(i al,g\ Al,G
Man Man GIcNAc Man
pl,4
‘ pl,4 ‘ pl.4 ‘ pl,4
GlcNAc GIcNAc GIcNAc
1,4 1,4 ‘ pL4
K as |?
GIcNAc Fuc GIcNAc G‘lcNAC
Asn Asn Asn
mannosereich Komplex Hybrid

Abbildung 8: Représentative Strukturen fur die drei Haupttypen der N-Typ-Glycoproteine.

Der hochmannosidische Typ zeichnet sich durch zwei bis drei Verzweigungen (Antennen)
von weiteren a-glycosidisch gebundenen Mannosen aus. Der Komplex-Typ, welcher nur in
héheren Organismen zu finden ist, besitzt zwei bis sechs Antennen aus Fucosyl-Lactosamin-
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resten, die endstandig Sialinséuren tragen. Der Hybridtyp enthalt Strukturmerkmale beider
vorangegangener Typen.®” Im gp120 findet man dabei N-Glycosylierungen vom hochmanno-
sidischen und vom komplexen Typ.

Die Glycosylierung der Proteine bei der Biosynthese erfolgt durch posttranslationale Modi-
fikationen im endoplasmatischen Retikulum und im Golgi-Apparat. Damit ein Asparagin
glycosyliert werden kann, muss es Teil der Sequenz NXT/S sein, wobei X eine beliebige
Aminosdure darstellt. Nicht nur durch die Art und Anzahl der Monosaccharideinheiten,
sondern auch durch die unterschiedlichen Verknlpfungsmoglichkeiten, tritt eine enorme
Vielfalt von Glycanen auf einem Protein auf, weshalb es sich bei den Glycoproteinen um
eine weit verbreitete Naturstoffklasse mit herausragender biologischer Bedeutung handelt.®
Wahrend die funktionelle Bedeutung der reinen Kohlenhydrate als Gerist- und Speicher-
substanzen sowie die der Proteine als Strukturbildner oder Trager spezifischer Funktionen
(z.B. Enzyme) zumeist aufgeklart sind, ist die spezielle Funktion der Glycoproteine weit-
gehend ungeklart. Eine entscheidende Rolle liegt in der Einflussnahme der Kohlenhydratreste
auf die 3D-Struktur des gesamten Glycoproteins. Die rdumliche Struktur ist dabei maRgebend
fur die katalytische Aktivitdt von Enzymen. Glycoproteine haben einen groRen Einfluss bei
zellul&ren Erkennungsmechanismen an &uReren Zellmembranen, u.a. bei der Regulation des
Zellwachstums und bei Infektionen. Daneben spielen sie auch bei der Wechselwirkung mit
bioaktiven Molekilen bei der Steuerung von Regulationskaskaden und bei Prozessen der
Signaltransduktion eine wichtige Rolle 2

Die enorme Variabilitat des gp120 in der Aminoséuresequenz, die die verschiedenen HIV-
Varianten und Subtypen auszeichnet, wird durch die Komplexitit der N-Glycosylierungen
weiter gesteigert. Uber die Funktion des Kohlenhydratanteils des gp120 wird seit langem
kontrovers diskutiert. Wahrend einige Arbeiten die Prasenz von Zuckerstrukturen beziiglich
der Virusinfektivitat als essentiell einschatzen, schreiben andere ihr Uberwiegend eine
Beteiligung an der Proteinfaltung zu.*® Wie erste Untersuchungen zeigten, filhrt die
Expression der Proteinsequenz des gp120 in einem nicht glycosylierenden System zu einem
Protein, das nicht in der Lage ist an CD4 zu binden.!” Daraus wurde gefolgert, dass die
Glycosylierungen fiir die Ausbildung und den Erhalt der Funktion des Proteins notwendig
sind, und das Fehlen der Kohlenhydratstrukturen ein nicht funktionelles Protein zur Folge
hat. Allerdings wurde berichtet, dass die meisten der N-Glycosylierungen fir die virale
Infektiositat entbehrlich sind, da vereinzelte Mutationen der potentiellen Glycosylierungs-
stellen des gp120 nur einen geringen inhibitorischen Effekt auf die virale Infektivitét
zeigten.®®% Jedoch fiihrte die Abspaltung der Neuraminsduren des intakten gp120 zu einer
reduzierten Antikérperbindung.®® Dariiber hinaus vermdgen mannosespezifische Lektine,
durch Wechselwirkung mit den Zuckern des hochmannosidischen Typs des gpl20, die
Infektion von CD4*-T-Zellen vollstandig zu inhibieren.* Enzymatisch deglycosyliertes
gp120 hingegen bindet in gleichem MaRe an CD4, wie die glycosylierte Form.%
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Wahrend die Mehrzahl der Glycosylierungen entbehrlich bzw. von nur geringer Bedeutung
fur die Infektiositat des Virus sein soll, konnte der Einfluss einzelner N-Glycosylierungen
des gpl120 auf die Replikationsfahigkeit des Virus gezeigt werden. Die Eliminierung von
N-Glycanen aus dem V1/V2- und V3-Bereich des gpl120 CXCRA4-troper HIV-1 Stdmme
fihrte zu einer verminderten Replikationsfahigkeit dieser Viren.** Das Fehlen dreier
Glycosylierungsstellen innerhalb der CD4-bindenden Region hat eine Veranderung der
Konformation des gp120 und eine verminderte Bindungsstarke zur Folge.** Das selektive
Fehlen der VV3-Glycosylierung erhéht die Neutralisation durch Antikérper um das 100fache.®®
Dies legt den Schluss nahe, dass der Kohlenhydratanteil in CD4- oder korezeptorbindenden
Regionen essentiell fir eine Bindung ist und die Glycosylierung der V3-Loop einen
wesentlichen Einfluss auf den Escape des Virus vom Immunsystem hat. Aber auch fur das
Oberflachenprotein des SIV, welches neben CCR5 nicht CXCR4 als Korezeptor nutzt,”
konnte gezeigt werden, dass die Zuckerstrukturen eine wichtige Rolle fiir die Funktion der
Immundefizienzviren haben. Die Entfernung der N-Glycosylierung aus der VV3-Region fiihrte
zunichst zu einer drastischen Abnahme der Viramie im Affen.® Jedoch bildeten diese
infizierten Tiere nach einiger Zeit eine Virusvariante, welche im Bereich des eliminierten
N-Glycans wieder eine N-Glycosylierung besaRen. Ebenso zeigten neuere Untersuchungen,
dass die selektive Entfernung der Glycosylierung innerhalb der VV3-Loop des humanen gp120
fur eine veranderte Infektiositdt des Virus sorgt und auch die Nutzung der Korezeptoren
beeinflusst.””*® Es konnte dabei gezeigt werden, dass die Glycosylierung in der V1/V2-
sowie der V3-Loop den Korezeptortropismus beeinflusst. Durch Mutation von Asparagin 301
der V3-Loop zu Glutamin war keinerlei Affinitat mehr fir den CCR5-Korezeptor vorhanden
und es wurde ein Tropismuswechsel beobachtet: nur noch der CXCR4-Korezeptor wurde
benutzt.*

Es wurde kirzlich postuliert,'® dass das Virus die Glycosylierungen als ein dynamisches
Kohlenhydrat-Schutzschild (glycan shield) nutzt, um antigene peptidische Epitope zu
maskieren, um sich vor neutralisierenden Antikdrpern zu schitzen und auf diese Weise der
humoralen Immunantwort zu entkommen.® Der Einfluss der reduzierten Glycosylierung des
gpl20 auf die virale Infektiositat resultiert dabei scheinbar aus einer Verénderung der
Konformation, was eine Entmaskierung und somit eine gunstigere Présentation der
konservierten Bereiche gegenuber dem Immunsystem zur Folge hat. Um eindeutige
Aussagen uber den Einfluss des Kohlenhydratanteiles im Protein auf dessen biologische
Funktionalitdt machen zu konnen, sind weitere Informationen insbesondere im Bereich der
Strukturaufklarung und der Bindungsstudien essentiell fir ein detaillierteres Verstandnis der
HIV-Infektion. Hierzu sind Synthese und funktionale Untersuchungen von Peptiden und
Glycopeptiden unerlasslich und leisten einen wichtigen Beitrag fiir zukinftige therapeutische
und prophylaktische Strategien.
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1.6 Die V3-Loop des gp120

Die V3-Loop des gp120 (s. Abbildung 7), der ein entscheidender Einfluss auf die Eigen-
schaften des Virus zugeschrieben wird, besteht Gberwiegend aus 33 Aminoséuren zwischen
zwei Cysteinresten, die eine Disulfidbricke bilden. Diese ist von grolRer Bedeutung fir den
Erhalt der Struktur des gp120 und der Infektidsitat des Virus.'®* Innerhalb der V3 befindet
sich eine N-Glycosylierung vom komplexen Typ. Die flankierenden Glycosylierungen sind
vom hochmannosidischen Typ. Daruber hinaus existieren V3-Sequenzen mit Deletions-
stellen, aber auch solche mit Insertionen, die jedoch nur einen geringen Teil der
Gesamtpopulation ausmachen.'®* Aufgrund der hohen Fehlerquote der Reversen Trans-
kriptase und der dadurch bedingten hohen Mutationsrate des HIV ist die Sequenz der V3-
Loop hypervariabel.

Ausgenommen davon ist eine zentral gelegene kurze hochkonservierte Sequenz GPGRAF
(HIV-1, Subtyp B), die je nach HIV-Subtyp nur geringfigig variiert.'®® Diese Region enthalt
einen signifikanten f-turn, welcher entscheidend zur Tertidrstruktur des gpl120 beitrdgt. Das
GPGRAF-Motiv wird als prinzipiell neutralisierende Doméne (PND)'%* bezeichnet, da gegen
diesen Sequenzbereich Antikorper gebildet werden, die entsprechende HIV-Stamme zu
neutralisieren vermdgen. Diese sind allerdings nicht in der Lage die Infektion langfristig zu
inhibieren. Dennoch wird diesem Epitop eine entscheidende Rolle bei der Interaktion mit
humanen Zellen zugeordnet, da es maBgeblich an der Korezeptorbindung beteiligt ist.* Wie
NMR-Studien zeigten, erkennen anti-(PND)-Antikdrper tber das PND-Motiv hinaus weitere
Sequenzen der V/3-Region.’® Ebenso blockieren neutralisierende Antikérper gegen die V3-
Loop die Interaktion von gp120/CD4-Komplexen mit CCR5.*®

Innerhalb der VV3-Loop ist ein zweiter hochkonservierter Bereich lokalisiert. Dieser befindet
sich in der Ndhe des N-Terminus und beinhaltet eine N-Glycosylierung des komplexen Typs
(NNT), welche nahezu den gleichen Raum beansprucht, wie die Loop selber. Die Bedeutung
dieser Region ist noch weitgehend unklar, jedoch zeigten Untersuchungen, dass die dortige
Glycosylierung die Infektidsitat des Virus und den Korezeptortropismus beeinflusst.”® Auf
SPR basierende Bindungsstudien mit synthetischen V3-Peptiden und Glycopeptiden zeigten
eine erhdhte CCR5-Affinitat der glycosylierten Verbindungen gegeniiber den Peptiden
gleicher Sequenz. %%

Die Struktur der V3-Loop konnte auf Basis der von Kwong et al. modellierten Rdntgen-
struktur nicht aufgeklart werden, da dieser Bereich des gp120 im dortigen Modell fehlte.?**
Aus diesen Arbeiten ergab sich jedoch, dass die Ladung im Bereich der V3-Loop
(Gesamtladung +2 bis +10) einen nennenswerten Einfluss auf die Interaktion mit den
Korezeptoren haben konnte.*” Es wird vermutet, dass das hohe elektrostatische Potential die
direkte Interaktion mit humanen Zellmembranen verstarkt, denn Polyanionen konkurrieren
effektiv mit Antikérpern um die Bindung an die VV3-Region.'*®
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Die V3-Region ist von entscheidender Bedeutung fiir den HIV-Entry lber die Korezeptoren
CCR5 und CXCR4. HIV-Varianten, in deren gpl20 die V3-Loop deletiert wurde, waren
nicht replikationsfahig.’®® Die V3-Sequenz bestimmt, welcher Korezeptor genutzt werden
kann." ™ wird die VV3-Loop eines R5-tropen Virus gegen die eines X4-tropen ausgetauscht,
so besitzt das resultierende Virus die X4-trope Eigenschaft des Virus, aus dem die V3-Loop
stammt. Es lassen sich auch anstelle der V3-Loop die Sequenzen der Chemokinliganden
SDF-1 und MIP-1a insertieren, was zur Infektion entsprechender CXCR4- bzw. CCR5-
exprimierender Zellen fihrt."*? Die Interaktion zwischen HIV und Korezeptor wird erheblich
durch einzelne Aminosduren aus der VV3-Region beeinflusst, was einen starken Effekt auf die
Infektidsitat und die Korezeptornutzung des Virus hat.*** Die Mutation des Arginins-298, das
direkt neben der innerhalb der Loop liegenden Glycosylierungsstelle zu finden ist, fihrt zu
einer drastischen Reduzierung der viralen Infektiositat.***

Die direkte Interaktion der V3-Region mit den Korezeptoren konnte durch Bindungsstudien
von V3-Peptiden an CCR5'®!" pzw. CXCR4™® gezeigt werden. Untersuchungen mittels
einer synthetischen V3-Bibliothek mit Permutationen an vier stark variablen Positionen
(H308, R313, A317, D320) liellen dabei den Schluss zu, dass CCR5 an diesen Stellen der
V3-Region keine ausgepragte Sequenzspezifitat besitzt.'” Daneben konnte gezeigt werden,
dass anti-CXCR4-Antikorper durch zyklische V3-Peptide in ihrer Interaktion mit dem
Korezeptor inhibiert werden konnen. Diese Peptide enthielten tber die V3-Loop hinaus
weitere Segmente der Aminosauresequenz.**> Weiterhin konnte gezeigt werden, dass kleine
Molekule nicht zur Inhibition der Korezeptoren ausreichten, da dann vermutlich das gp120
auch mit einem reduzierten Bindungsepitop des Korezeptors auskommt und die Infektion
immer noch stattfinden kann.™*°

Wie anhand der Arbeiten der letzten Jahre deutlich wurde, beeinflusst die V3-Sequenz die
Korezeptornutzung und stellt ein wichtiges immunogenes Epitop des gp120 dar, welches in
Patienten eine starke Immunantwort induziert.

1.7 Therapieansatze zur HIV-Bekdmpfung

Die hohe mutationsbedingte Variabilitat der Aminosauresequenz und die Glycane des gp120
verhindern eine erfolgreiche Bekampfung durch das humane Immunsystem und gewahr-
leisten eine langfristige Resistenz des Virus gegen neutralisierende Antikdrper. Aufgrund der
weltweiten Verbreitung des HIV ist die Entwicklung von Anti-HIV-Wirkstoffen Ziel
zahlreicher Forschungsprojekte. Um der Infektion entgegen zu wirken, dienen verschiedene
Stadien des HIV-Lebenszyklus als Angriffspunkt.

Die derzeit Ubliche Behandlungsform von HIV-Infektionen ist die hoch aktive antiretrovirale
HAART-Therapie (highly active antiretroviral therapy).'*” Bei den dort eingesetzten Medi-
kamenten handelt es sich um Inhibitoren der viralen Enzyme Reverse Transkriptase und
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Protease, die sich gegen die Replikation des Virus richten. Diese werden in Form einer
Kombinationstherapie verabreicht, um durch gleichzeitigen Einsatz unterschiedlicher
Virostatika einer Resistenzentwicklung des HIV entgegen zu wirken. Es stehen dabei drei
Gruppen von Medikamenten zur Verfiigung: Die Nukleosid- bzw. Nukleotid-analogen-
Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NRTI), die Nicht-Nukleosid- bzw. Nicht-Nukleotid-
analogen-Reverse-Transkriptase-Inhibitoren (NNRTI) sowie die Protease Inhibitoren (P1)."®
Eine vollistandige Heilung nach einer HIV-Infektion kann auf diese Weise nicht erreicht
werden, da diese Inhibitoren nur gegen aktiv replizierende Viren wirken. Jedoch kann sowohl
die Lebensqualitdt als auch die Lebenserwartung HIV-infizierter Menschen deutlich
verbessert werden. Allerdings bedeutet dies fir den Patienten eine lebenslange medikamen-
tose Behandlung mit teilweise erheblichen Nebenwirkungen, weshalb die Weiterentwicklung
von HAART-Medikamenten von grof3er Bedeutung ist.

Auch an Inhibitoren des viralen Enzyms Integrase und des Assemblys wird intensiv ge-
forscht."'®° Es konnte mit 1,3-Diketosauren eine Verbindungsklasse identifiziert werden,
die selektiv den strand transfer Schritt der Integraseaktivitdt blockieren. Diese bringen
allerdings unerwinschte pharmakologische Eigenschaften mit sich und stehen derzeit noch
nicht fir die klinische Erprobung zur Verfiigung.

Die Wirkstoffe der Klasse der Fusions- bzw. Entry-Inhibitoren wirken gegen den Eintritt von
HIV in die Wirtszelle und verhindern damit die Infektion von Zellen. Dabei bieten sich
grundsatzlich drei Ansatzpunkte an: Die Bindung an CD4, die CCR5- bzw. CXCR4-
Korezeptorbindung und die Fusion der Membranen.'® Den finalen Schritt des HIV-Entrys,
die Fusion von Virus- und Zellmembran, zu blockieren, konnte mit peptidischen
Konstrukten erzielt werden, die sich vom gp41 ableiten. Diese Peptide substituieren die C-
oder N-terminale Region des gp41 und verhindern dadurch konformationelle Anderungen,
die fiir die Fusion notwendig sind.”***° Mit Enfuvirtide/T20 (Handelsname Fuzeon) ist im
Jahr 2002 der erste Vertreter der Klasse der Fusions-Inhibitoren zugelassen worden, der mit
hoher antiviraler Aktivitat nach diesem Prinzip wirkt.*?" Dieser Wirkstoff muss allerdings
zweimal taglich subkutan gespritzt werden, ist jedoch gut vertréglich. Dabei handelt es sich
um ein 36er-Peptid, welches dem C-terminalen Bereich des gp41 entspricht. Ein verwandtes
Peptid mit einer in vitro héheren intrinsischen Potenz ist T1249, welches sich in Kklinischer
Erprobung befindet. Ein weiteres 38er-Peptidderivat dieser Art (T21) entspricht der N-termi-
nalen Region des gp4l und verhindert die Infektion in Zellkulturen, jedoch liegt die
Inhibition nur im mikromolaren Bereich.'?

Eine weitere Alternative bieten die Entry-Inhibitoren, die das Andocken des HIV an die Ziel-
zelle unterbinden.'?® Die gp120/CD4-Interaktion ist dabei attraktives Ziel fir die Wirkstoff-
entwicklung. Da die Blockierung des CD4-Rezeptors vermutlich dessen bedeutende Funktion
im menschlichen Organismus beeintrachtigt, konzentrieren sich zahlreiche Forschungs-
arbeiten auf die Blockierung des gp120. Grundsatzlich weist die Inhibierung eines humanen
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Proteins ein erheblich groieres Nebenwirkungsrisiko auf als der relativ selektive Angriff auf
Bestandteile eines Pathogens. Allerdings birgt dies Schwierigkeiten aufgrund der mutations-
bedingt hohen Variabilitdt des HIV. Der Versuch, die l6sliche Form des CD4-Rezeptors
(sCD4) als gp120-Inhibitor einzusetzen, ist in Klinischen Studien aufgrund nicht nennens-
werter antiviraler Wirkung gescheitert.*?* Eine Weiterentwicklung in Form eines heterotetra-
meren CD4-1G2-Konstrukts (PRO542) ist wesentlich wirksamer, welches sich in Phase II
Studien befindet.'* Es existieren bereits Inhibitoren der gp120/CD4-Interaktion in Form von
CD4-bindenden Antikdrpern. Die monoklonalen Antikorper Leu3A oder OKT4A zeigen sich
in vitro als sehr wirksam, fiihren allerdings zu einem Riickgang der CD4"-Zellen. Dieser
Nachteil ist bei dem CD4-Antikorper 5A8 nicht gegeben. Ob dieser jedoch durch die CD4-
Bindung andere immunsuppressive Eigenschaften hat, ist bisher nicht bekannt.**®

Auch die sekunddre Wechselwirkung von gp120 mit Chemokinrezeptoren der Wirtszelle ist
ein Ansatzpunkt fur die Wirkstoffentwicklung. Die natirlichen Liganden der Korezeptoren
CXCR4 und CCRS5, wie SDF-1 sowie RANTES, MIP-1a und MIP-1f, zeigen antivirale
Aktivitat, sind allerdings aufgrund erheblicher Nebenwirkungen therapeutisch nicht einsetz-
bar.'?® Eine antagonistische Blockierung von CXCR4 scheint problematisch zu sein, da eine
Deletion des CXCR4-Gens bei Mdausen zu tddlichen Entwicklungsstorungen des Fotus
fuhrt.®” Mittlerweile sind jedoch verschiedene nicht toxische niedermolekulare Inhibitoren
bekannt. Bei den CXCR4-Inhibitoren T22, T134, T140, AMD3100, AMDO070, ALX40-4C
und ihren Derivaten handelt es sich um hochgradig kationische Substanzen, die sich zum Teil
bereits in klinischen Studien befinden.'®**° Die Blockierung der Funktion des CCRS5-
Rezeptors scheint weniger bedenklich zu sein, da Menschen mit A32-Deletion, die von Natur
aus keinen funktionalen CCR5-Rezeptor besitzen, keine gesundheitlichen Einschrankungen
erfahren.”* Zu den niedermolekularen, nicht-antagonistischen CCR5-Inhibitoren gehoren das
in klinischer Erprobung befindliche Sch-C und TAK-779, sowie dessen Weiterentwicklungen
AD101, TAK-220 und AK-602.''8'%° jedoch koénnte die alleinige Blockierung eines
Korezeptors den R5-X4-Wechsel beschleunigen, weshalb eine Kombination von Korezeptor-
Inhibitoren sinnvoll erscheint. Hoch selektive Antikdrper gegen die Korezeptoren kdnnten
eine beachtliche Potenz und eine breite Wirkung als Inhibitoren besitzen, ohne jedoch
Antagonisten zu sein.

Die beste Alternative, um die HIV-Infektion zu bekampfen, liegt neben einer verstarkten
Aufklarung und der Vermeidung einer Ansteckung in einer Impfung gegen das Virus. Auf
diese Weise konnte eine Infektion grundsétzlich verhindert werden, jedoch gibt es bis heute
keinen wirksamen Impfstoff. Die bislang verfolgten Strategien mit genetisch verénderten,
nicht pathogenen Viren, sowie der Verwendung von rekombinant hergestelltem gp120
zeigten nur geringen Erfolg.*****2 Ein weiterer Ansatz untersucht den Einsatz von plasmid-
basierten DNA-Vakzinen, die eine virusspezifische Immunantwort bei Affen zeigten und
einen Impfschutz méglich erscheinen lassen.?1%%13

27



Methoden

2 Methoden

2.1 Synthese von Peptiden und N-Typ-Glycopeptiden

Proteine sind Makromolekdle, bestehend aus Aminosduren, die tber eine Amidbindung
entsprechend ihrer Primarstruktur verknipft sind. Neben enzymatischen Methoden unter
Verwendung von spezifischen Peptidasen sind insbesondere die fir hoéhermolekulare
Peptide angewandten gentechnologischen Verfahren in Expressionssystemen von Bedeutung.
Ferner hat vor allem die im Folgenden erlduterte rein chemische Synthese an einer festen
Phase einen hohen Stellenwert bei der Herstellung von Peptiden und Glycopeptiden.
Wahrend die Festphasensynthese insbesondere im Labormalistab ihre Anwendung findet,
trifft man die chemische Synthese in Losung eher im industriellen MaRstab an.

Ziel einer Peptidsynthese auf rein chemischem Wege ist die kontrollierte Verknlpfung
verschiedener Aminoséauren entsprechend der angestrebten Peptidsequenz. Die im Grunde
unkomplizierte Reaktion einer Aminofunktion mit einer aktivierten Carboxylgruppe erfahrt
bei der Peptidsynthese verschiedene Schwierigkeiten. Problematisch ist zum einen, dass
Aminosduren zumindest bifunktionelle Verbindungen darstellen. Um unkontrollierte
Oligomerisierungen zu verhindern, mussen die Aminofunktionen der eingesetzten
Aminosduren in geschitzter Form vorliegen. Aullerdem muss die Carboxyfunktion der zu
verknlpfenden Aminoséure fur die Bildung der Peptidbindung aktiviert werden, um eine
Kupplung unter milden Bedingungen zu gewahrleisten. Um Nebenreaktionen von funktio-
nellen Gruppen der Seitenkette zu unterbinden, sind diese ebenfalls durch Einfuhrung
orthogonaler Schutzgruppen zu blockieren. SchlieBlich ist es von grolRer Bedeutung, die
Reaktionsbedingungen derart zu wahlen, dass eine Racemisierung der Aminosduren
vermieden wird.

Da es sich bei der Peptidsynthese um eine sich wiederholende Ausfiihrung verschiedener
Entschitzungs-, Aktivierungs- und Kupplungsreaktionen handelt, liegt eine Automatisierung
der Synthese nahe. Die rein chemische Synthese von Peptiden™* wurde daher durch die
Entwicklung der Festphasenmethode durch R. B. Merrifield ganz entscheidend gepragt, der
aufgrund seiner Arbeit auf diesem Gebiet 1984 mit dem Nobelpreis bedacht wurde.

Bei dieser Methode erfolgt der Aufbau des Peptids an einer festen Phase entgegen der
biologischen Syntheserichtung vom C- zum N-Terminus. Das Prinzip der Peptidfest-
phasensynthese ist in Abbildung 9 schematisch dargestellt, wobei die einzelnen Schritte
jeweils durch Waschschritte unterbrochen werden. Die Festphase besteht aus einem
Polyethylenglycol-Polystyrol-Harz und trégt an ihrer Oberflache sogenannte Linker, an der
die Peptidkette wéachst. Je nach Problemstellung gibt es unterschiedliche Linker, die zumeist
entweder Fmoc-geschitzte Aminogruppen oder Hydroxybenzylfunktionen besitzen.
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Abbildung 9: Schematische Darstellung der Peptid-Festphasensynthese.

29



Methoden

Da die Synthese an der Festphase verlduft, wird die erste Aminoséure Uber ihre Carboxyl-
gruppe entweder als Amid oder als Benzylester an den Linker gebunden. Diese Bindung ist
wéhrend der Synthese stabil, 1asst sich nach Beendigung der Peptiddarstellung jedoch gezielt
spalten. Bei der Abspaltung vom Harz werden in Abh&ngigkeit vom Linker die Abspalt-
bedingungen so gewéhlt, dass entweder sdmtliche Schutzgruppen an den Seitenketten mit
entfernt werden oder das Peptid fur weitere Reaktionen an den Seitenketten geschutzt bleibt.
Entsprechend der Natur des Linkers liegt der C-Terminus des Peptids nach der Abspaltung
somit entweder als Carboxamid oder als freie Carboxylgruppe vor.

Ein jeweiliger Synthesezyklus wird durch die Entschiitzung des N-Terminus am Harz
eingeleitet. Daraufhin folgt die Kupplung einer aktivierten Fmoc-geschitzten Aminoséure in
Form eines Aktivesters und anschlieRend die Blockierung aller nicht umgesetzten
Aminofunktionen durch Acetylierung. Die Fixierung der wachsenden Peptidkette am Harz
erlaubt durch entsprechende Waschvorgéange eine problemlose und quantitative Entfernung
uberschissiger und nicht umgesetzter Reagenzien ohne Verlust an Reaktionsprodukt, was
gegenuber der Synthese in Ldsung einen entscheidenden Vorteil darstellt. Allerdings sinkt
h&ufig die Kupplungsausbeute bei langer werdenden Peptiden, da eine Verkn&uelung und
somit eine gegenseitige Behinderung der verschiedenen Ketten auftritt.

Die a-Aminofunktion der zu kuppelnden Aminosdure tragt wahrend der Bindungsbildung
eine Schutzgruppe, die jedoch vor einer weiteren Kupplung entsprechend der Primérsequenz
abgespalten werden muss, wobei allerdings die Seitenkettenschutzgruppen orthogonal tiber
die gesamte Synthese erhalten bleiben missen. Hierfir hat sich im Laufe der Zeit die
basenlabile Fmoc-Schutzgruppe*® als temporarer Schutz der a-Aminogruppen als besonders
geeignet erwiesen. Zum einen kann sie unter milden basischen Bedingungen mittels Piperidin
leicht abgespalten werden, zum anderen lasst sich der Verlauf der Synthese bequem photo-
metrisch anhand der Bildung von Methylenfluoren verfolgen.

Fir die Knupfung der Peptidbindung stehen eine Reihe verschiedener Reagenzien
(Aktivatoren) zur Verfugung, die die Aktivierung der a-Carboxylfunktion durch Bildung von
Aktivestern bewirken, beispielsweise DCC, HOAt, HOBt, HBTU, TBTU oder HATU. Die in
dieser Arbeit eingesetzten Aktivierungsreagenzien HATU® und TBTU™ (s. Abbildung 10)
haben sich aufgrund zahlreicher Vorteile etabliert.

HATU TBTU

Abbildung 10: Die Aktivatoren O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N",N"-tetramethyluroniumhexafluoro-
phosphat (HATU) und O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluroniumtetrafluoroborat (TBTU).
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Sie ermdglichen die Kupplung mit hohen Ausbeuten bei kurzen Kupplungszeiten, ohne dass
Racemisierung auftritt. AuBerdem bieten sie eine hohe Kupplungseffektivitat bei sterisch
gehinderten Aminoséauren. Nachteilig wirkt sich allerdings der relativ hohe Preis von HATU
aus. Der vorgeschlagene Mechanismus der Aktivierung einer Sdurefunktion durch Bildung
eines Aminosdureaktivesters durch HATU ist in Abbildung 11 dargestellt.

O
N
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OoH -H" Ao SN

Abbildung 11: Vorgeschlagener Mechanismus der Aktivierung einer Saurefunktion durch HATU.

Trotz Optimierung der einzelnen Kupplungsschritte verlaufen diese nicht immer quantitativ.
Die nach einer Bindungsbildung nicht umgesetzten, noch frei vorliegenden Amino-
funktionen, sind daher fiir nachfolgende Umsetzungen zu blockieren, um Deletionen zu
vermeiden. Dazu wird nach jeder Kupplung ein capping-Schritt durchgefuhrt, wobei die
Acetylierung nicht umgesetzter Aminogruppen mittels Essigsaureanhydrid die weitere
Anknupfung der ndchsten Aminoséure verhindert.

Als Schutzgruppen der Seitenketten der zu kuppelnden Aminoséuren dienen in dieser Arbeit
ausschlieBlich Trt-, Pbf-, tBu-, Boc- und StBu-Gruppen (s. Abbildung 12), die sich bis auf
die StBu-Gruppe in wasserhaltiger TFA unter Zusatz von Triisopropylsilan'® (TIPS) als
scavenger problemlos entfernen lassen. Das TIPS wirkt als Hydridionendonor und sorgt
durch Reaktion mit den wahrend der Abspaltung frei werdenden Carbokationen dafir, dass
diese nicht erneut mit dem Peptid reagieren konnen. Die StBu-Schutzgruppe lasst sich durch
Reduktion mittels DTT selektiv entfernen.

OOO

-Trt -Pbf -tBu -Boc -StBu

Abbildung 12: In der Festphasensynthese verwendete Seitenkettenschutzgruppen.
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Fir die Darstellung von N-Typ-Glycopeptiden stehen ebenso wie auch bei der reinen Peptid-
synthese chemische, enzymatische oder gentechnologische Methoden in Expressions-
systemen zur Verfiigung. Die Gewinnung von Glycopeptiden aus naturlichen Quellen stellt
einen aufwendigen und schwierigen Prozess von nur geringer Ergiebigkeit dar. Auch
gentechnologische Verfahren durch Expression in gentechnisch verénderten Zellen sind
problematisch, da die Glycosylierung posttranslational erfolgt, d.h. die Proteine werden im
Anschluss an ihre ribosomale Synthese biochemisch modifiziert, wobei die Glycosylierung
von Proteinen grundsatzlich spezies- und zelltypspezifisch ist**
gewinschten Glycosylierungsmuster Ubereinstimmen muss. Die klassische organische
Synthese stellt also eine wichtige Alternative dar und bietet einen wertvollen Zugang zur
Darstellung von Glycopeptiden einer genau definierten Sequenz mit einheitlichem
Glycosylierungsmuster in annehmbaren Ausbeuten.

Seit 1992 sind verschiedene Syntheseverfahren beschrieben worden, mit denen N-Typ-
Glycopeptide darstellbar sind. Dabei kdnnen im Wesentlichen zwei Synthesestrategien unter-
schieden werden. Zum einen besteht die Méglichkeit der nachtraglichen Glycosylierung®
eines Peptids im Anschluss an die Peptidsynthese. Zum anderen werden glycosylierte
Asparaginbausteine** hergestellt, um diese dann in der sequentiellen Synthese bzw. in einer
Blocksynthese einzusetzen.

Bei dem Verfahren der konvergenten Synthese werden die zu glycosylierenden Asparagine
als Aspartate in die Peptidkette eingefiihrt, wobei die Aspartate mit orthogonal zu
entfernenden Allylgruppen in den Seitenketten geschutzt vorliegen, so dass hier die
Glycosylierung erst im Anschluss an die gesamte Peptidsynthese erfolgt. Der Zucker wird
als Glycosylamin eingesetzt und kann an der selektiv entschiitzten Seitenkette von Aspartat
angeknupft werden. Diese nachtragliche Glycosylierung kann allerdings die Schwierigkeit
beinhalten, dass bereits am Harz gefaltete Peptide vorliegen, die an den zu glycosylierenden
Aspartaten nicht mehr gut zugénglich sind und die schlechte Entropie der Reaktion zu
Ausbeuteverlusten fihrt. Der Vorteil dieser Methode liegt darin, dass die wertvollen
Saccharide, die in der Regel nur in geringen Mengen zur Verfligung stehen, erst zum Ende
der Synthese eingesetzt werden. Allerdings wurden bei der Umsetzung dieser Methode hier
im Arbeitskreis schlechte Erfahrungen gemacht.*#%*3

Bei der Bausteinmethode werden glycosylierte Asparaginbausteine aus Asparagin oder
Aspartat hergestellt, um diese dann in der sequentiellen Festphasensynthese bzw. in einer
Blocksynthese einzusetzen. Der schrittweise Aufbau in der Festphasensynthese hat dabei den
Nachteil, dass nach Einsatz der kostbaren Glycosylaminosdurebausteine, diese den gesamten
nachfolgenden Synthesezyklus und die Abspaltung vom Harz unbeschadet (berstehen
muissen. Nachteilig ist auflerdem der nicht vermeidbare Ausbeuteverlust, der im Wesent-
lichen durch nicht quantitative Umsétze bei den nachfolgenden Aminoséurekupplungen
hervorgerufen wird. Der Vorteil dagegen besteht in der Moglichkeit der selektiven und auch

und somit nicht mit dem
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mehrfachen Glycosylierung an den gewiinschten Asparaginen ohne den aufwendigen Einsatz
von Schutzgruppen. Die Blocksynthese, bei der zundchst geschitzte Peptidblocke dargestellt
werden, hat den Vorteil, dass hierbei die Glycosylbausteine erst zum Ende der Synthese zum
Einsatz kommen, nachteilig ist dabei jedoch die unter Umstédnden schlechte Loslichkeit der
zu verknuipfenden geschitzten Peptidfragmente.

Ein Problem, welches sowohl bei der Bausteinstrategie als auch bei der nachtraglichen
Glycosylierung auftritt, ist die wahrend der Kupplung auftretende unerwiinschte Neben-
reaktion der intramolekularen Aspartimidbildung.*** Hierbei bildet sich zwischen der
aktivierten Saurefunktion am Aspartatrest und der in der Sequenz benachbarten Aminoséure
ein funfgliedriger Succinimidring, der thermodynamisch sehr stabil ist.

Fur die in der Bausteinstrategie erforderliche Synthese der glycosylierten Aminosdure-
bausteine hat sich der Einsatz von Aspartat etabliert. Die bis auf die Seitenketten-
carboxylgruppe vollstdndig geschitzte Asparaginsaure l&sst sich nach vorheriger Aktivierung
mittels TBTU in einer glycosidischen Bindung an den Aminozucker anknipfen. Das
Glycosylamin wird durch Aminierung des anomeren C-Atoms des hydroxylgruppen-
ungeschutzten Zuckers erhalten. Um in der spateren Peptidsynthese hochreaktive
Aktivierungsreagenzien einsetzen zu koénnen, werden die Hydroxylgruppen des Saccharid-
teils des Glycosylbausteines geschitzt. Als Schutzgruppen fur den Zucker werden zumeist
Estergruppen verwendet, wobei sich der Schutz durch Acetylierung durchgesetzt hat.
AbschlieBend wird die tBu-geschiutzte o-Carboxylfunktion des Glycosylaminosaurebau-
steines entschutzt.

Sollen disulfidverbriickte zyklische Peptide und Glycopeptide hergestellt werden, so stehen
fur das Verfahren der Zyklisierung zahlreiche Méglichkeiten zur Verfiigung.'* Firr die
Bildung einer Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinen kann man je nach Art der Cystein-
Thiol-Schutzgruppen zwischen simultaner und sukzessiver Entschiitzung der Cysteine und
ihrer Verknlpfung Gber eine Disulfidbriicke unterscheiden (s. Abbildung 13).

SX, SX,

Entschutzung

X=X,
X, =X,
SH SH B
‘ Entschutzung &
Oxidation
Oxidation
v

Abbildung 13: Synthesestrategien zur Bildung einer Disulfidbriicke zwischen zwei Cysteinen (X = Thiol-
Schutzgruppen der Cysteine).
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Die Zyklisierung des Peptids kann sowohl am Harz als auch in Lésung durchgefuhrt werden.
Dazu stehen zahlreiche Oxidationsmittel zur Verfugung, dazu gehéren z.B. lod, DMSO oder
Luftsauerstoff.

Durch die Verfahren der simultanen Entschitzung und oxidativen Zyklisierung
Reaktionsschritt eingespart, vorteilig ist auBerdem die kiirzere Reaktionsdauer. Allerdings
findet diese Methode im Allgemeinen in relativ konzentrierter Losung statt, weshalb bei
unglnstiger Sekundérstruktur oder zunehmender Peptidlange die Tendenz zur inter-
molekularen Disulfidverbriickung und Polymerisation steigen kann.

Die Verfahren der schrittweisen Umsetzung erfolgen in stark verdiinnter Ldsung, so dass die
einzelnen Peptide bei der Zyklisierung gentigend groRen Abstand voneinander haben,
welches somit das Problem der intermolekularen Reaktion der Peptidketten reduziert.
Gleiches gilt fir die Zyklisierung am Harz bei niedriger Belegung, was allerdings auf kurze
Peptide beschrénkt ist, da bei wachsender Peptidlange die Tendenz zur Polymerisation nicht
durch Verringerung der Harzbelegung entsprechend kompensiert werden kann. Daher bietet
sich die Zyklisierung bei hoher Verdiinnung der Peptide in Ldsung an, um zu gewahrleisten,
dass die Disulfidbricken gezielt intramolekular geschlossen werden. Die Entschitzungs- und
Oxidationsbedingungen sind dabei derart zu wéhlen, dass sémtliche andere Funktionalitaten
die Umsetzungen an den Cystein-Thiol-Gruppen unbeschadet tiberstehen und die Reagenzien
sich nach Abschluss der Zyklisierung leicht entfernen lassen. Als bequem handhabbares
Oxidationsmittel bietet sich Luftsauerstoff an, welches die oxidative Zyklisierung unter
milden Bedingungen gewahrleistet und zudem keinerlei Riickstande hinterlasst.'*® Als
Oxidationsbeschleuniger kann ein geringer Zusatz von DMSO dienen, welches auRerdem als
Losungsvermittler bei schlecht 16slichen Peptiden wirkt.

Bei Verwendung von S(Trt)-geschitzten Cysteinen werden die Thiol-Gruppen bei der
Abspaltung von der Festphase unter Standardabspaltbedingungen mittels wéssriger TFA
gleichzeitig freigesetzt, so dass die Zyklisierung nach Einengung der Abspaltlésung direkt in
verdunnter Losung aus dem Rohprodukt erfolgen kann. Vorteilig dabei ist eine schnelle und
vollstandige Entschitzung des Peptides. Die Problematik dieser Methode liegt in der Gefahr,
dass das entschitzte Peptid wéhrend und nach der Abspaltung leicht polymerisieren kann,
weshalb die Reaktion in einer Inertgasatmosphéare durchgefiihrt werden muss. Die
anschlielende Zyklisierung erfolgt zwar in sehr verdunnter Lésung, jedoch fiihren auch die
Abbruchprodukte der Synthese zu unkontrollierten Dimerisierungen und/oder Oligo-
merisierungen, welches insbesondere bei langeren Synthesen erhebliche Aufreinigungs-
probleme nach sich zieht. Bei Verwendung von StBu-Cysteinschutzgruppen erfolgt deren
Entfernung und Zyklisierung erst nach der Abspaltung vom Harz und der Aufreinigung, was
eine regioselektive Disulfidverbriickung des bereits aufgereinigten Zielproduktes ermdglicht,
wodurch die Aufreinigungsproblematik durch die Abbruchpeptide vermieden werden kann.
So besteht bei Einsatz von z.B. StBu-geschutzten Cysteinen die Mdglichkeit, das von der

148197 \wird ein
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Festphase abgespaltene Peptid ohne die Gefahr einer Polymerisation aufzureinigen, selektiv
mit DTT reduktiv zu entschiitzen (s. Abbildung 14) und daraufhin oxidativ zu zyklisieren.**°
Zusétzlich bietet diese Schutzgruppenstrategie die Moglichkeit, innerhalb einer Synthese
sowohl die zyklische Form als auch das lineare Peptid zuganglich zu machen, je nachdem, ob
die Cysteine entschiitzt werden und das Peptid zyklisiert wird, oder die Cysteine in
geschitzter Form belassen werden.

StBu StBu

| | HS SH
IR
H,N—Cys Cys—COOH HO OH
-2HStBN
/s
2'Ss OH ?H ?H
+
H,N—Cys Cys—COOH

OH

Abbildung 14: Reduktive Entschiitzung StBu-geschiitzter Cysteine mit DTT.

2.2 Analytik

2.2.1 Massenspektrometrische Methoden

Bei der Synthese komplexer Peptide und Glycopeptide entstehen hdufig sehr umfassende
Produktgemische, zu deren Identifizierung eine schnelle und sensitive Analysenmethode
notwendig ist. Die Matrix Assisted Laser Desorption lonisation - Time of Flight - Massen-
spektrometrie (MALDI-TOF-MS) und die Electron Spray lonisation - Massenspektrometrie
(ESI-MS) ermdglichen es, die synthetisierten Verbindungen sehr schnell und ohne groRen
Aufwand zu bestatigen.®® Sie erméglichen durch sanfte lonisation und somit einer geringen
Fragmentierung die Bestimmung des Molekulargewichtes von Biomolekilen. Diese
Methoden besitzen den Vorteil sehr hoher Empfindlichkeit, so dass bereits geringe Substanz-
mengen im fmol-Bereich nachgewiesen werden kénnen. Dies macht sie ideal fur die Analytik
von wertvollen, nur in geringen Mengen zur Verfligung stehenden Substanzen.

Hochmolekulare Verbindungen, wie es viele Klassen von Biomolekilen sind, kdnnen in
herkémmlichen Verfahren aufgrund ihrer Molmasse nur schwer in die Gasphase Uberflhrt
werden, ohne dabei zu fragmentieren. Dieses Problem hat die MALDI-TOF-Massen-
spektrometrie nahezu optimal geldst. Es handelt sich bei dieser Methode um ein hot spot
Verfahren, bei dem die lonisierung durch kurze intensive Laserpulse erreicht wird. Dazu wird
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die zu untersuchende Substanzprobe in grolem Unterschuss zusammen mit einer geeigneten
organischen Matrix (z.B. CCA oder DHB) kokristallisiert, die bei der entsprechenden
Wellenldnge des Lasers (N2 337 nm) ein Absorptionsmaximum besitzt. Durch lokalen
Laserbeschuss erfolgt die schlagartige Verdampfung der kleineren Matrixmolekiile, wobei
die groReren Probenmolekiile in die Gasphase mitgerissen werden.** Bei der Desorption der
Matrixmolekiile werden diese zusatzlich durch Photoionisation angeregt und es findet ein
Protonentransfer auf elektrisch neutrale Matrixmolekiile statt. Ein weiterer Ladungstransfer
auf die Probenmolekile sorgt dann fir deren lonisation. Nach der Auftrennung im
elektrischen Feld erfolgt die Detektion nach der Time of Flight Methode. Da die
Endgeschwindigkeit der bei der Verdampfung ionisierten Teilchen im elektromagnetischen
Feld umgekehrt proportional der Masse ist, lasst sich anhand der Flugzeit der lonen ihr
Masse-Ladungsverhaltnis zuordnen.’® Eine Quantifizierung ist allerdings schwierig, da
innerhalb der Probe keine homogene Kristallisation vorliegt und unterschiedliche Molekdle
nicht gleich gut ionisiert werden.

Bei der ESI-Massenspektrometrie handelt es sich um ein homogenes lonisationsverfahren,
bei dem fliissige Proben vermessen werden. Dabei wird die ProbelGsung in einem starken
elektrischen Feld verspruht, das zwischen der Kapillarspitze, aus der die LOsung austritt, und
der am MS-Eingang lokalisierten Gegenelektrode angelegt wird.*>® Die bei Atmosphéren-
druck gebildeten lonen werden mit Hilfe der angelegten Spannung im Hochvakuum in
Richtung des Analysators beschleunigt. Dabei wird eine schnelle und feine Zerstaubung der
Flussigkeit und eine effektive lonisierung des Analyten erzielt. Durch eine Offnung in der
Gegenelektrode gelangen die lonen in den Analysatorteil des Spektrometers. Die
Bestimmung ihres Masse-Ladungsverhéltnisses erfolgt dabei z.B. Uber einen Quadrupol. Es
treten hierbei neben den einfach geladenen auch mehrfach geladene Molekulionen auf. Dies
eroffnet die Moglichkeit neben niedermolekularen Molekilen (Untergrenze ca. 100 m/z)
auch sehr hochmolekulare Biomolekile zu vermessen. AuRerdem treten bei der ESI-MS
selten Fragmentierungen auf, was die Bestimmung der Molekularmasse in der Regel
vereinfacht. Vorteilig gegentiber der MALDI-TOF-MS ist die Mdglichkeit der Kombination
mit einer HPLC. Aulerdem ist hier eine Quantifizierung von Einzelkomponenten
vergleichbarer Molekulklassen moglich, da eine homogene Ldsung vorliegt und nicht ein
heterogener Kristall.

2.2.2 NMR-spektroskopische Methoden

Die NMR-Spektroskopie ermdglicht die experimentelle Untersuchung von Peptiden und
Glycopeptiden in Lésung*>* und gestattet somit deren Analyse unter nahezu physiologischen
Bedingungen. Sie hat sich dabei zu einem unverzichtbaren Hilfsmittel flr die
Charakterisierung von Biomolekiilen entwickelt."*> Die Aufnahme der Spektren erfolgt dazu
vorzugsweise in H,O/D,O (9:1), um auch die NH-Protonen zu detektieren. Die Unter-
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driickung des Wassersignals erfolgt durch eine Vorsattigung des Resonanzsignals oder in
Form einer Watergate-Pulssequenz.

Bei kleineren Molekiilen kann durch die Aufnahme eines eindimensionalen *H-NMR-
Spektrums bereits in vielen Féllen die ldentitat der Verbindung bestimmt werden. Die
Vorteile des *H-NMR-Spektrums liegen dabei in der ausgezeichneten Empfindlichkeit bei
sehr kurzen Messzeiten und hoher digitaler Auflosung. Im Falle groRerer und komplex
gebauter Verbindungen resultieren allerdings aufgrund wvon Signallberlagerungen
kompliziertere Spektren, die in der Regel nicht mehr auswertbar sind, jedoch einen ersten
Uberblick der charakteristischen Regionen ermdglichen. Dort stellen mehrdimensionale
Spektren ein wichtiges Hilfsmittel bei der spektroskopischen Analyse dar. Die Aufnahme
zweidimensionaler Spektren, die allerdings ein schlechteres Signal zu Rauschverhdltnis als
eindimensionale Techniken besitzen, ermdglicht die genaue Ermittlung der chemischen
Verschiebungen und Kopplungskonstanten, sowie die Sequenzbestimmung. Man unter-
scheidet bei der hochauflosenden NMR-Spektroskopie zwischen skalarer Spin-Spin-
Kopplung (J-Kopplung), die Gber die Bindungselektronen vermittelt wird und typischerweise
uber drei Bindungen effektiv ist, sowie die dipolare Kopplung von Spins, die direkt durch
den Raum miteinander wechselwirken. Die im Folgenden erlduterten homonuklearen
2D-Experimente ermdglichen die Identifizierung der einzelnen Spinsysteme sowie die
genaue Ermittlung skalarer und dipolarer Kopplungen, was wichtige strukturrelevante Daten
liefert.**®

In einem TOCSY (Total Correlation Spectroscopy)-Experiment kann durch das Anlegen
eines Spinlockfeldes die totale Korrelation der gekoppelten Spins eines Spinsystems erreicht
werden.™’ Hierfir ist es allerdings erforderlich, dass die Kopplungskonstante 2 zwischen
zwei direkt koppelnden Spins mindestens zwei Hertz betrédgt. Dabei hangt es von der
Spinlockzeit im Experiment ab, wie weit der Magnetisierungstransfer innerhalb eines
Spinsystems erfolgt. Das so erhaltene Kopplungsmuster ermdglicht die Identifizierung der
einzelnen Spinsysteme und somit eine Zuordnung der einzelnen Aminosduren, denn
idealerweise ist innerhalb einer Spur das gesamte Spinsystem beobachtbar. Die Ermittlung
der chemischen Verschiebungen erfolgt dabei vorzugsweise durch Analyse der NH-Spuren,
da diese meist gut dispergiert und separiert von anderen Resonanzsignalen vorliegen.

Da mit Hilfe eines 1D-NMR-Experiments die skalaren Kopplungskonstanten nur bei
kleineren Molekilen bestimmbar sind, empfiehlt es sich, diese bei komplexeren Spin-
systemen anhand eines COSY (Correlated Spectroscopy)-Spektrums zu ermitteln. Hierbei ist
es moglich, uUber die Kreuzsignale ein gesamtes Spinsystem zu verfolgen. Bei starken
Signaluberlagerungen, die beispielsweise bei den Seitenketten von Arg, Leu, Lys oder Pro
auftreten, und einer gleichzeitigen starken Aufspaltung des Signals, ist eine eindeutige
Zuordnung nicht mehr moglich. Daher ist bei groReren Molekilen die Aufnahme eines
E.COSY-Spektrums ratsam, da bei dieser Aufnahmetechnik die Multiplettstruktur erheblich
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vereinfacht wird. Allerdings ist im Falle einer starken Kopplung mit dem Verschwinden der
Kreuzsignale unter der Diagonalen zu rechnen. Durch die Verwendung eines Doppel-
quantenfilters (DQF-COSY) werden Singulettsignale unterdriickt, was die Ubersichtlichkeit
des Spektrums weiter erhoht. Mit Hilfe des COSY-Experiments kann eine eindeutige
Zuordnung von Zuckerprotonen oder peptidischen Protonen von Aminosdureseitenketten
durchgefiihrt werden.™®

NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement and Exchange Spectroscopy)-Experimente
basieren auf der dipolaren Kopplung von Spins direkt durch den Raum.*® Durch sie wird das
Relaxationsverhalten rdumlich benachbarter Kerne beeinflusst. Die Magnetisierung eines
Spins fihrt zu einer vom Gleichgewicht abweichenden Magnetisierung eines benachbarten
Spins. Dieses Phédnomen der Kreuzrelaxation der longitudinalen Magnetisierung wird als
Nuclear-Overhauser-Enhancement (NOE) bezeichnet'® und gibt Auskunft Gber den
effektiven réumlichen Abstand der Kopplungspartner. Die Intensitdit des NOESY-
Kreuzsignals im Spektrum ist abhangig vom Abstand der beiden Kerne zueinander und
spiegelt Abstande zwischen zwei Protonen von 2 bis 5 A wieder. Dabei ist durch die Analyse
der sequenziellen NOE-Signale benachbarter Aminosduren (Nachbarschafts-NOEs) die
Sequenzierung eines Peptids moglich (s. Abbildung 15).
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Abbildung 15: Sequenzielle NOE-Kontakte zwischen benachbarten Aminosauren eines Peptids.

Aulerdem dient das NOESY-Experiment bei Glycopeptiden zur Zuordnung der Saccharide
zu den daran gebundenen Aminosauren. Durch Analyse der NOE-NH-NH-Kontakte kénnen
Aussagen (ber die Sekundérstruktur von Peptiden gemacht werden. NH;-NH;.;- und NH;-
NHi.,-Kontakte deuten dabei auf a-helicale Bereiche hin, dagegen werden in -Strangen nur
NH;-NHi.1-Kontakte beobachtet. Da es sich beim NOE um ein reines Relaxationsph&nomen
handelt, ist es unerheblich, ob die Spins zusétzlich ber eine skalare Kopplung miteinander
verknlpft sind. Neben sequenziellen NOE-Kontakten zwischen den amidischen Protonen
kdnnen auch long-range NOE-Kontakte aufgrund weit entfernterer Kopplungen beobachtet
werden.
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2.3 Surface Plasmon Resonance (SPR)

Die Untersuchung biomolekularer Interaktionen von biologischen Makromolekilen wie
Proteinen, Lipiden oder Zuckern mit anderen Molekilen gewinnt im Rahmen der Wirkstoff-
entwicklung zunehmend an Bedeutung. Mit Hilfe eines Anfang der neunziger Jahre von der
Firma Biacore (Uppsala, Schweden) eingeflihrten Sensorchip-Messverfahrens, welches das
Oberfldchenplasmonenresonanz-Phanomen (SPR) ausnutzt, besteht die Mdéglichkeit ein bio-
spezifisches Bindungsereignis von unmarkierten Substanzen in Echtzeit zu verfolgen.*®*

Die physikalischen Grundlagen dieser optischen Methode wurden bereits 1959
beschrieben.’®* Diese sehr empfindliche Methode hat sich auBergewshnlich schnell
entwickelt und gehort heute zu einer Standardmethode in pharmazeutischen Unternehmen.*
Gegenilber klassischen Bindungsassays, die auf markierte Bindungspartner (Enzym- oder
Fluoreszenzlabel oder auch radioaktive Isotope) angewiesen sind, ist der Hauptvorteil von
SPR™* basierten Biosensoren, dass die Molekiile keinerlei labeling bendtigen und somit
keine Molekileigenschaften verdndert werden. Allerdings muss dazu eine Komponente
immobilisiert werden. Vorteilhaft ist die Mdoglichkeit unter nahezu physiologischen
Bedingungen arbeiten zu kénnen. Es kdnnen beinahe sdmtliche wassrigen Puffersysteme
eingesetzt werden, aber auch geringe Zusatze an organischen Lésungsmitteln sind maglich.
Weiterhin werden fiir die Untersuchungen nur sehr geringe Mengen des haufig schwer
zuganglichen biologischen Materials benétigt. Ferner bietet dieses Mess-System die
Moglichkeit, dass neben Molekiilen auch groRere Systeme wie Viren'®, Bakterien'®® oder
auch ganze Zellen'® mit Erfoly vermessen werden konnen. \on besonderem
wissenschaftlichen Interesse sind aulRerdem Biacore Untersuchungen an membranstandigen
Rezeptoren, da diese an haufig in der Natur vorkommenden Interaktionen beteiligt sind.*®

2.3.1 Theorie

Grundlage der Biacore-Systeme bildet die SPR- also Oberflachenplasmonenresonanz-
Detektion, bei der monochromatisches, linear polarisiertes Licht unter Totalreflexion auf eine
Grenzflache von hohem zu niedrigem Brechungsindex auftrifft. Aufgrund des total-
reflektierten Lichtes entsteht im optisch diinneren Bereich ein sogenanntes evaneszierendes
Feld, wobei die Intensitat der evaneszierenden Welle jenseits der Grenzflache exponentiell
abnimmt. Die Eindringtiefe entspricht dabei etwa der Wellenlange des verwendeten Licht-
strahles. Ist die Grenzflache mit einem dinnen Film eines leitenden aber nicht magnetischen
Materials (z.B. Goldschicht) beschichtet, so tritt bei einem geeigneten Winkel eine
Wechselwirkung der evaneszierenden Welle mit den Oberflachenplasmonen der Metall-
schicht auf. Diese Anregung von Oberflachenplasmonen fihrt zu einer deutlichen
Verstarkung des evaneszierenden Feldes. Dies geschieht bei einem Reflexionswinkel, der
vom Brechungsindex jenseits der Reflexionsebene abhéngt. Eine auftretende Resonanz der
Oberflachenplasmonen (surface plasmon resonance SPR) flhrt zu einer Intensitats-
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abschwéchung des reflektierten Lichtes bei einem bestimmten Totalreflexionswinkel. Bei
einem Bindungsereignis wird die Intensitatsanderung des Lichtes durch SPR detektiert,
gemessen wird dabei die Verédnderung des Winkels der Totalreflexion (s. Abbildung 16;
Auftragung der Intensitat des reflektierten Lichtes gegen den Winkel).*®* Eine Anderung des
Brechungsindex der Losung nahe der Metallschicht von 1-10° erzeugt eine Verschiebung im
Resonanzwinkel um 0.1 °, wobei aktuelle Biacore Gerate Anderungen von 0.0001 ° verfolgen
konnen. Als Signal wird diese gemessene Verdnderung des Resonanzwinkels in RU
(Response Unit) angegeben. Es konnte gezeigt werden, dass fiir Proteine die Anderung des
Brechungsindex und somit des Resonanzsignals nahezu proportional zur entsprechenden
Massenzunahme auf der Sensorchipoberflache ist.'®® Dies gilt anndhernd auch fiir andere
Molekile. Daher kann das SPR-Verfahren zur Messung von Massendifferenzen benutzt
werden. Die Zunahme des SPR-Signals von 1 RU entspricht etwa einer gebundenen Masse
von 1 pg/mm? und 0.0001 °.

Optische
Detektions-
einheit

Intensitat

Lichtquelle

p-polarisiertes
Licht

Prisma

Gold

M Resonanz
Signal

Zeit

Sensorgram
FluRzelle
Pufferflul —»

Ligand Immobilisiertes

Molekdll (z.B. ein Protein)

Abbildung 16: Schematische Darstellung des Surface Plasmon Resonance Experiments.

Biacore-SPR-Experimente ermdglichen die Untersuchung molekularer Wechselwirkungen
zwischen einer kovalent auf der Sensorchipoberfliche immobilisierten Verbindung und
einem gelosten bzw. suspendierten Bindungspartner, der durch ein Mikrofluidsystem daran
vorbeigeleitet wird (s. Abbildung 16).'"° Grundsétzlich kann dabei der immobilisierte
Bindungspartner sowohl der makromolekulare Rezeptor (z.B. das Protein) als auch ein
niedermolekularer Bindungspartner sein'”, wobei es aufgrund der Empfindlichkeit
vorteilhaft sein kann, den Bindungspartner mit dem niedrigeren Molekulargewicht zu
immobilisieren. Allerdings kann dies aufgrund von rebinding-Effekten und begrenzter freier
Diffusion zu falschen kinetischen Daten fuhren. Bei dem Biacore-Sensorchipsystem handelt
es sich bei dem optisch dichteren Medium um einen Glastrager, der mit einem Goldfilm
(50 nm) beschichtet ist. Das Medium niedrigeren Brechungsindex wird durch die in der
Flusszelle stromende Lésung des mobilen Bindungspartners dargestellt. Die Losung mit dem
Bindungspartner flie3t tber die immobilisierte Verbindung, wobei ein Bindungsereignis
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zwischen den beiden Komponenten zu einer Erhohung der lokalen Konzentration der
mobilen Verbindung in der Nahe der Goldschicht fihrt, woraus eine Anderung des
Brechungsindex und damit des Mess-Signals resultiert.

Je nach Fragestellung stehen dabei unterschiedliche Sensorchiparten und entsprechende
Immobilisierungsverfahren zur Verfigung.'’® Bei einer gebrauchlichen Methode erfolgt die
Immobilisierung (Belegung) Uber eine Aminkupplung. Hierfiir ist auf den Goldfilm des
Sensorchips eine uUber Linker fixierte carboxymethylierte Dextranmatrix aufgebracht. Unter
Einsatz von EDC und NHS werden die Carboxylfunktionen der Dextranschicht zundchst in
Aktivester Uberfuhrt und anschlieBend die Verbindung kovalent tber eine Amidbindung
gebunden (s. Abbildung 17). Abschlielend werden samtliche nicht umgesetzten, aber
aktivierten Carboxylfunktionen mit einem Uberschuss Ethanolamin umgesetzt und auf diese
Weise inaktiviert.
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Abbildung 17: Immobilisierung eines VV3-Peptides auf der Chipoberflache durch Aminkupplung.

Dartiber hinaus sind andere Sensorchips kommerziell erhaltlich, auf deren Oberflache
beispielsweise biotinylierte Proteine tber Streptavidin oder Proteine mit his-tag Uber einen
Nickelchelat-Komplex immobilisiert werden kénnen. Auch gibt es carboxymethylierte
Sensorchips unterschiedlicher Carboxyl-Dichte und Matrix-Dicke. Eine weitere interessante
Anwendung bietet die Belegung eines Sensorchips mit Liposomen.*’

Da der Brechungsindex in Abh&ngigkeit von der Konzentration an geldsten Molekilen
(Biomolekiile, Salze, Puffersubstanzen etc.) stark variiert, wird parallel zur Messzelle stets
eine Referenzzelle vermessen, auf der kein Bindungspartner immobilisiert wurde. Das
eigentliche Signal eines Biacore-Sensorgramms (s. Abbildung 18) stellt dann die Differenz
der Signale von belegter Messzelle und Referenzzelle dar. Dies ist aufgrund der hohen
Empfindlichkeit einerseits notwendig, um die spezifische Wechselwirkung zwischen beiden
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Bindungspartnern von der nicht-spezifischen Wechselwirkung des mobilen Bindungspartners
mit der Chipoberflache zu unterscheiden. Andererseits dient es zur Unterscheidung von
Anderungen im Brechungsindex, die durch bulk-Effekte wahrend der Injektionen
hervorgerufen werden. Dieser Effekt beschreibt die Differenzen im Brechungsindex
zwischen dem Laufpuffer und der Injektionslésung.

Der idealisierte Verlauf eines SPR-Experiments'’ lasst sich in Form eines Sensorgramms in
der Auftragung der RU-Werte in Abh&ngigkeit von der Messzeit in drei Phasen unterteilen
(s. Abbildung 18).
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Abbildung 18: Idealisierter Verlauf eines SPR-Experiments.*

Nachdem zu Anfang der Messung lediglich Laufpuffer tber die Sensorchipoberflache flielit,
folgt mit der Zugabe des mobilen Bindungspartners die Assoziationsphase, in der der geldste
oder suspendierte Bindungspartner Uber die Chipoberflache stromt und mit den
immobilisierten Verbindungen wechselwirkt. Durch die Assoziation an Bindungspartner
nimmt das Resonanzsignal zu. Die Steigung des Signals flacht nach einiger Zeit ab, da die
Bindungsstellen auf der Chipoberflache zunehmend belegt werden. Sind alle Bindungsstellen
belegt, so stellt sich ein Gleichgewicht zwischen Assoziation und Dissoziation ein und das
Resonanzsignal erreicht das Plateau des Séttigungsgleichgewichtes. Die Steigung des
Resonanzsignals und der Zeitraum bis zum Erreichen des Plateaus ist abhéngig von der
Konzentration des geldsten Bindungspartners und der Kinetik des untersuchten Systems.
Nach Beendigung der Zugabe an mobilem Bindungspartner wird mit Laufpuffer gespult
und der gebundene Bindungspartner dissoziiert wieder ab, wodurch das Resonanzsignal
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abnimmt. Auf die Dissoziationsphase folgt in der Regel die Regeneration der Sensorchip-
oberflache durch Zugabe einer Regenerationslosung, wodurch die Wechselwirkung zwischen
den Bindungspartnern schnell und vollstdndig geldst wird. Das Resonanzsignal kehrt
zur Basislinie zuriick und der Sensorchip kann fir ein weiteres SPR-Experiment genutzt
werden.

Der Séttigungswert des erreichten Gleichgewichtszustandes ermdglicht einen quantitativen
Vergleich der Bindungseigenschaften gegenliber anderen Bindungspartnern. Ist die Kinetik
der Austauschprozesse nicht zu schnell, so lassen sich aus dem Kurvenverlauf des
Sensorgramms die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation ko, und der Dissoziation Kot
bestimmen. Die thermodynamische Gleichgewichtskonstante der Dissoziationsreaktion Kp
ergibt sich aus den beiden kinetischen Daten ko, und Koft.'"

Sehr schnelle Austauschprozesse sind allerdings Uber diesen kinetischen Weg nicht mehr
auswertbar. In diesen Féllen l&sst sich die Dissoziationskonstante und somit die Gleich-
gewichtskonstante Kp nur {iber eine Konzentrationsreihe bestimmen.*’#>"® |nshesondere
bei hoher Belegung des Sensorchips und bei niedrigen Flussraten kann die Assoziation
aulRerdem durch die Diffusion des mobilen Bindungspartners begrenzt sein, was zu einer
fehlerhaften Geschwindigkeitskonstanten ko, fiihrt. Auch die beobachtete Dissoziationsrate
kann durch sogenanntes rebinding, also das erneute Binden des Analyten, fehlerbehaftet sein.
Wenn die mobile Komponente nicht selbststdndig dissoziiert, muss die Regeneration der
Chipoberflache durch Injektion geeigneter Ldsungen (z.B. einem Detergenz oder durch
Anderung des pH-Wertes) unterstiitzt werden. Die thermodynamische Dissoziationskonstante
lasst sich allerdings auch ohne Bestimmung von Kq unter Zuhilfenahme eines 1:1-Bindungs-
modells (One-Site-Binding) ermitteln. Dazu sind Bestimmungen der maximalen RU-Werte in
Abhéngigkeit von der Konzentration des mobilen Bindungspartners (cg) vorzunehmen. Der
Kp-Wert ergibt sich aus der mathematischen Anpassung folgender Formel:

RU = RUpax Cg / (KD + CB)

Die Konstante K der One-Site-Binding-Funktion stellt bei SPR-Studien mit Molekdlen die
thermodynamische Dissoziationskonstante Kp in mol/L dar, flr deren Berechnung man die
Kenntnis der Konzentration an mobilem Bindungspartner benétigt. Dagegen hatte Kp bei
Bindungsstudien mit Zellsuspensionen eine Einheit von Zellen/L und wére nur bedingt
aussagekréaftig. Bei SPR-Experimenten mit membranstandigen Rezeptoren auf Zellen, wie es
in dieser Arbeit bei der Untersuchung molekularer Interaktionen mit Peptiden und Glyco-
peptiden der Fall ist, entspricht die Konzentration an mobilem Bindungspartner der Anzahl
der Rezeptoren auf der Zelloberflache. Da jedoch die Rezeptoranzahl der Zellen nicht kon-
stant ist, l&sst sie sich nur abschatzen, weshalb kein Kp-Wert angegeben werden kann.
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2.3.2 SPR-Experimente mit Zellen

Fur die Untersuchung der im Rahmen des HIV-Entry stattfindenden Interaktion zwischen der
V3-Region und dem HIV CCR5-Korezeptor lasst sich durch den Einsatz CCR5 Uber-
exprimierender Zellen (HI5-Zellen)”” diese spezifische Wechselwirkung durch SPR-
Experimente an immobilisierten V3-Verbindungen analysieren. Die Anzahl der auf der
Zelloberflache befindlichen CCR5-Korezeptoren liegt bei etwa 10*-10° Kopien pro Zelle. Es
handelt sich bei diesen Zellen um eine humane Osteosarkoma-Zelllinie (HOS). Die V3-
Verbindungen lassen sich auf der Chipoberflache immobilisieren und als voriber flieRender
Bindungspartner dienen im Laufmittel suspendierte HI5-Zellen.

Bei SPR-Experimenten mit Molekdlen stellt die Anzahl der detektierten RUs ein MaR fiir die
Anzahl gebildeter Komplexe mit dem immobilisierten Bindungspartner dar. Eine Zelle bindet
jedoch Uber diverse Rezeptoren an mehrere immobilisierte Molekile. Ausserdem haben
Rezeptoren, die sich auf der von der Chipoberflache abgewandten Seite der Zelloberflache
befinden, nicht die Mdoglichkeit mit dem immobilisierten Bindungspartner in Wechsel-
wirkung zu treten. Zudem variiert die Rezeptoranzahl von Zelle zu Zelle, weshalb sich ein
aussagekraftiger Kp-Wert allenfalls abschéatzen l&sst. Ein quantitativer Vergleich der
Bindungseigenschaften gegeniiber anderen Bindungspartnern wird jedoch durch Vermessung
von Konzentrationsreihen ermdglicht. Werden die Zellkonzentrationsreihen verschiedener
Verbindungen relativ zueinander ins Verhéltnis gesetzt, so zeigt bei entsprechend gleicher
Immobilisationsrate die am stérksten bindende Verbindung die Konzentrationsreihe mit den
hdchsten RU-Werten. Als Negativkontrolle zeigen Parentalzellen der gleichen Zelllinie, die
jedoch nicht Uber CCR5-Korezeptoren auf ihrer Oberflache verfiigen, ob die detektierte
Bindung spezifisch oder unspezifisch erfolgt.
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3 Problemstellung

Ein entscheidender Schritt des HIV-Entry ist die Interaktion des viralen Glycoproteins gp120
mit dem Chemokinrezeptor CCR5 humaner CD4'-Lymphozyten. Die Inhibition dieser
Wechselwirkung ist das Ziel neuer Anti-HIV-Wirkstoffe fur den effektiven Einsatz im
Rahmen einer Multi-Target-Therapie. Nachdem vorangegangene Studien'®*%" zeigten, dass
die V3-Region des HIV deutlich mit CCR5 interagiert, war es im Rahmen dieser Arbeit von
Interesse, V3-Peptide und Glycopeptide zu synthetisieren, um strukturelle Informationen zu
erhalten und das Bindungsepitop genauer zu charakterisieren. Es ist dabei anzunehmen, dass
die Konformation der V3-Region des gpl120 in direktem Zusammenhang mit der biolo-
gischen Aktivitat dieses Glycoproteins steht. Deshalb ist ein genauerer Einblick von groRer
Bedeutung, um Informationen tber den Einfluss von Glycosylierungen und der Zyklisierung,
sowie der erweiterten flankierenden Bereiche der V3-Loop auf die 3D-Struktur und die
CCR5-Bindungseigenschaften zu gewinnen. Zur Herstellung von Peptiden und N-Typ-
Glycopeptiden eignet sich die organisch-chemische Synthese in besonderer Weise.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten offenkettige und zyklische Peptide und N-Typ-Glycopeptide
aus dem erweiterten VV3-Bereich des HIV-1 gp120 mit Hilfe der Festphasensynthese nach der
Fmoc-Strategie synthetisiert werden. Es wurde hinsichtlich der hohen Variabilitat der V3-
Loop eine geeignete Sequenz der groRten prozentualen Haufigkeit an Aminosauren der Nord-
amerikanischen Konsensussequenz des gp120 ausgewéhit:

ESVEINIC 9 TRPN[N]NTRKSIHIGPGRAFY TTGEHNGDIRQAH[C330]NISRAKWN]DTLK

Die markierten Cysteine Cags und Cs3p zeigen die Positionen der Disulfidverbriickung der V3,
die markierten Asparagine stellen die Glycosylierungsstellen dar. Bei der Glycopeptid-
synthese war anstelle der natirlichen N-Typ-Glycosylierungen der Zucker Chitobiose als
Modellverbindung einzusetzen. Dazu sollte der N,-Chitobiosyl-Asparagin-Baustein 6
hergestellt und in der sequentiellen Synthese verwendet werden.

Die dargestellten Verbindungen waren anschliefend durch MALDI-TOF-MS und NMR-
Spektroskopie zu identifizieren. Durch NMR-spektroskopische Untersuchungen sollten
vergleichende Aussagen hinsichtlich struktureller Verdnderungen gemacht werden. Zur
genaueren Charakterisierung des Bindungsepitops der gp120/CCR5-Interaktion sollten die
V3-Verbindungen anschlieBend durch SPR-Studien mit CCR5-0berexprimierenden Zellen
auf ihre Korezeptorspezifitat hin untersucht werden. Hierbei ist insbesondere von Interesse,
inwieweit die Zyklisierung und eine mehrfache Glycosylierung, sowie die verlangerten
Flanken des V3-Bereiches Einfluss auf die Bindungsaffinitat zeigen. Die aus diesen Studien
gewonnenen Erkenntnisse, kdnnen zu einem detaillierten Verstandnis der Wechselwirkung
und so zur Entwicklung von Entry-Inhibitoren beitragen.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Darstellung des N,-Chitobiosyl-Asparagin-Bausteines 6

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit synthetisierten Glycopeptide erfolgte nach der
zuvor beschriebenen Bausteinstrategie. Die Darstellungsweise des hierfiir erforderlichen
N,-Chitobiosyl-Asparagin-Bausteines 6 ist im Prinzip bekannt,”® wurde jedoch weiter
optimiert, wobei die verbesserten Arbeitsweisen im Folgenden hervorgehoben sind.

Chitin 1 stellt ein preiswertes und aus Krabbenschalen gut zugangliches Ausgangsmaterial
zur Isolierung von Chitobioseoctaacetat 2 dar.!”® Dazu wurde einer Lésung aus Schwefel-
sdure und Essigsdureanhydrid fein gemahlenes Chitin zugesetzt, das unter der Einwirkung
von Ultraschall gespalten wurde (s. Abbildung 19).

H,S0,
o) AC.O AcO
HO = > AcO
NHAC HO NHAC AcO

Ausbeute 4% NHAC
NaOMe/ ges. NH,HCO;-Lsg.
MeOH 50 °C,24h
Ausbeute 84% NHAC HO Ausbeute 90% NHAC HO
NHAC NHAC

Abbildung 19: Darstellung von Di-N-Acetylchitobiosylamin 4.

Dabei war die vorgegebene Reaktionstemperatur prézise einzuhalten, da bei zu hohen
Spalttemperaturen die Ring6ffnung des reduzierenden Zuckers zum Aldehyd erfolgt
(s. Abbildung 20). Bei zu niedriger Temperatur wird dagegen die Bildung der langerkettigen
Oligomere begunstigt.

OH oH OAc OAc
0 H,SO o} OA
e} 294 cC o
o Ac.O AcO /
HO o 2 o
HO [e) —_— AcO _ H
NHAc N Ss5ec NHAC
NHACc AcO NHACc

Abbildung 20: Nebenreaktion bei der Chitinspaltung bei zu hoher Reaktionstemperatur.

Die Auftrennung des Oligomerengemisches erfolgte mit Hilfe einer Mitteldruckséaule. Aus
dem resultierenden o/B-Gemisch des Chitobioseoctaacetats 2 erhielt man durch Um-
kristallisation aus Ethanol das reine a.-Anomer.

Deacetylierung von 2 durch Einwirkung von Natriummethanolatlésung ergab die O-deacety-
lierte Di-N-Acetylchitobiose 3 als a/p-Anomerengemisch (s. Abbildung 19).
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Durch Umsetzung in geséattigter Ammoniumhydrogencarbonatlosung lie sich dann die
Chitobiose 3 bei einer Reaktionstemperatur von 50 °C innerhalb von 20 Stunden in das
entsprechende Di-N-Acetylchitobiosylamin 4 Uberfiihren'® (s. Abbildung 19). Das Roh-
produkt von 4 wurde dabei zur Abtrennung der Salze zundchst am Rotationsverdampfer
eingeengt und anschlieBend bis zur Gewichtskonstanz gefriergetrocknet. Da in neutraler,
wassriger Losung ein Gleichgewicht vorliegt, durch das das Chitobiosylamin 4 in wenigen
Stunden zur Chitobiose 3 zurtick reagiert, wurde zur Aufnahme des Rohproduktes
eisgekihltes Wasser verwendet und die erhaltene Losung sofort gefriergetrocknet.

Zur Verkntipfung des Chitobiosylamins 4 zum N,-Chitobiosyl-Asparagin-Baustein 6 wurde
der Aspartatbaustein Fmoc-Asp-OtBu verwendet (s. Abbildung 21).
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o
HO 0
HO © NH,
NHAc HO
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4 TBTU/ DIPEA in DMF Q
\A\CZO in Pyrldm FmocHN LL
N TOtBu
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(0]
AcO 0
AcO 0 NH
NHAc AcO
NHAc
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(e}
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H
OAc
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o]
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AcO © NH
NHAc AcO
NHAC
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Abbildung 21: Verkniipfung des Chitobiosylamins 4 zum N,-Chitobiosyl-Asparagin-Baustein 6.

Es wurde die ungeschutzte Aminochitobiose 4 eingesetzt, da acetylierte Aminozucker
weniger nukleophil sind. Da bei der Verknipfung des ungeschutzten Glycosylamins 4 mit
der Seitenkettencarboxylgruppe der teilweise geschitzten Asparaginsdure das Problem
bestand, dass diese zu ungewollten Nebenreaktionen an den freien Hydroxylgruppen des
Zuckers fiihrte, erwies sich dabei die Umsetzung mit nur 0.9 Aquivalenten des Fmoc-Asp-
OtBu anstelle von 1.2 Aquivalenten bei tieferen Temperaturen als sehr erfolgreich. Dadurch
konnten nachfolgende Schwierigkeiten, die in der Aufreinigung des Rohproduktes von 5
begrundet lagen, behoben werden, wodurch erhebliche Ausbeuteverluste verhindert werden
konnten. Dazu wurde 4 unter Schutzgasatmosphére mit Fmoc-Asp-OtBu in Gegenwart des
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Aktivators TBTU und der Base DIPEA umgesetzt (s. Abbildung 21). Nach einer Reaktions-
zeit von sechs Stunden bei -15 °C wurde bei 10 °C acetyliert.

Als Aktivator fiir die der Peptidsynthese vergleichbare Verknupfung von 4 zum geschutzten
Baustein 5 wurde TBTU gewabhlt, da der Einsatz von TBTU am erfolgreichsten verlief, um
selektive N-Verknlpfung bei hoher Aktivitadt zu erreichen. Das aus der Festphasenpeptid-
synthese bekannte hochreaktive Kupplungsreagenz HATU erwies sich als ein zu starker
Aktivator bei der Verknipfung zum Zuckerbaustein 5, da es neben der geplanten
Verknupfung zu zahlreichen Nebenreaktionen an den Hydroxylfunktionen des Zuckers
kommt. Dagegen erhélt man bei der Verwendung des schwachen Aktivators DCC weder
N- noch O-Verknipfung zwischen Zucker und der Aminoséureseitenkette des Fmoc-Asp-
OtBu.'™

Aufreinigung des Rohproduktes an Kieselgel mit Hilfe einer Mitteldrucksdule ergab den
geschitzten Baustein 5 in einer Ausbeute von etwa 80 %. Die OtBu-Schutzgruppe des
Chitobiosylbausteins 5 lasst sich daraufhin quantitativ unter der Einwirkung einer Mischung
aus TFA und Wasser (19:1) entfernen (s. Abbildung 21). Dies bietet den Vorteil der
unproblematischen Entfernung der verwendeten Reagenzien sowie des Isobutens im
Vakuum. Man erhalt auf diese Weise den N,-Chitobiosyl-Asparagin-Baustein 6, ohne dass
eine weitere Aufreinigung notwendig ist.

Dieser Syntheseweg beinhaltet die Acetylierung der Hydroxylgruppen des Zuckers, um in der
anschlielenden Peptidsynthese den Einsatz des hochreaktiven Aktivatorreagenzes HATU zu
ermoglichen. Die Verwendung von HATU wuirde ansonsten in der Peptidsynthese zu
ungewollten Nebenreaktionen an den freien Hydroxylgruppen des Zuckers fiihren.
Ausgehend vom Chitobioseoctaacetat 2 ist Uber die Verbindungen 3, 4 und 5 der
Chitobiosylbaustein 6 mit einer Ausbeute von (ber 60 % erhéltlich. Die hochsten
Ausbeuteverluste dieses Syntheseweges lagen dabei in der Umsetzung der Aminochitobiose
4 zum OtBu-geschiitzten Baustein 5, weshalb sich die Optimierungsversuche hauptsachlich
auf diesen Syntheseschritt konzentrierten. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit konnte dieser
entscheidende Schritt der direkten Verkniipfung soweit optimiert werden, dass eine effiziente
Ausbeute von tber 80 % zu erreichen ist. Im Sinne der Ausbeuteoptimierung standen dartber
hinaus Versuche, statt einer Kieselgelsaule eine Gelfiltration zur Aufreinigung durchzufiihren
oder praparative RP-HPLC durchzufiihren. Es zeigte sich allerdings, dass die optimal
durchgefuhrte direkte Verknlpfung zu 5 nach den oben beschriebenen Bedingungen
wesentlich bedeutsamer fur eine gute Ausbeute ist, als eine sehr aufwendige verlaufende
Aufreinigung mittels HPLC.
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4.2 Synthese von Peptiden und Glycopeptiden

Die Darstellung der im Rahmen dieser Arbeit beschriebenen Peptide und Glycopeptide
(s. Abbildung 24) wurde nach dem continuous flow Verfahren an einem vollautomatischen
Peptidsynthesizer durchgefuhrt. Wéhrend die Synthese der Peptide dabei voll automatisiert
erfolgte, wurden die Glycopeptide mittels einer Kombination aus automatisierter und
manueller Festphasensynthese dargestellt.

Als Festphase diente ein mit Polyethylenglycol copolymerisiertes Polystyrolharz, welches
einen PAL-Linker tragt, dessen Aminofunktion durch eine Fmoc-Gruppe geschitzt ist
(s. Abbildung 22). Das Harz bietet dabei den Vorteil, dass es druckstabil ist und ein geringes
Quellvermdgen besitzt, was fur den Einsatz im Peptidsynthesizer von Bedeutung ist.

/CH3
H
O
Fmoc~_ _-CHz (CH2)s—C
N o)
|
H
Q
CHs

Q = Copolymer aus Polyethylenglycol und Polystyrol

Abbildung 22: Schematische Darstellung des 5-(4-Fmoc-aminomethyl-3,5-dimethoxyphenoxy)-valerian-
saure Linkers (Fmoc-PAL-Linker) am Polystyrolharz.

Der Linker und die Synthesebedingungen wurden derart gewahlt, dass nach der Darstellung
die Peptide und Glycopeptide am N-Terminus nicht acetyliert und am C-Terminus amidiert
vorlagen. Die verwendeten Aminoséuren waren an der Aminofunktion Fmoc-geschiitzt,
hatten jedoch eine freie Carboxylgruppe und trugen an den vorhandenen Seitenketten-
funktionalitaten entsprechende Schutzgruppen.

Sowohl zu Beginn der Synthese, als auch innerhalb jedes Synthesezyklus ist es notwendig,
die Fmoc-Schutzgruppe der Aminofunktion abzuspalten. Dies erfolgte quantitativ durch die
Einwirkung einer Ldsung aus Piperidin und DMF (1:4). Wie kinetische Untersuchungen
zeigten, ist nach spatestens 10 Minuten die Fmoc-Schutzgruppe vollstandig abgespalten. Der
Verlauf der Synthesen wurde durch photometrische Messung der Abspaltlésung bei 301 nm
verfolgt. Bei der Synthese im Peptidsynthesizer erfolgte dies automatisch, bei der manuellen
Fmoc-Abspaltung wurde das Harz mit einer definierten Menge an Abspaltlésung bedeckt, die
abgesaugten Ldsungen entsprechend verdinnt und die Konzentration an abgespaltenem
Methylenfluoren anhand der gemessenen UV-Absorption berechnet (¢ = 7950 cm?mol).'®!
Dies liefert eine gute Moglichkeit flr die Abschatzung der Kupplungsausbeute.

Fur den Einbau der Aminosduren in die Peptidkette diente der Aktivator TBTU als
Kupplungsreagenz, wobei bei der Ankniipfung schwierig zu kuppelnder Aminosduren der
hoch reaktive Aktivator HATU verwendet wurde. Es wurden jeweils vier Aquivalente
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Aminosaurebaustein und funf Aquivalente Aktivator und DIPEA als Base in bezug auf die
freien Aminofunktionen eingesetzt. Diese hohen Uberschiisse ermoglichen Kupplungs-
ausbeuten von ber 99 %, was eine hohe Homogenitat der Produkte zur Folge hat. Um den
Ausbeuteverlust, der insbesondere bei langeren Peptidsynthesen auftritt, zu minimieren,
wurden Mehrfachkupplungen durchgefiihrt. Dies bietet insbesondere bei der Glycopeptid-
synthese den Vorteil der mdglichst quantitativen Verknlpfung der Aminosduren, um am
Ende der Synthese aufwendige Trennungen zu vermeiden. Die Gesamtausbeute einer
Synthese lait sich dabei gegeniber Einfachkupplungen durch Dreifachkupplungen nahezu
verdoppeln.

Fir den Einbau des kostbaren Chitobiosyl-Asparagin-Bausteins 6 in die Peptidkette ist es
von groBer Bedeutung, moglichst mit einem geringen Uberschuss an Baustein hohe
Kupplungsausbeuten zu erzielen. Bei der Verkniipfung des Bausteins mit der Peptidkette trat
als Nebenreaktion die intramolekulare Aspartimidbildung auf, die zum Verlust des Bausteins
fuhrte (s. Abbildung 23).1**

+ H,N—Peptid

OAc
0]
AcO ACO AcO
NHAc NHAc
Aktivator \
OAc
(@)
AcO ACO AcO
NHAC NHAc
OAc OAc O
o) O
AcO, ACO N |
NHAC NHAc
O NHFmoc

Abbildung 23: Intramolekulare Aspartimidbildung als Nebenreaktion bei der Glycopeptidsynthese.

Fur den manuellen Einbau des Chitobiosyl-Asparagin-Bausteins in die Peptidkette wurde
daher als Aktivator TBTU in Gegenwart der Base DIPEA verwendet. Dagegen ist z.B. unter
Verwendung des Kupplungsreagenzes DCC nur eine Ausbeute von etwa 10 % zu
erreichen.’® Durch den Einsatz von TBTU bei Feuchtigkeitsausschluss unter Argon-
atmosphare lieR sich die Kupplungsausbeute durch Zweifachkupplungen auf bis zu 90 %
optimieren. Es hat sich dabei gezeigt, dass eine optimale Glycosylaminoséurekupplung zu
erzielen ist, wenn bei einer langeren Kupplungszeit von mindestens sechs Stunden das
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Verhaltnis von Baustein zu Aktivator und Base 4:5:5 betragt, wobei 1.5 Aquivalente des
Bausteins beztglich der freien Aminofunktionen eingesetzt wurden. Der in trockenem DMF
geloste Glycosylbaustein wurde dabei getrennt von TBTU und DIPEA ohne Vor-
aktivierungszeit auf das Harz gegeben, um die oben genannte Aspartimidbildung zu
verhindern.

Da die Kupplungsreaktionen in der Regel nicht quantitativ verlaufen, wurden nach jedem
Kupplungsschritt nicht umgesetzte Aminogruppen mittels einer 10 %igen LOsung von
Acetanhydrid in DMF acetyliert. Dieser Capping-Schritt verhindert, dass nach beendeter
Synthese eine Vielzahl von Nebenprodukten mit Deletionsstellen vorliegt, was die nach-
folgende Aufreinigung erheblich erschweren wirde.

Die O-Deacetylierung des an der Festphase befindlichen und am Zuckerteil peracetylierten
Glycopeptids erfolgte selektiv mit Hilfe von Hydrazinhydrat in abs. Methanol (1:5) innerhalb
von sechs Stunden.!*” Diese Vorgehensweise hat den Vorteil der Reinigung des
Glycopeptides an der Festphase durch einfaches Waschen ohne Ausbeuteverluste. Dartiber
hinaus besteht allerdings auch die Mdglichkeit, die O-Deacetylierung der Glycopeptide in
Losung durchzufuhren. Dazu ist zundchst das Glycopeptid von der Festphase abzuspalten
und anschlieBend durch HPLC zu reinigen, um es dann mittels einer einprozentigen
Natriummethanolatldsung zu deacetylieren und nochmals aufzureinigen.

Die quantitative Entschitzung und Abspaltung der Peptide und Glycopeptide vom Harz
wurde manuell durch Einwirkung einer Losung aus TFA/TIPS/Wasser 95:5:2 innerhalb von
90 Minuten erreicht. In der Literatur findet man verschiedene Nucleophile (z.B. 1,2-Ethan-
dithiol und Phenol), die der Abspaltldsung zugesetzt werden, um eine quantitative
Entschiitzung zu erzielen.'® Diese zugesetzten Nucleophile sind notwendig, wenn durch das
obige Abspaltreagenz bestimmte Schutzgruppen nicht vollstdndig entfernt werden kdnnen.
Da allerdings derartige Abspaltlésungen mit Zusatz von 1,2-Ethandithiol oder Phenol unter
den stark sauren Abspaltbedingungen bei Glycopeptiden auch die Abspaltung des Zuckers
vom Peptid bzw. Anomerisierung bewirken konnen, wurde darauf verzichtet. Aus diesem
Grund musste als Schutzgruppe fiir das Arginin die Pbf-Gruppe (2,2,5,6,7-Pentamethyl-
dihydrobenzofuran-5-sulfonyl) verwendet werden. Dies hat den Vorteil, dass sie sich ohne
den Zusatz weiterer Nucleophile quantitativ entfernen 1aRt. Darlber hinaus wurden,
abgesehen von Fmoc-L-Cys(StBu)-OH, ausschlielflich Aminosaurederivate eingesetzt, deren
Seitenkettenschutzgruppen eine vollstdndige Entfernung auch ohne zusétzliche scavenger
zulassen.

Aufgrund der leichten Oxidierbarkeit der freien Thiolfunktionen an den Cysteinen erfolgt
bereits in Gegenwart von Luftsauerstoff Disulfidverbriickung. Unter den Standardabspalt-
bedingungen liegen die offenkettigen Verbindungen in hohen Konzentrationen vor, so dass
die Anwesenheit von Luftsauerstoff zu ungewollten intermolekularen Reaktionen fihrt.
Durch Ausschluss von Sauerstoff wahrend der Abspaltung von der Festphase konnte bei den
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dargestellten zyklischen Verbindungen anhand MALDI-TOF-spektrometrischer Verfolgung
das entsprechende offenkettige Dithiol jeweils als Hauptprodukt identifiziert werden. Bei der
anschlieBenden Oxidation unter Ausbildung einer Disulfidbriicke mussen die Bedingungen
derart gewéhlt werden, dass die Wahrscheinlichkeit fur eine intramolekulare Zyklisierung
wesentlich hoher ist als fur eine unerwinschte intermolekulare Polymerisation. Dies wird
durch Zyklisierung in entsprechend hoher Verdunnung erreicht, indem das Dithiol in einer
Konzentration von mindestens 50 mL pro 1 umol Harz&quivalent in 0.1 M Ammonium-
hydrogencarbonatlésung unter Schutzgasatmosphare gelést und im Anschluss in Gegenwart
von Luftsauerstoff 24 Stunden geruhrt wurde. Nach Abtrennung der Salze mittels
Ultrafiltration ermdglicht die Aufnahme von MALDI-TOF-Spektren aus den Rohprodukten
den Nachweis fur die Zyklisierung.
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4.2.1 Ubersicht Gber die synthetisierten Peptide und Glycopeptide
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Abbildung 24: Ubersicht der im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten VV3-Verbindungen. Dabei handelt
es sich um das offenkettige 47er-Peptid 9, das offenkettige 53er-Peptid 10 und das entsprechende offen-
kettige Glycopeptid 11, sowie das zyklische 47er-Peptid 12, das zyklische 53er-Peptid 13 und das ent-
sprechende zyklische Glycopeptid 14.
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4.2.2 Versuche zur Synthese in Nachbarschaft zum Cystein
glycosylierter zyklisierter V3-Verbindungen

Zur genaueren Charakterisierung des Bindungsepitops der HIV/CCR5-Interaktion sollte
insbesondere der Einfluss der Zyklisierung und Glycosylierung von erweiterten V3-Loops
des gp120 auf eine verbesserte Bindungsaffinitdt zum humanen CCR5-Rezeptor untersucht
werden. Dazu wurde zur Synthese von erweiterten V3-Verbindungen der Nordamerika-
nischen Konsensussequenz zundchst die Darstellung des in Abbildung 25 gezeigten zykli-
sierten 53er-Glycopeptids mit vier Chitobiosylglycosylierungen versucht, welches die
Glycosylierung der beiden Asparagine in direkter Nachbarschaft zu den Cysteinen beinhaltet.
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Abbildung 25: Schematische Darstellung des vierfach glycosylierten zyklischen 53er-Glycopeptids 7.

Im natlrlichen gp120 ist dabei die Glycosylierungssituation der Asparagine direkt an den
Cysteinen, die die Disulfidbriicke der V3-Loop bilden, weiterhin unklar.** Asparagine, die
eine N-glycosidische Bindung tragen kénnen, mussen C-terminal zwei Positionen weiter ein
Serin oder Threonin tragen, also die Sequenz N-X-S/T beinhalten. Jedoch sollen laut
Literaturdaten Segmente der Sequenz N-C-S/T vermutlich nicht gleichzeitig glycosyliert und
zyklisiert vorliegen, also zumindest die Position direkt am N-terminalen Cystein der
zyklisierten V3 nicht glycosyliert sein. Dagegen sollte entsprechend der vorliegenden
Sequenz im biologischen System eine Glycosylierung am C-terminalen Cystein der
zyklisierten VV3-Loop mdoglich sein. Allerdings sollen laut Literatur beide Asparagine direkt
an den Cysteinen nicht glycosyliert vorliegen, jedoch weist die in der Rontgenkristallstruktur
beobachtete hohe Elektronendichte an den Stickstoffatomen der Asparaginseitenketten auf
eine vorliegende Glycosylierung hin.?**

Das 53er-Glycopeptid 7 wurde mittels einer Kombination aus automatisierter und manueller
Festphasensynthese am Harz aufgebaut. Diese Syntheseversuche (s. Tabelle 1) wurden auf-
grund von Schwierigkeiten, welche bei dem Versuch der Zyklisierung auftraten, zweimal
durchgefiihrt. Die aus diesen Syntheseversuchen gewonnenen und im Folgenden kurz
diskutierten Erkenntnisse Uber die Kupplungseffektivitit der einzelnen Kupplungsschritte,
konnten dabei fir spatere erfolgreiche Synthesen genutzt werden, um optimale Ausbeuten zu
erreichen.
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Kupplung Kupplung Kupplung Kupplung Kupplung
der des von 6 AS des weiterer
ersten 4 AS | 1. Bausteins 2. Bausteins |14 AS
Synthese 1: | automatisiert manuell automatisiert manuell automatisiert
Kupplung 3x120 min 2x24 std 3x120 min 2x24 std 3x90 min
Uberschuss Vierfach je 1.0 eq Vierfach je 1.0 eq Vierfach
Verhaltnis 4/5/5 1/1.5/1.5 4/5/5 1/1.5/1.5 4/5/5
Aktivator HATU TBTU HATU TBTU HATU
Ausbeute 98 % 83 % 96 % 74 % 90 %
Synthese 2: | automatisiert manuell manuell manuell automatisiert
Kupplung 3x120 min 2x24 std 3x3 std 2x24 std 3x90 min
Uberschuss Vierfach je 1.0 eq Vierfach je 1.0 eq Vierfach
Verhaltnis 4/5/5 1/1/1 4/5/5 1/1/1 4/5/5
Aktivator HATU TBTU HATU TBTU HATU
Ausbeute 94 % 74 % 100 % 58 % 85 %
Kupplung Kupplung Kupplung Kupplung Kupplung
weiterer des von 5 AS des weiterer
15 AS 3. Bausteins 4. Bausteins |5 AS
Synthese 1: | automatisiert manuell manuell manuell manuell
Kupplung 3x90 min 2x24 std 3x3 std 2x24 std 3x3 std
Uberschuss Vierfach jel.2eq Achtfach jel5eq Achtfach
Verhaltnis 4/5/5 1/1.5/1.5 4/5/5 1/1.5/1.5 4/5/5
Aktivator HATU TBTU HATU TBTU HATU
Ausbeute 59 % 65 % 100 % 75 % 100 %
Synthese 2: | automatisiert manuell manuell manuell manuell
Kupplung 3x90 min 2x24 std 3x3 std 2x24 std 3x3 std
Uberschuss | Vierfach 0.8/1.6eq Achtfach 1.2/1.6¢eq Achtfach
Verhaltnis 4/5/5 1/1.5/1.5 4/5/5 1/1.5/1.5 4/5/5
Aktivator HATU TBTU HATU TBTU HATU
Ausbeute 64 % 67 % 100 % 85 % 100 %

Tabelle 1: Kupplungsbedingungen zur Synthese des Glycopeptids 7.

Vom C-Terminus ausgehend erfolgte jeweils die Anknlpfung der ersten vier Aminosauren
automatisiert mittels Dreifachkupplungen an der Festphase. Wie das automatische Fmoc-
Monitoring zeigte, war im Wesentlichen die Kupplung der ersten Aminosdure Lysin-53
direkt an das Harz fir eine Ausbeuteverringerung verantwortlich. Eine Verbesserung dieser
haufig schwierigen ersten Kupplung wére hier sicherlich durch manuelle Durchfuhrung zu
erreichen.

Die anschlieBende Verknlpfung des ersten Chitobiosylasparagin-Bausteins 6 wurde jeweils
manuell mittels Zweifachkupplung unter Schutzgasatmosphare durchgefiihrt. Es wurde dabei
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je 1.0 eq des Bausteins eingesetzt. Es hat sich bei Synthese 1 gezeigt, dass mit 83 %
Ausbeute eine Optimierung der Glycosylierung erreicht wird, wenn ein Verhdltnis von
Baustein zu Aktivator und Base unter Feuchtigkeitsausschluss von 1.0/1.5/1.5 verwendet
wird. Fir die Kupplung wurde der in DMF geltste Baustein dabei getrennt von TBTU und
DIPEA ohne Voraktivierungszeit auf das Harz gegeben, um die intramolekulare Succinimid-
bildung zu verhindern. Dagegen lieferte die Synthese 2 bei einem eingesetzten Verhéltnis
von 1/1/1 eine erheblich schlechtere Kupplungsausbeute von 74 %.

Die weitere Anknupfung von sechs Aminosduren bei Synthese 1 lieferte trotz langer
Kupplungszeit nur eine Ausbeute von 96 %. Die Analyse des automatischen Fmoc-
Monitoring zeigte, dass die Kupplung von Tryptophan-48 an das glycosylierte Asparagin-49,
sowie das nachfolgende Lysin-47 erheblich schlechter verlaufen waren. In Synthese 2 wurde
daraufhin die Kupplung der sechs Aminosduren inklusive dieser beiden schwierig zu
verknupfenden Aminoséduren manuell in einer Dreifachkupplung von je drei Stunden
durchgefiihrt. Die photometrische Bestimmung der Ausbeute nach jedem Kupplungsschritt
durch Messung der UV-Absorption des in der Abspaltldsung enthaltenen Methylenfluorens
ergab nahezu quantitative Ausbeuten in diesen sechs Kupplungsschritten. Die manuell
durchgefiihrte Ankniipfung von Aminoséuren verlduft nattrlich effektiver als die Automa-
tisierung im Synthesizer, jedoch ist sie ungleich zeitaufwendiger, stellt allerdings fur bekannt
schwierig zu kuppelnde Aminosduren eine giinstige Alternative dar.

Die zweite Glycosylkupplung wurde jeweils entsprechend der zuvor beschriebenen
manuellen Anknipfung des ersten Glycosylbausteins durchgefiihrt. Sie zeigte fir die
Synthese 1 bei einem eingesetzten Reaktandenverhaltnis von 1.0/1.5/1.5 mit 74 % Ausbeute
ebenso eine erfolgreichere Glycosylierung als bei Synthese 2 mit nur 58 % Kupplungs-
ausbeute bei einem Verhéltnis von 1/1/1.

Ferner wurde nach der zweiten Glycosylkupplung die automatisierte Anknlpfung weiterer 29
Aminosduren in zwei Syntheseschritte gesplittet, um zu verhindern, dass die umzusetzenden
Aminosduren fur mehrere Tage im Synthesizer stehen. Einerseits unterliegen sie z.T. einer
langsamen Zersetzung, andererseits kondensiert je nach Temperatur und Luftfeuchtigkeit
Wasser in die Aminosdurederivate. Dies ist insbesondere bei langen Peptidsynthesen zu
vermeiden, da dies durch Inaktivierung des Aktivators erheblich die jeweiligen Kupplungs-
ausbeuten senkt, was sich drastisch auf die Gesamtausbeute auswirkt. Wie die photo-
metrische Bestimmung der Ausbeuten ergab, lieferte mit 90 % bzw. 85 % jeweils der erste
Syntheseabschnitt von 14 Aminoséuren unter gleichen Bedingungen von Cystein-41 bis
Threonin-28 eine wesentlich hohere Ausbeute von jeweils 99 % pro Kupplungsschritt.
Dagegen ergab der zweite Teil von 15 Aminoséuren von Tyrosin-27 bis Asparagin-13 unter
gleichen Synthesebedingungen mit 59 % bzw. 64 % erheblich schlechtere Ausbeuten von
jeweils 97 % pro Kupplungsschritt. Die Analyse des automatischen Fmoc-Monitoring
bestatigte dies. Es zeigte fir die Anknlpfung der 29 Aminoséuren, dass im Wesentlichen die
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Kupplung von Tyrosin-27 bis Arginin-24, sowie die Kupplung von Histidin-19, Lysin-16,
Arginin-15 und Asparagin-13 aus dem zweiten Syntheseabschnitt nur mit schlechten
Ausbeuten durchfiihrbar war. Der Einbruch der Ausbeuten an diesen Positionen konnte in der
Ausbildung einer fir die weitere Kupplung ungtinstigen Sekundarstruktur begriindet liegen.
Die manuelle Kupplung des dritten Chitobiosylasparagin-Bausteins 6 ergab fir beide
Synthesen trotz optimierter Bedingungen nur maRige Glycosylierungsausbeuten von 65 %
bzw. 67 %. Dies stellte den mit Abstand schlechtesten Glycosylierungserfolg unter den
beschriebenen Synthesebedingungen dar und trat fir beide Synthesen an dieser Position auf.
Daher ist zu vermuten, dass die unbefriedigende Kupplung an dieser Syntheseposition auf
eine fur die Kupplung unginstige Faltung der Peptidketten am Harz zurtickzufuhren ist.
Zusétzlich fuhren sterische Hinderungen durch den vergleichsweise volumindsen Kohlen-
hydratteil der glycosylierten Aminosaure zu Ausbeuteverlusten.

Die folgenden funf Aminosduren Asparagin-11 bis Cystein-7 wurden jeweils manuell mittels
Dreifachkupplung mit je drei Stunden Dauer gekuppelt. Dabei wurde der Aminosdure-
uberschuss auf das Achtfache verdoppelt, um bei dem vorliegenden groRen Harzvolumen
einer zu starken Verdunnung des Reaktionsgemisches entgegenzuwirken. Die photometrische
Verfolgung der Ausbeute nach jedem Kupplungsschritt ergab nahezu quantitative Ausbeuten
in diesen fiinf Kupplungsschritten.

Die letzte Glycokupplung wurde jeweils manuell entsprechend der optimierten Synthese-
bedingungen durchgefiihrt und lieferte mit 75 % bzw. 85 % Ausbeute eine erfolgreiche
Glycosylierung. Mit abnehmender Anzahl reaktiver Aminogruppen bietet es sich an, den
Uberschuss an Glycosylbaustein zu erhohen, um eine geniigend hohe Konzentration aufrecht
zu erhalten. Natdrlich ist die Aussicht auf hohe Glycosylierungsausbeute umso besser, je
mehr Aquivalente der glycosylierten Aminoséaure umgesetzt werden. Es hat sich gezeigt, dass
eine Zweifachkupplung effektiver verlauft, wenn anstelle eines zweimaligen Einsatzes
mittlerer Aquivalente zunachst eine geringere Menge an Baustein und bei der zweiten
Kupplung ein héherer Uberschuss eingesetzt wird.

Die abschlieende Anknupfung der letzten fiunf Aminosauren wurde jeweils entsprechend der
zuvor beschriebenen manuellen Kupplung durchgefihrt und verlief quantitativ.

Die Synthesen lieferten laut Fmoc-Bestimmung 15 bzw. 14 pumol am Harz befindliches
Glycopeptid. Entsprechend den beschriebenen Standardbedingungen wurde deacetyliert und
unter Ausschluss von Sauerstoff von der Festphase abgespalten. AnschlieBend wurden die
Rohprodukte mit einer 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonatlésung wie folgt beschrieben
verdunnt und oxidativ zyklisiert. Es wurde versucht, das Fortschreiten der Entschiitzung und
die anschlielende Zyklisierung massenspektrometrisch zu verfolgen. Dazu wurde jeweils
nach verschiedenen Zeitabstanden eine Probe aus dem Reaktionsgemisch entnommen und
nach vorheriger Entsalzung mittels Cig-Pipettenspitzen via MALDI-TOF-MS vermessen.
Dieses Vorhaben schlug allerdings fehl. Es konnte weder Edukt noch zyklisiertes Produkt
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detektiert werden. Das Problem bei der massenspektrometrischen Vermessung dieser
mehrfach glycosylierten Verbindungen ist, dass sie aul3erst schlecht im MALDI desorbieren
und sie aullerdem nur in geringen Anteilen vorliegen, so dass ein definitiver Nachweis des
Zielproduktes erst bei der chromatographischen Aufreinigung und somit der Aufkonzen-
trierung erfolgen kann.

Die oxidative Knlpfung der Disulfidbriicke des Glycopeptids 7 wurde in drei verschiedenen
Ansdtzen durchgefiihrt, um optimale Reaktionsbedingungen zu ermitteln, wobei die
Zyklisierungsbedingungen hinsichtlich der Verdinnung, der Dauer der Zyklisierung, sowie
der Oxidationsbedingungen variiert wurden. Dazu wurden die 15 umol der Synthese 1 im
ersten Versuch auf 3 L Zyklisierungslosung (5 uM) verdinnt. Die Disulfidverbriickung
wurde dann durch Luftoxidation Uber 24 Stunden durchgefiihrt. Nach Ultrafiltration erwies
sich der gefriergetrocknete Rickstand allerdings als extrem wasserunloslich. Das lasst darauf
schlielen, dass wahrend der Ultrafiltration aufgrund der Aufkonzentrierung Polymerisation
durch intermolekulare Disulfidbrickenbildung auftrat. Moglicherweise war die Dauer der
Zyklisierung zu kurz oder die Losung war noch zu konzentriert, was hinsichtlich der
Erfahrungswerte eher unwahrscheinlich ist. Deshalb wurde in einem zweiten Versuch die
Hélfte der Synthese 2 von 7 umol in 1.5 L Lésung (4.7 uM) fur 48 Stunden durch
Luftoxidation zyklisiert. Aber auch hier blieb nach Ultrafiltration anstelle eines weil3en
Lyophilisates ein weil’gelbes, unldsliches Polymerisat zuruck. Im dritten Zyklisierungs-
versuch wurden daher weitere 7 umol der Synthese 2 in extremer Verdiinnung von 2.3 uM
mittels Luftsauerstoff unter Zusatz von 1 Volumenprozent DMSO fur vier Tage zykKlisiert,
was fiur die glycosidischen Bindungen unproblematisch sein sollte. Nach der Ultrafiltration
wurde eine geringe Menge weilliches Lyophilisat erhalten. Das gefriergetrocknete Produkt
bestand allerdings aus einem schwer wasserloslichen Granulat. Bei dem Versuch, das
Rohprodukt mit Hilfe von GPC und RP-HPLC aufzureinigen, konnte das Glycopeptid 7
weder im MALDI-TOF-Spektrum noch mittels ESI-LC-MS nachgewiesen werden. Es konnte
nicht geklart werden, ob zyklisiertes Produkt entstanden ist, dieses jedoch im Rahmen der
sehr niedrigen Zyklisierungsausbeute aufgrund der geringen Konzentration im Produkt-
gemisch nicht nachgewiesen werden konnte. Die untypische Konsistenz des Lyophilisates
lasst vermuten, dass es aller Wahrscheinlichkeit nach bei der Aufkonzentrierung der Peptid-
I6sung wiederum zu einer Polymerisationsreaktion kam. Hierfur spricht auch die schwere
Wasserloslichkeit.

Die Synthesen des zyklischen Glycopeptids 7 verliefen bis zur Abspaltung von der Festphase
den Erwartungen entsprechend, denn nach der Entfernung der Abspaltldsung im Vakuum war
eine erhebliche Menge weilles Rohprodukt vorhanden und auch die manuelle Fmoc-
Bestimmung der endstdndigen Aminofunktionen spricht dafir, dass bis an diese Stelle die
Synthesen erfolgreich verliefen. Die Problematik liegt somit in der nachfolgenden Knupfung
der Disulfidbricke. Es stellte sich nun die Frage, ob die Zyklisierung nicht gelang, da
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maoglicherweise die beiden Glycosylierungen der Asparagine direkt an den zu verbriickenden
Cysteinen die Zyklisierung der Loop sterisch behindern oder ob es prinzipiell an der Sequenz
liegt. Da sich jedoch das korrespondierende Glycopeptid 14 unter gleichen Bedingungen
problemlos in guten Ausbeuten zyklisieren lieR (s. 4.2.9), muss von keinem speziellen
sequenzbedingten Problem ausgegangen werden. Dies wirde bedeuten, dass die Synthese-
probleme vielmehr an den Glycosylierungen liegen.

Um herauszufinden, ob die Schwierigkeiten bei den beschriebenen Zyklisierungen von einer
oder beiden Glycosylierungen direkt an den Cysteinen herrtihren, wurde die Darstellung des
in Abbildung 26 gezeigten zyklisierten 47er-Glycopeptids mit drei Chitobiosylglyco-
sylierungen versucht, welches nur am Asparagin direkt benachbart zum C-terminalen Cystein
glycosyliert ist.
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Abbildung 26: Schematische Darstellung des dreifach glycosylierten zyklischen 47er-Glycopeptids 8.

Das 47er-Glycopeptid 8 wurde mittels einer Kombination aus automatisierter und manueller
Festphasensynthese am Harz aufgebaut. Da die Kupplungsbedingungen dieser Synthese die
Erkenntnisse aus den vorherigen Synthesen bestétigen, wird hier im Folgenden nicht weiter
darauf eingegangen. Die Synthese lieferte laut Fmoc-Bestimmung 16 pumol am Harz
befindliches Glycopeptid. Entsprechend den beschriebenen Standardbedingungen wurde
deacetyliert und unter Ausschluss von Sauerstoff von der Festphase abgespalten.
AnschlieBend wurde das Rohprodukt mit einer 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonatlésung
auf 5.3 pumol verdinnt und mittels Luftsauerstoff und einer Glasfritte unter Zusatz von 1
Volumenprozent DMSO fir vier Tage oxidativ zyklisiert. Aber auch hier blieb nach
Ultrafiltration anstelle eines weilRen Lyophilisates eine geringe Menge weil3gelbes, schwer
wasserlosliches, korniges Granulat zurlck. Bei dem Versuch, das Rohprodukt mit Hilfe von
GPC und RP-HPLC aufzureinigen, konnte das Glycopeptid 8 weder im MALDI-TOF-
Spektrum noch mittels ESI-LC-MS nachgewiesen werden. Die Ubereinstimmung
mit den Syntheseergebnissen des Glycopeptids 7 lasst darauf schlieBen, dass aller
Wahrscheinlichkeit nach wiederum keine Zyklisierung zustande gekommen ist und es bei der
Aufkonzentrierung der Peptidlosung daraufhin zu einer Polymerisationsreaktion kam.
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Der Misserfolg der Zyklisierung des an beiden Cysteinen glycosylierten Glycopeptids 7
stimmt mit dem biologischen System (berein, nachdem Segmente der Sequenz N-C-S/T
nicht gleichzeitig glycosyliert und zyklisiert vorliegen. Zumindest also die Position direkt am
N-terminalen Cystein der zyklisierten V3 demnach nicht glycosyliert vorliegt. Dass jedoch
die Zyklisierung des Glycopeptids 8 nicht erfolgreich verlief, das an diesem Cystein nicht
glycosyliert ist, ist zun&chst verwunderlich, weil eine Glycosylierung am C-terminalen
Cystein der zyklisierten Loop zumindest im biologischen System mdglich sein sollte. Die
vorliegenden Syntheseergebnisse legen allerdings den Schluss nahe, dass beide Glyco-
sylierungen der Asparagine benachbart zu den Cysteinen die Zyklisierung der V3 behindern.
Die Zucker scheinen unter den hier vorliegenden Synthesebedingungen die Zyklisierung
sterisch zu blockieren, dass bei spaterer Einengung der Losung die Neigung zur inter-
molekularen Disulfidverbriickung stark ansteigt, was letztendlich zur unkontrollierten
Polymerisation flhrt. Laut Literaturdaten sollen beide Asparagine direkt an den Cysteinen
nicht glycosyliert vorliegen, obwohl die in der Rontgenkristallstruktur beobachtete hohe
Elektronendichte an den Stickstoffatomen der Asparaginseitenketten auf eine vorliegende
Glycosylierung hinweist.?**

Auf weitere Versuche wurde hinsichtlich des erheblichen Aufwandes derartiger Synthesen
mehrfach glycosylierter Verbindungen verzichtet. In den folgenden Glycopeptidsynthesen
wurden beide Glycosylierungen in direkter Nachbarschaft zu den Cysteinen weggelassen.

4.2.3 Synthese des nicht glycosylierten offenkettigen verktrzten V3-
Peptides 9
Das offenkettige Referenzpeptid 9 (s. Abbildung 27) wurde synthetisiert als Vergleichs-
substanz gegenuber der entsprechenden zyklisierten Verbindung 12 (s. 4.2.7) hinsichtlich des
Einflusses der Zyklisierung auf konformative Anderungen, sowie auf Anderungen der
Bindungsaffinitat bzgl. der CCR5-Korezeptorspezifitat.

p Ns Ng N7 Tg Ro K10S11haHi31y, Gys P,
Rj 4 17
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St Y'ZD
I37 N3g C35 H Ta
.. Ny Wer Ky, Ato R3g Sag 137 Nas “as Has Agz Q,, Ra1 130 Dyg [ E25624T23

HNOC— K,, Las

Abbildung 27: Schematische Darstellung des unglycosylierten offenkettigen 47er-Peptids 9.

Das 47er-Peptid wurde komplett in einer vollautomatischen Synthese mittels Dreifach-
kupplungen unter TBTU Aktivierung an der Festphase aufgebaut. Uber alle 47 Kupplungs-
schritte konnte nach Fmoc-Abspaltung eine Rohausbeute von 65 % erzielt werden. Dies
zeigt, dass TBTU gegenlber dem zuvor eingesetzten Reagenz HATU ebenso gute
Kupplungsresultate liefert, dartiber hinaus aber um einiges kostengunstiger ist. Wie die
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photometrische Bestimmung der Kupplungsausbeute ergab, lieferte dabei mit 89 % der erste
Syntheseabschnitt von 26 Aminoséuren von Lysin-47 bis Threonin-22 unter gleichen
Bedingungen eine wesentlich hohere Ausbeute als die Kupplung der folgenden 21
Aminosduren von Tyrosin-21 bis Cystein-1 mit 73 %. Dies bestétigt vorherige
Syntheseergebnisse (s. 4.2.2), dass im Wesentlichen der N-terminale Strang der V3-Loop
schlechter zu kuppelnde Synthesepositionen beinhaltet, was fir die Ausbildung einer fir die
Kupplung ungiinstigen Sekundarstruktur spricht.

Bei dieser Synthese wurden StBu-seitenkettengeschiitzte Cysteine eingesetzt, die unter den
vorliegenden Abspaltbedingungen nicht zusammen mit allen anderen Aminosduren
entschitzt wurden. Dies ermoglicht den Zugang zu entsprechenden offenkettigen
Verbindungen ohne die Aminosduresequenz zu verandern. Die Verwendung orthogonal zu
entfernender Schutzgruppen verspricht dariber hinaus ,,im Erfolgsfall“, dass nach
Aufreinigung des Rohproduktes durch selektive Entfernung auch das zyklisierte Produkt
erhalten werden kann (s. 2.1 und 4.2.5).

Nach Abspaltung von der Festphase wurde die Losung des offenkettigen Rohproduktes
ultrafiltriert, um vor der chromatographischen Aufreinigung bereits kiirzere Abbruchpeptide
abzutrennen. Dies zeigte sich als besonders vorteilhaft, da es die nachfolgende HPLC-
Trennung enorm erleichterte. Das unglycosylierte, lineare V3-Peptid 9 wurde daraufhin in
einer Ausbeute von 2.8 % erhalten. Wie ein Vergleich mit dem korrespondierenden Zyklo-
peptid 12 zeigt (s. 4.2.7), resultierte in dessen Synthese trotz einer geringeren Kupplungs-
ausbeute eine hthere Gesamtausbeute. Aufgrund der Disulfidverbriickung des V3-Peptides
und des Abreagierens der freien Cystein-Abbruchpeptide verlief dort offensichtlich die
Aufreinigung erheblich effektiver.

Die Identitat des offenkettigen Peptids 9 (MW = 5497.80 g/mol) wurde zuné&chst durch die
Aufnahme eines MALDI-TOF-Spektrums durch ein [M+H]*-Signal von m/z = 5498.66
bestétigt.

Die NMR-spektroskopische Charakterisierung erfolgte anhand von 2D-NMR-Experimenten.
In der NH-Region des TOCSY-Spektrums konnten 44 NH-Spuren der amidischen Protonen
im Bereich von 7.962 bis 8.587 ppm den entsprechenden Aminoséuren zugeordnet werden
(s. Abbildung 28).
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Abbildung 28: Ausschnitt aus der NH-Region des TOCSY-Spektrums des unglycosylierten offenkettigen
47er-Peptids 9. Die Aufnahme erfolgte bei 300 K in H,O/D,0O (9:1) bei pH 3.5.

In der Sequenz sind zwei Proline enthalten, die naturgemaR keine amidischen Protonen
tragen. Aus den CH,-Spuren der beiden Proline bei 4.437 ppm und 4.462 ppm konnten die
Protonen eindeutig zugeordnet werden. Ebenso sind die Protonen der freien Aminogruppe
des N-terminalen Cysteins aufgrund von Austauschprozessen dort nicht sichtbar, welche
jedoch bei 4.739 ppm anhand ihrer CH,-Spur zugeordnet werden konnten. Die Sequenzie-
rung des Peptids gelang durch Analyse der sequenziellen NOE-Signale benachbarter Amino-
sauren (Nachbarschafts-NOEs) in einem NOESY-Spektrum. Die Bestimmung der *Jino-
Kopplungskonstanten erfolgte anhand eines DQF-COSY-Spektrums. Die *H-NMR-chemi-
schen Verschiebungen und die 2Junnq-Kopplungskonstanten sind in Tabelle 18 angegeben
(s. 7.3.1).
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Die Analyse des NOESY-Spektrums kann Auskiinfte Uber eine vorhandene Sekundarstruktur
eines Peptides geben.’ Die Untersuchung der strukturrelevanten NOE-Kontakte ergab nur
sequenzielle NOE-Kontakte zwischen den amidischen Protonen (s. Tabelle 2). Die hier
beobachteten NH;-NH;.1-Kontakte deuten im Wesentlichen auf B-Strange hin, was fur eine
relativ gestreckte Struktur in diesem Bereich spricht. Es konnten fir das offenkettige
47er-Peptid 9 insgesamt 42 NH;-NH;.;-Kontakte ausgewertet werden, wobei in den
Randbereichen deutlich weniger NOE-Kontakte auftreten. Da im N-terminalen Bereich
uberhaupt keine NH-NH-Kontakte zu finden waren, spricht dies flr eine erhohte Flexibilitat
dieser Region.

Aminosaure  NOE-Kontakt |Aminosdure  NOE-Kontakt |Aminosdure  NOE-Kontakt
Asn7 Thr8 Phe20 Alal9 GIn32 Arg31

Thr8 Asn7; Arg9 Thr23 Gly24 Ala33 His34

Arg9 Thr8 Gly24 Thr23; Glu25 |His34 Ala33; Cys35
Serll llel2 Glu25 Gly24; lle26 Cys35 His34; Asn36
llel2 His13 lle26 Glu25 Asn36 Cys35; lle37
His13 llel2; llel4d lle27 Gly28 lle37 Asn36; Ser38
lleld His13 Gly28 lle27; Asp29 Ser38 lle37

Gly17 Argl18 Asp29 Gly28 Arg39 Ala40

Argl8 Glyl7; Alal9 |lle30 Arg31 Ala40 Arg39

Alal9 Argl8; Phe20 |Arg31l lle30; GIn32 Asp44 Thr45

Tabelle 2: Strukturrelevante NH-NH-NOE-Kontakte des nicht glycosylierten offenkettigen 47er-Peptids
9, beobachtet aus der F1-Dimension. Aufgrund einer Signalliberlagerung mit der Diagonalen waren
einige NOE’s nur auf einer Halfte des NH-NH-Bereiches des NOESY-Spektrums identifizierbar.

4.2.4 Synthese des nicht glycosylierten offenkettigen V3-Peptides 10
Die Synthese des offenkettigen Referenzpeptides 10 (s. Abbildung 29) sollte eine
Vergleichssubstanz liefern gegenuber der entsprechenden zyklisierten Verbindung 13
(s. 4.2.8) hinsichtlich der Wirkung der Zyklisierung auf konformative Anderungen und deren
Einfluss auf die Bindungseigenschaften bzgl. der CCR5-Korezeptorspezifitat. Darliber hinaus
diente es als Vergleich gegenuber dem korrespondierenden linearen Glycopeptid 11
(s. 4.2.6), inwieweit die Glycosylierung Effekte zeigt. AuBerdem sollte eine Gegeniiber-
stellung mit dem verkurzten, offenkettigen Peptid 9 (s. 4.2.3) Hinweise auf einen Einfluss des
erweiterten N-terminalen Bereiches der VV3-Loop liefern.

Die Darstellung des 53er-Peptids 10 wurde vollautomatisch mittels Dreifachkupplungen
unter TBTU Aktivierung durchgefiihrt. Uber alle 53 Kupplungsschritte wurde nach Fmoc-
Abspaltung eine Rohausbeute von 44 % erzielt.

Bei dieser Synthese wurden StBu-seitenkettengeschiitzte Cysteine eingesetzt, die unter
den vorliegenden Abspaltbedingungen nicht zusammen mit allen anderen Aminosduren
entschitzt wurden. Nach Abspaltung von der Festphase und Ultrafiltration lieferte die
Aufreinigung mittels HPLC eine Ausbeute von 2.1 %.
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Abbildung 29: Schematische Darstellung des unglycosylierten offenkettigen 53er-Peptids 10.

Das unglycosylierte, offenkettige V3-Peptid 10 (MW = 6169.11 g/mol) konnte massen-
spektrometrisch durch ein [M+H]"-Signal von m/z = 6170.49 im MALDI-TOF-Spektrum
nachgewiesen werden.

Zur genauen Charakterisierung wurden 2D-NMR-Experimente aufgenommen. Der Nachweis
der einzelnen Spinsysteme der Aminosduren und die Zuordnung der chemischen
Verschiebungen erfolgte mittels eines TOCSY-Spektrums. Dort konnten in der NH-Region
50 NH-Spuren der amidischen Protonen im Bereich von 7.967 bis 8.590 ppm den
entsprechenden Aminosduren zugeordnet werden (s. Abbildung 30). Die Identifikation der
beiden in der Sequenz enthaltenen Proline und der N-terminalen Glutaminsiure gelang
anhand ihrer CH,-Spuren bei 4.408, 4.428 und 4.263 ppm. Die Sequenzierung des Peptids
erfolgte durch Analyse der sequenziellen NOE-Signale benachbarter Aminosauren in einem
NOESY-Spektrum. Die Bestimmung der *Jinmq-Kopplungskonstanten geschah anhand eines
DQF-COSY-Spektrums. Die 'H-NMR-chemischen Verschiebungen und die 3Jnnmo-
Kopplungskonstanten sind in Tabelle 19 angegeben (s. 7.3.2).
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Abbildung 30: Ausschnitt aus der NH-Region des TOCSY-Spektrums des unglycosylierten offenkettigen
53er-Peptids 10. Die Aufnahme erfolgte bei 300 K in H,O/D,0 (9:1) bei pH 3.5.

Fir das offenkettige, verlangerte Peptid 10 konnten, wie in Abbildung 31 ersichtlich ist,
insgesamt 57 NH;-NH;.;-Kontakte ausgewertet werden. Im Vergleich zum offenkettigen,
verkilrzten V3-Peptid 9 treten hier erwartungsgemal im verldngerten N-terminalen Bereich
zusatzliche acht NH-NH-Kontakte auf, wobei auch hier in den Randbereichen (berhaupt
keine NOE-Kontakte zu finden waren, was flr eine erhohte Flexibilitdt dieser Regionen
spricht. Der zentrale Bereich der Peptidkette deckt sich bis auf zusétzliche funf NH-NH-
Kontakte mit denen des verkirzten Peptides. Dass auch hier neben diesen sequenziellen
NH-NH-Kontakten keine weiteren strukturrelevanten NOE-Kontakte auftraten (s. Tabelle 3),
deutet auf eine gestreckte aber weniger definierte Struktur der linearen Verbindungen hin.
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Abbildung 31: NH-NH-Bereich des NOESY-Spektrums des nicht glycosylierten offenkettigen 53er-
Peptids 10.
Aminosdure  NOE-Kontakt |Aminosédure  NOE-Kontakt [Aminosdure  NOE-Kontakt
lle5 Asn6 Gly23 Arg24 Arg37 lle36; GIn38
Asn6 lle5; Cys7 Arg24 Gly23; Ala25 GIn38 Arg37
Cys7 Asn6; Thr8 Ala25 Arg24; Phe26 |Ala39 His40
Arg9 Thr8 Phe26 Ala25 His40 Ala39; Cys41
Asnll Asnl2 Thr28 Thr29 Cys4l His40; Asn42
Asnl2 Asnll Thr29 Thr28; Gly30 | Asn42 Cys4l; lle43
Asnl3 Thrl4d Gly30 Thr29; Glu31 lle43 Asn42; Serd4
Thri4 Asnl3; Argl5 |[Glu3l Gly30; lle32 Ser44 lle43
Argl5 Thri4 lle32 Glu3l Arg45 Ala46
Serl?7 llel8 lle33 Gly34 Ala46 Arg45
llel8 Serl7; His1l9 |Gly34 lle33; Asp35 Asp50 Asn49; Thr51
His19 llel8; lle20 Asp35 Gly34; 1le36 Thr51 Asp50
lle20 His19 lle36 Asp35; Arg37

Tabelle 3: Strukturrelevante NH-NH-NOE-Kontakte des nicht glycosylierten offenkettigen 53er-Peptids
10, beobachtet aus der F1-Dimension. Aufgrund einer Signaliiberlagerung mit der Diagonalen waren
einige NOE’s nur auf einer Halfte des NH-NH-Bereiches des NOESY-Spektrums identifizierbar.

4.2.5 Versuche zur Zyklisierung des Cys(StBu)-geschutzten
verklrzten V3-Peptides 9

Die unter 4.2.3, 4.2.4 und 4.2.6 beschriebenen Synthesen der offenkettigen VV3-Verbindungen
wurden unter Verwendung von StBu-seitenkettengeschitzten Cysteinen durchgefiihrt. Dies
sollte die Maoglichkeit erdffnen, das entstandene Rohprodukt vor der orthogonalen
Entschitzung der Thiolgruppen und dem Knipfen der Disulfidbriicke aufzureinigen. Durch
die selektive Disulfidverbriickung des bereits aufgereinigten Zielproduktes sollten dabei
Aufreinigungsprobleme aufgrund starker Heterogenitat des Rohproduktes umgangen werden.

66



Ergebnisse und Diskussion

Denn nach der Trityl-Strategie fuhren die zahlreichen Abbruchprodukte der Synthese durch
unkontrollierte Di- bzw. Oligomerisierungen im Allgemeinen bei der Aufreinigung mittels
HPLC zu erheblichen Ausbeuteverlusten. Darlber hinaus versprach die orthogonale StBu-
Schutzgruppenstrategie den Vorteil, dass in einem Syntheseschritt sowohl das lineare, als
auch das zyklisierte Produkt erhalten werden kann (s. 2.1).

Nach Aufreinigung des Rohproduktes von 9 wurde die selektive Abspaltung der ortho-
gonalen StBu-Schutzgruppen mit Hilfe von Dithiothreitol (DTT) als reduzierendes Agens
durchgefiihrt. In der Literatur ist dabei der Einsatz verschiedener Thiole' wie z.B.
Ethandithiol, Mercaptoethanol oder auch DTT beschrieben, wobei die Verwendung von DTT
aufgrund der guten Wasserloslichkeit und der geringeren Geruchsbel&stigung im Vergleich
zu den anderen Thiolen am geeignetsten erschien.’*® Es wurden drei verschiedene Ansatze
zur Abspaltung der StBu-Schutzgruppen und zur anschlielenden Disulfidverbriickung durch-
gefuhrt. Dabei wurden die Reaktionsbedingungen hinsichtlich des Uberschusses an DTT,
Reduktionszeit bei der Entschitzung und Dauer der oxidativen Zyklisierung variiert, um
optimale Zyklisierungsbedingungen zu ermitteln. Im ersten Syntheseversuch wurde zur
Reduktion der geschiitzten Thiole mit 15 Aquivalenten DTT fiir sechs Stunden umgesetzt.
Die Entschiitzungsreaktion der Cysteinthiole wurde dabei massenspektrometrisch verfolgt
(s. Abbildung 32). Es wurde dazu vor dem Reaktionsstart, sowie nach drei und sechs Stunden
Reaktionszeit jeweils eine Probe nach vorheriger Entsalzung mittels Cjg-Pipettenspitzen
massenspektrometrisch durch MALDI-TOF vermessen.

5498.66
2390.00

StBu-geschitztes Edukt

Start der Entschuitzungsreaktion

9322.74 5498.87

2470.01
Nach 3 Stunden entschitztes Produkt StBu-geschitztes Edukt

Reduktion

5322.94
292£.9%

entschitztes Produkt

Nach 6 Stunden
Reduktion

5300 5400 5500 m/z

Abbildung 32: Massenspektrometrische Verfolgung des Fortschreitens der Entschiitzung der Cystein-
StBu-Thiole von Peptid 9 mittels DTT.
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Nach erfolgter Reduktion wurde die Peptidlésung anschlieRend mit einer 0.1 M Ammonium-
hydrogencarbonatlosung auf 2.4 uM verdunnt und zur Knupfung der Disulfidbriicke fir
einen Tag mittels Luftsauerstoff oxidativ zyklisiert. Nach Entsalzung und Aufkonzentrierung
durch Ultrafiltration konnte jedoch weder das zyklisierte Produkt noch das Edukt mittels
MALDI-TOF nachgewiesen werden. Im Gegensatz zum leicht wasserloslichen Edukt, wurde
ein in keinem Ldsungsmittel 16sliches Polymerisat erhalten. Das l&sst darauf schlielRen, dass
wéhrend der Ultrafiltration aufgrund der Aufkonzentrierung der Peptidlésung Polymerisation
durch intermolekulare Disulfidbrickenbildung auftrat. Moglicherweise war die Dauer der
Zyklisierung zu kurz. Wahrscheinlicher ist allerdings, dass das in hohem Uberschuss
eingesetzte DTT wahrend der Oxidationsreaktion daflr sorgte, dass die bereits geknUpften
Disulfidbriicken wieder reduktiv gespalten wurden. Wahrend der nachfolgenden Ultra-
filtration wurde zwar Uberschiissiges DTT aus der Losung entfernt, da jedoch die Peptid-
Iosung jetzt stark aufkonzentriert vorlag, stieg die Neigung zur intermolekularen
Disulfidbriickenbildung stark an, was letztendlich zur Polymerisation fuhrte.

Deshalb wurde in zwei weiteren Versuchen das DTT letztendlich auf fiinffachen Uberschuss
reduziert, die Reaktionsdauer auf zwei Tage verlangert, um die Rickreaktion zu unterbinden
und die Oxidationszeit auf sieben Tage erhéht. Darlber hinaus wurde das Fortschreiten der
oxidativen Zyklisierung mit Hilfe des Ellman-Tests®*** durch den Nachweis freier
Thiolgruppen verfolgt. Die massenspektrometrische Reaktionsverfolgung zeigte auch hier
eine erfolgreich verlaufende Entschiitzung und beim Abbruch der Zyklisierungsreaktion wies
der Ellman-Test keine freien Thiolgruppen mehr nach. Aber auch hier erwies sich nach der
Ultrafiltration der gefriergetrocknete Ruckstand als schwer wasserlésliches Granulat. Da im
MALDI-TOF-Spektrum weder das zyklisierte Produkt noch das Edukt nachgewiesen werden
konnte, fiihrte die Aufkonzentrierung der Peptidlosung wahrscheinlich wiederum zur
Polymerisation des Produktes. Obwohl der zum Ende der oxidativen Zyklisierung durch-
gefihrte negative Ellman-Test keinerlei freie Thiole mehr anzeigte, weshalb von der
Beendigung der Reaktion ausgegangen wurde, schien noch eine geringe Menge nicht
umgesetztes DTT in der Reaktionslosung verblieben zu sein. Diese reichte im weiteren
Verlauf der Aufarbeitung aus, um zu Polymerisationsreaktionen zu fiihren. In Anbetracht der
extremen Verdinnung wéhrend der oxidativen Zyklisierung wird davon ausgegangen, dass
der Ellman-Test unter diesen Bedingungen fir den Nachweis freier Thiole sich letztlich als
zu unempfindlich erwies.

Es wurde auf weitere Versuche verzichtet. Jedoch dienten die synthetisierten Cystein-StBu-
geschutzten Peptide 9 und 10, sowie das Glycopeptid 11 als offenkettige Analoga zu den
entsprechenden zyklisierten Verbindungen 12, 13 und 14.

Wie andere Arbeiten zeigten'”’, fiihrte dartiber hinaus auch die Verwendung von orthogonal
tBu-geschutzten Cysteinen und deren Entschiitzung und Zyklisierung nach einer modifi-
zierten Silylchlorid-Sulfoxid-Methode nicht zum gewiinschten Erfolg.
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4.2.6 Synthese des diglycosylierten offenkettigen V3-Peptides 11

Das offenkettige Glycopeptid 11 (s. Abbildung 33) wurde synthetisiert als lineare
Vergleichssubstanz gegentiber dem entsprechenden zyklisierten Glycopeptid 14 (s. 4.2.9) und
sollte dartiber hinaus als Vergleich gegeniiber dem korrespondierenden unglycosylierten
Peptid 10 dienen (s. 4.2.4).
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Abbildung 33: Schematische Darstellung des diglycosylierten offenkettigen 53er-Glycopeptids 11.

Die Darstellung des Glycopeptids wurde mittels einer Kombination aus automatisierter und
manueller Festphasensynthese durchgefihrt. Die Kupplung der gewohnlichen Aminoséuren
erfolgte dabei mittels automatisierter Synthese durch Dreifachkupplungen unter TBTU
Aktivierung. Die Verknupfung des Chitobiosyl-Asparagin-Bausteines 6 wurde jeweils
entsprechend den unter 4.2.2 beschriebenen optimierten Bedingungen manuell durchgeftnhrt.
Dabei lieferte der Einbau des ersten Glycosylbausteines mittels Zweifachkupplung eine
Glycosylierungsausbeute von 83 %. Um die Gesamtsyntheseausbeute zu erhéhen erfolgte die
zweite Glycokupplung unter Dreifachkupplung, wodurch sich die Glycosylierungsausbeute
noch auf 88 % steigern lieR. Uber alle 53 Kupplungsschritte konnte nach Fmoc-Abspaltung
eine Rohausbeute von 32 % erzielt werden. Ein Vergleich mit dem Syntheseergebnis des
entsprechenden unglycosylierten Peptids 10 von 44 % Ausbeute (s. 4.2.4) zeigt, wie
essentiell die effektive Anbindung des Zuckerbausteines fiir eine optimale Kupplungs-
ausbeute ist, um am Ende der Synthese sehr aufwendige Trennungen zu vermeiden.

Mit Hilfe von Hydrazinhydrat/Methanol (1:5) wurde das Glycopeptid entsprechend den
beschriebenen Standardbedingungen am Harz deacetyliert. Bei dieser Synthese wurden StBu-
seitenkettengeschutzte Cysteine eingesetzt, die unter den vorliegenden Abspaltbedingungen
nicht zusammen mit allen anderen Aminosauren entschiitzt wurden. Nach Abspaltung von
der Festphase und Ultrafiltration lieferte die Aufreinigung mittels HPLC eine Ausbeute von
0.9 %. Trotz optimaler Kupplungsausbeuten fihrten Aufreinigungsprobleme aufgrund der
Produktzusammensetzung zu erheblichen Ausbeuteverlusten, die fir diese relativ geringe
Gesamtausbeute verantwortlich sind. Dabei ergaben zunéchst Aufreinigungsversuche mittels
préparativer RP-HPLC, dass neben dem Zielprodukt 11 hauptséachlich die Abbruchpeptide
der beiden Glycosylierungsstellen entstanden waren. Diese lieRen sich mittels RP-HPLC
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nicht wirksam abtrennen. In einem zweiten Schritt wurde daher das bereits vorgereinigte
Produkt Gber Gelfiltrationschromatographie aufgetrennt. Uber eine in Reihe geschaltete
Toyopearl HW 50S Sdule und eine Toyopearl HW 40S Sdule (jeweils Ethylenglycol/
Methacrylat-Copolymer) wurde isokratisch mittels Wasser/Isopropanol 80:20 als 0.1 M
Ammoniumhydrogencarbonatlosung eluiert. Abschliefend wurde das noch durch geringe
Mengen monoglycosyliertes Abbruchpeptid verunreinigte Produkt an einer semipraparativen
RP-C,g-Sdule aufgereinigt.

Das diglycosylierte, offenkettige V3-Glycopeptid 11 (MW = 6981.43 g/mol) konnte massen-
spektrometrisch durch ein [M+H]"-Signal von m/z = 6982.59 im MALDI-TOF-Spektrum
nachgewiesen werden.

Nach Bestatigung der berechneten Masse wurde die NMR-Analyse durchgefiihrt. Im *H-
NMR-Spektrum waren neben den Signalen, die von der Peptidkette stammen, Multipletts der
Saccharidprotonen im Bereich von 5.0 und 4.5 ppm zu finden. Des Weiteren befanden sich
im Bereich von 3.4 bis 4.0 ppm weitere Zuckersignale. Die genauere NMR-spektroskopische
Charakterisierung erfolgte anhand von 2D-NMR-Experimenten. In der NH-Region des
TOCSY-Spektrums konnten 50 NH-Spuren der amidischen Protonen der Peptidkette im
Bereich von 7.972 bis 8.594 ppm den entsprechenden Aminoséuren zugeordnet werden
(s. Abbildung 34). Die CH,-Spuren der beiden in der Sequenz enthaltenen Proline liegen bei
4.407 und 4.437 ppm, die CH,-Spur der N-terminalen Glutaminsédure liegt bei 4.268 ppm.
Dariuiber hinaus sind in der NH-Region des TOCSY-Spektrums funf NH-Spuren zu finden,
die zu saccharidischen Protonen flhren. Fir die beiden N-glycosidisch direkt ans Peptid
gebundenen N-Acetylglucosamine (GIcNAc), welche jeweils zwei amidische NH-Protonen
besitzen, sind jeweils zwei &hnliche NH-Spuren zu beobachten. Diese stammen von der
N-glycosidischen Bindung am Asparagin-12 bei 8.607 ppm und der N-Acetylgruppe bei
8.176 ppm, sowie von der N-glycosidischen Bindung am Asparagin-49 bei 8.503 ppm und
der N-Acetylgruppe bei 8.155 ppm. Die flinfte NH-Spur bei 8.353 ppm gehort zu den beiden
zweiten N-Acetylglucosaminen der Chitobiose (GIcNAc’), deren NH-Spuren aufgrund der
Ahnlichkeit der chemischen Umgebung nicht dispergiert sind (s. Abbildung 34). Neben dem
TOCSY-Spektrum diente die Aufnahme eines DQF-COSY -Experimentes zur vollstdndigen
Zuordnung der Zuckerprotonen durch Analyse der skalaren Kopplungen. Die Sequenzierung
des Glycopeptids erfolgte iiber ein NOESY-Spektrum (s. Abbildung 35). Die 'H-NMR-
chemischen Verschiebungen und die *Jinmo-Kopplungskonstanten sind in Tabelle 21 und 22
angegeben (s. 7.3.4).
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Abbildung 34: Ausschnitt aus der NH-Region des TOCSY-Spektrums des diglycosylierten offenkettigen
Glycopeptids 11. Die Aufnahme erfolgte bei 300 K in H,O/D,0 (9:1) bei pH 3.5. Die schwarz eingefarbten
Signale stammen von Aminosauren, die roten von Zuckerprotonen.

Die im NOESY-Spektrum beobachteten NH-NH-NOE-Kontakte der Peptidkette (s. Abbil-
dung 36 und Tabelle 4) stimmen weitgehend mit denen des unglycosylierten offenkettigen
Peptids 10 Uberein. Jedoch sind im Bereich der Glycosylierungsstellen an Asn12 zusétzlich
zwei und an Asn49 zusatzlich vier NH;-NHi:;-Kontakte zu erkennen. Da sich beide
Verbindungen nur durch die zwei Glycosylierungen an den Seitenketten der Asparagine
unterscheiden, haben diese einen Einfluss auf die 3D-Struktur und bewirken eine
eingeschrankte Beweglichkeit im Bereich der Glycosylierungsstellen. Insgesamt konnten fiir
das offenkettige Glycopeptid 11 62 sequentielle NOE-Kontakte beobachtet werden.
Zusétzlich findet man (s. Abbildung 35 und Tabelle 4) in der jeweiligen Spur der
N-glycosidischen Protonen die Kreuzsignale zu den p/B’-Protonen der zugehdérigen
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Asparagine. Auflerdem sind NOE-Kontakte der amidischen NH-Protonen der N-Acetyl-

glucosamine zu den entsprechenden Acetylprotonen zu beobachten.
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Abbildung 35: Ausschnitte aus der NH-Region des TOCSY-Spektrums (rot) und des NOESY-Spektrums
(schwarz) des diglycosylierten offenkettigen Glycopeptids 11. Die Aufnahmen erfolgten bei 300 K in

H,0/D,0 (9:1) bei pH 3.5.
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Abbildung 36: NH-NH-Bereich des NOESY-Spektrums des offenkettigen Glycopeptids 11. Gegenlber
dem entsprechenden Spektrum des Peptids 10 liegt hier eine in z-Richtung etwa halb so tiefe Skalierung

vor (s. Abbildung 31).
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Aminosdure  NOE-Kontakt | Aminoséure NOE-Kontakt |Aminosaure NOE-Kontakt
lle5 Asn6 Arg24 Gly23; Ala25 | Ala39 His40

Asn6 lle5; Cys7 Ala25 Phe26 His40 Ala39; Cys41
Cys7 Asn6; Thr8 Phe26 Ala25 Cys41 His40; Asn42
Arg9 Thr8 Thr28 Thr29 Asn42 Cys41; lle43
Asnll Asnl2 Thr29 Thr28; Gly30 |lle43 Asn42; Ser44
Asnl2 Asnll; Asnl3 |[Gly30 Thr29; Glu31 |Ser44 lle43

Asnl3 Asnl2; Thrl4 |Glu3l Gly30; lle32 Arg45 Ala46

Thrl4 Asnl3; Argl5 |lle32 Glu3l Ala46 Arg45

Arg15 Thri4 lle33 Gly34 Lys47 Trp48

Serl7 llel8 Gly34 lle33; Asp35 Trp48 Lys47

llel8 Serl7; His19 |Asp35 Gly34; lle36 Asn49 Trp48; Asp50
His19 llel8; lle20 lle36 Asp35; Arg37 | Asp50 Asn49; Thr51
1le20 His19 Arg37 lle36; GIn38 Thr51 Asp50

Gly23 Arg24 GIn38 Arg37

Weitere strukturrelevante NOE-Kontakte

GIcNAc-Asn12(NH1)  Asnl2 (B/p’) GlcNAc-Asn12(NH2)  GIcNAc-Asn12(OCHs)
GIcNAC-Asn12(NH2) GIcNAc-Asn12(OCHy)

GIcNAc-Asn49(NH1)  Asn49 (B/B)) GIcNAc-Asn49(NH2)  GIcNAc-Asn49(OCHy)
GIcNAc-Asn49(NH2) GIcNAc-Asn49(OCHs)

Tabelle 4: Strukturrelevante NH-NH-NOE-Kontakte des diglycosylierten offenkettigen Glycopeptids 11,
beobachtet aus der F1-Dimension, sowie andere strukturrelevante NOE-Kontakte. Aufgrund einer
Signaltberlagerung mit der Diagonalen waren einige NOE's nur auf einer Halfte des NH-NH-Bereiches
des NOESY-Spektrums identifizierbar.

4.2.7 Synthese des nicht glycosylierten zyklisierten verkirzten V3-
Peptides 12

Durch die Synthese des zyklisierten Referenzpeptids 12 (s. Abbildung 37) sollte sicher-
gestellt werden, dass beim Misslingen der Zyklisierung der in Nachbarschaft zu den
Cysteinen glycosylierten V3-Loop (s. 4.2.2) von keinem speziellen sequenzbedingten
Problem ausgegangen werden muss. Darlber hinaus diente 12 als Vergleichssubstanz
gegenliber der entsprechenden offenkettigen Verbindung 9 (s. 4.2.3) hinsichtlich des
Einflusses der Zyklisierung auf konformative Anderungen, sowie auf Anderungen der
Bindungsaffinitat bzgl. der CCR5-Korezeptorspezifitat.
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Abbildung 37: Schematische Darstellung des unglycosylierten 47er-Zyklopeptids 12.
Das 47er-Peptid wurde komplett in einer vollautomatischen Synthese mittels Dreifach-

kupplungen unter TBTU Aktivierung an der Festphase aufgebaut. Uber alle 47 Kupplungs-
schritte konnte nach Fmoc-Abspaltung eine Rohausbeute von 51 % erzielt werden.
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Bei dieser Synthese wurden Trityl-geschiitzte Cysteine eingesetzt, die zusammen mit allen
anderen Aminosauren bei der unter Schutzgas verlaufenden Abspaltung von der Festphase
entschutzt wurden. AnschlieRend wurde das vollstandig entschiitzte, offenkettige Peptid unter
Sauerstoffausschluss auf 11.3 uM verdinnt und mit Hilfe von Luftsauerstoff fir 48 Stunden
zyklisiert. Nach Ultrafiltration und Aufreinigung mittels HPLC wurde das unglycosylierte,
zyklisierte VV3-Peptid 12 in einer Ausbeute von 3.4 % erhalten.

Die Identitat des Zyklopeptids (MW = 5319.71 g/mol) wurde zun&chst durch die Aufnahme
eines MALDI-TOF-Spektrums durch ein [M+H]*-Signal von m/z = 5320.90 bestatigt.

Zur genauen Charakterisierung wurden 2D-NMR-Experimente aufgenommen. Hierbei kam
es zu erheblichen Schwierigkeiten auswertbare Spektren in H,O/D,0O (9:1) aufzunehmen.
Trotz ausreichend vorhandener Substanzmenge von 6.0 mg (1.1 umol) ergaben sich weniger
zufrieden stellend aufgeltoste Spektren, die auf zu geringe Probenkonzentration schlielRen
lieRen. Es lag dabei offensichtlich keine echte Ldsung vor, sondern die Molekile lagen
vielmehr vorwiegend in fein dispergierter Form vor, welches auch unter UV-Licht erkennbar
war. Da die entsprechenden offenkettigen Peptide 9 und 10 unter gleichen Bedingungen
deutlich besser aufgeltste und intensivere NMR-Spektren lieferten (s. 4.2.3 und 4.2.4), wird
vermutet, dass aufgrund der zyklischen Struktur bereits eine derart gefaltete Konformation
vorlag, die nur eine kolloidale Losung zuliel3, so dass eine fir die Messung zu geringe
Konzentration echt gel6ster Molekule vorhanden war. Aber auch die Variierung von
Signal/Rausch-Verhéltnis und Auflésung durch unterschiedliche Prozessierungen und auch
die Verwendung anderer deuterierter Losungsmittel verhalf nicht zu besseren Spektren.
Dieses Problem trat bei der Aufnahme von Spektren des N-terminal um sechs Aminosdauren
verlangerten Zyklopeptids 13 noch verstarkter auf (s. 4.2.8).

Dennoch gelang der Nachweis der einzelnen Spinsysteme der Aminosduren und die Zu-
ordnung der chemischen Verschiebungen mittels eines TOCSY-Spektrums. In der NH-
Region konnten 44 NH-Spuren der amidischen Protonen im Bereich von 7.958 bis 8.596 ppm
den entsprechenden Aminoséuren zugeordnet werden (s. Abbildung 38). Die Identifikation
der beiden in der Sequenz enthaltenen Proline und des N-terminalen Cysteins erfolgte anhand
ihrer CH,-Spuren bei jeweils 4.459 ppm und 4.742 ppm. Die Sequenzierung des Peptids
gelang durch Analyse der sequenziellen NOE-Signale benachbarter Aminosdauren in einem
NOESY-Spektrum. Die Bestimmung der *Junna-Kopplungskonstanten erfolgte anhand eines
DQF-COSY-Spektrums. Die *H-NMR-chemischen Verschiebungen und die 3Junma-
Kopplungskonstanten sind in Tabelle 23 angegeben (s. 7.3.5).
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Abbildung 38: Ausschnitt aus der NH-Region des TOCSY-Spektrums des unglycosylierten 47er-
Zyklopeptids 12. Die Aufnahme erfolgte bei 300 K in H,O/D,0O (9:1) bei pH 3.5.

Die Untersuchung der strukturrelevanten NOE-Kontakte ergab fiir das verkirzte Zyklopeptid
12 insgesamt 46 sequenzielle NH;-NH;.;-Kontakte (s. Tabelle 5). Im Vergleich zum
offenkettigen Peptid 9 treten hier im Bereich der Disulfidverbriickung zusatzliche vier
NH-NH-Kontakte auf, was fir eine besser definierte Struktur durch die Zyklisierung der
Loop spricht. Hierflir spricht auch der beobachtete long-range NOE-Kontakt zwischen
11e30(NH) und Thr8(y). AulRerdem konnten long-range NOE-Kontakte zwischen Cys1(p’)
und Cys35(B’), sowie zwischen Cys35(B) und Cys1(p) beobachtet werden. Diese resultieren
aus der raumlichen Nahe der betreffenden Aminosauren aufgrund der Zyklisierung der V3-
Loop. Die Struktur der zyklisierten Verbindung ist offensichtlich deutlich weniger flexibel
als die der offenkettigen Loop, was auch aufgrund der héheren Anzahl an NOE-Kontakten zu
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erwarten war. Es ist davon auszugehen, dass die zyklisierte V3-Loop 12 in einer wesentlich
anderen Konformation vorliegt als das offenkettige Peptid 9.

Aminoséaure NOE-Kontakt [Aminosaure NOE-Kontakt [Aminosaure NOE-Kontakt
Thr2 Arg3 Alal9 Arg18; Phe20 [GIn32 Arg31; Ala33
Arg3 Thr2 Phe20 Alal9; Tyr21 Ala33 His34; GIn32
Asn7 Thr8 Thr23 Gly24 His34 Ala33; Cys35
Thr8 Asn7; Arg9 Gly24 Thr23; Glu25 | Cys35 His34; Asn36
Arg9 Thr8 Glu25 Gly24; lle26 Asn36 Cys35; lle37
Serll llel2 lle26 Glu25 lle37 Asn36; Ser38
llel2 His13 lle27 Gly28 Ser38 lle37

His13 llel2; lleld Gly28 lle27 Arg39 Ala40

lleld His13 Asp29 Gly28 Ala40 Arg39

Gly17 Argl18 lle30 Arg31 Asp44 Thr45

Argl18 Glyl7; Alal9 [Arg31 lle30; GIn32

Weitere strukturrelevante NOE-Kontakte

lle30 (NH) Thrs8 (y) | cys1 (B) Cys35 (B) | Cys35 (p) Cys1 (B)

Tabelle 5: Strukturrelevante NH-NH-NOE-Kontakte des unglycosylierten 47er-Zyklopeptids 12,
beobachtet aus der F1-Dimension, sowie andere strukturrelevante NOE-Kontakte. Aufgrund einer
Signaltberlagerung mit der Diagonalen waren einige NOE's nur auf einer Halfte des NH-NH-Bereiches
des NOESY-Spektrums identifizierbar.

4.2.8 Synthese des nicht glycosylierten zyklisierten V3-Peptides 13

Die Darstellung des 53er-Peptids 13 (s. Abbildung 39) diente als Vergleichssubstanz
gegenlber der entsprechenden offenkettigen Verbindung 10 (s. 4.2.4) und dem korrespon-
dierenden zyklisierten Glycopeptid 14 (s. 4.2.9) hinsichtlich der Wirkung von Zyklisierung
und Glycosylierung auf konformative Anderungen und CCR5-Bindungseigenschaften. Zu-
dem sollte ein Vergleich mit dem verkirzten Zyklopeptid 12 (s. 4.2.7) auf mogliche Einfliisse
des erweiterten N-terminalen Bereiches der VV3-Loop hinweisen.
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Abbildung 39: Schematische Darstellung des unglycosylierten 53er-Zyklopeptids 13.

Die Synthese des 53er-Peptids 13 wurde vollautomatisch mittels Dreifachkupplungen unter
TBTU Aktivierung durchgefiihrt. Uber alle 53 Kupplungsschritte wurde nach Fmoc-
Abspaltung eine Rohausbeute von 35 % erzielt, wobei die Anknlpfung der ersten 47
Aminosauren mit einer Ausbeute von insgesamt 51 % erheblich erfolgreicher verlief als die
Kupplung der letzten sechs Aminoséuren mit nur 68 %.

Die Synthese verlief unter Einsatz von Trityl-geschiitzten Cysteinen, die bei der unter
Schutzgas durchgefiihrten Abspaltung von der Festphase mit entschiitzt wurden. Danach
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wurde das vollstandig entschiitzte, offenkettige Peptid unter Inertgasatmosphare auf 7.7 uM
verdunnt. Die anschliellende 48 stiindige Zyklisierung mit Luftsauerstoff, Ultrafiltration und
Aufreinigung mittels HPLC ergab eine Ausbeute von 2.1 %.

Das unglycosylierte, zyklisierte V3-Peptid 13 (MW = 5991.02 g/mol) konnte massen-
spektrometrisch durch ein [M+H]"-Signal von m/z = 5992.31 im MALDI-TOF-Spektrum
nachgewiesen werden.

Die NMR-spektroskopische Charakterisierung erfolgte anhand von 2D-NMR-Experimenten
(s. Abbildung 40).
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Abbildung 40: Ausschnitt aus der NH-Region des TOCSY-Spektrums des unglycosylierten 53er-
Zyklopeptids 13. Die Aufnahme erfolgte bei 300 K in H,O/D,0O (9:1) bei pH 3.5.

Wie bereits bei der NMR-Analyse des verkirzten, zyklisierten VV3-Peptids 12 beschrieben
(s. 4.2.7) traten bei der Aufnahme der Spektren aufgrund einer nur kolloidal vorliegenden
Losung betrachtliche Probleme auf, welche hier noch gravierender in Erscheinung traten.
Trotz hinreichender Substanzmenge von 8.4 mg (1.4 umol) lieBen sich in H,O/D,0 (9:1)
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nicht sehr gut aufgeloste und weniger intensive Spektren erhalten, was hinsichtlich der
deutlich besseren Spektren der offenkettigen Verbindungen (s. 4.2.3 und 4.2.4) auf die
zyklisierte Struktur und auf eine daraus resultierende wesentlich andere Konformation
zurtickgefuhrt wurde.

Die Aufnahme eines TOCSY-Spektrums diente dabei als Hauptinformationsquelle bei der
Zuordnung der Protonenspinsysteme der Aminosauren und deren ‘H-NMR-chemische
Verschiebungen. Dort konnten in der NH-Region 50 NH-Spuren der amidischen Protonen im
Bereich von 7.947 bis 8.570 ppm den entsprechenden Aminosauren zugeordnet werden
(s. Abbildung 40). Die Identifikation der beiden in der Sequenz enthaltenen Proline und der
N-terminalen Glutaminsiure erfolgte anhand ihrer CH,-Spuren bei 4.417, 4.434 und
4.278 ppm. Die Sequenzierung des Peptids gelang durch Analyse der sequenziellen NOE-
Signale benachbarter Aminosduren in einem NOESY-Spektrum. Die Bestimmung der
3 Junna-Kopplungskonstanten erfolgte anhand eines DQF-COSY-Spektrums. Die *H-NMR-
chemischen Verschiebungen und die 2Junna-Kopplungskonstanten sind in Tabelle 24
angefihrt (s. 7.3.6).

Wie in Tabelle 6 ersichtlich ist, konnten fir das verlangerte Zyklopeptid 13 neben 60
sequenzielle NH;-NH;:;-Kontakten zwischen den amidischen Protonen auch zwei long-range
NOE-Kontakte zwischen den B-Protonen der durch die Zyklisierung in rdumlicher Né&he
stehenden Cysteine beobachtet werden. Im Gegensatz zum verkurzten Zyklopeptid 12 tritt
hier jedoch kein zusétzlicher long-range NOE-Kontakt zwischen 11e36(NH) und Thrl4(y)
auf, was an einer konformationellen Veranderung liegen kann. Im Vergleich zum offen-
kettigen Peptid 10 fiihrt auch hier die Disulfidverbriickung der Loop zu einer hoheren Anzahl
an NOE-Kontakten, was fir eine weniger flexible und definiertere Struktur spricht.

Aminoséaure NOE-Kontakt [Aminosaure NOE-Kontakt [Aminosaure NOE-Kontakt
lle5 Asn6 lle20 His19 lle36 Asp35; Arg37
Asn6 lle5; Cys7 Gly23 Arg24 Arg37 lle36; GIn38
Cys7 Asn6; Thr8 Arg24 Gly23; Ala25 GIn38 Arg37; Ala39
Thr8 Cys7; Arg9 Ala25 Arg24; Phe26 |[Ala39 His40; GIn38
Arg9 Thr8 Phe26 Ala25 His40 Ala39; Cys41l
Asnll Asnl2 Thr28 Thr29 Cys41l His40; Asn42
Asnl2 Asnll Thr29 Thr28; Gly30 |Asn42 Cys41; lle43
Asnl3 Thri4 Gly30 Thr29; Glu31l |lle43 Asn42; Serd4
Thrl4 Asnl3; Argl5 |Glu3l Gly30; lle32 Serd4 lle43

Arg15 Thrl4 lle32 Glu3l Arg45 Ala46

Serl7 llel8 lle33 Gly34 Ala46 Arg45

llel8 Serl7; His1l9 |Gly34 lle33; Asp50 Asn49; Thr51
His19 llel18; lle20 Asp35 Gly34; lle36 Thr51 Asp50
Weitere strukturrelevante NOE-Kontakte

Cys7 (B) Cys4l(p)  [Cysa1(p) Cys7 () I

Tabelle 6: Strukturrelevante NH-NH-NOE-Kontakte des unglycosylierten 53er-Zyklopeptids 13, beob-
achtet aus der F1-Dimension, sowie andere strukturrelevante NOE-Kontakte. Aufgrund einer Signal-
Uberlagerung mit der Diagonalen waren einige NOE's nur auf einer Halfte des NH-NH-Bereiches des
NOESY-Spektrums identifizierbar.
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4.2.9 Synthese des diglycosylierten zyklisierten V3-Peptides 14
Das zyklisierte Glycopeptid 14 (s. Abbildung 41) stellt hinsichtlich der zu untersuchenden
Wirkung der Glycosylierung und der Zyklisierung auf konformative Eigenschaften sowie der
CCR5-Bindungsaffinitat die Vergleichssubstanz dar gegentiber dem entsprechenden linearen

Glycopeptid 11 (s. 4.2.6) und dem zyklisierten Peptid 13 (s. 4.2.8).
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Abbildung 41: Schematische Darstellung des diglycosylierten zyklisierten 53er-Glycopeptids 14.

Die Darstellung des Glycopeptids erfolgte mittels einer Kombination aus automatisierter und
manueller Festphasensynthese. Die Kupplung der gewdhnlichen Aminosauren wurde dabei
mittels automatisierter Synthese durch Dreifachkupplungen unter TBTU Aktivierung erzielt.
Die Verknupfung des Chitobiosyl-Asparagin-Bausteines 6 wurde jeweils entsprechend den
unter 4.2.2 beschriebenen optimierten Bedingungen manuell durchgefihrt. Dabei lieferte der
Einbau des ersten Glycosylbausteines mittels Zweifachkupplung eine Glycosylierungs-
ausbeute von 83 %. Um die Gesamtsyntheseausbeute zu erhéhen, erfolgte die zweite Glyco-
kupplung unter Dreifachkupplung, wodurch sich die Glycosylierungsausbeute auf 85 %
steigern lieB. Uber alle 53 Kupplungsschritte konnte nach Fmoc-Abspaltung eine Roh-
ausbeute von 32 % erzielt werden.

Mit Hilfe von Hydrazinhydrat/Methanol (1:5) wurde das Glycopeptid entsprechend den
beschriebenen Standardbedingungen am Harz deacetyliert. Bei dieser Synthese wurden
Trityl-seitenkettengeschiitzte Cysteine eingesetzt, die unter den vorliegenden Abspalt-
bedingungen zusammen mit allen anderen Aminoséuren bei der unter Schutzgas
verlaufenden Abspaltung von der Festphase entschiitzt wurden. Anschlieend wurde das
vollstdndig entschitzte, offenkettige Glycopeptid unter Sauerstoffausschluss auf 7.8 uM
verdunnt und mit Hilfe von Luftsauerstoff fir 67 Stunden zyklisiert. Nach Ultrafiltration und
Aufreinigung mittels HPLC wurde das diglycosylierte, zyklisierte Glycopeptid 14 in einer
Ausbeute von 0.8 % erhalten. Entsprechend der Synthese des korrespondierenden linearen
Glycopeptids 11 (s. 4.2.6) fuhrte trotz optimaler Kupplungsausbeuten die aufwendige
Aufreinigung aufgrund der Produktzusammensetzung zu erheblichen Ausbeuteverlusten.
Nach Aufreinigungsversuchen mittels préparativer RP-HPLC wurde daher in einem zweiten
Schritt das bereits vorgereinigte Produkt erfolgreich durch Gelfiltrationschromatographie
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aufgetrennt. Uber eine Superdex Peptide HR 10/30 Séule wurde isokratisch mittels
Wasser/Acetonitril 80:20 eluiert. Dann wurde das noch durch geringe Mengen verschiedener
Abbruchpeptide verunreinigte Produkt an einer semipréparativen RP-C1g-Séule aufgereinigt.
Die Identitat des zyklisierten Glycopeptids 14 (MW = 6803.34 g/mol) wurde zunédchst durch
die Aufnahme eines MALDI-TOF-Spektrums durch ein [M+H]"-Signal von m/z = 6804.51
bestétigt.

Zur genauen Charakterisierung wurden 2D-NMR-Experimente aufgenommen. Hierbei kam
es bei der Aufnahme der NMR-Spektren bei pH 3.5 zundchst zu dem Auftreten von
Doppelspuren von Aminosduren im NH-Bereich des TOCSY-Spektrums. Allerdings zeigten
sowohl die HPLC-Chromatogramme nach der Aufreinigung als auch das MALDI-TOF-
Spektrum der vereinigten Fraktionen des Zielproduktes (s. Abbildung 42) keinerlei
Nebenprodukte mehr auf, weshalb davon ausgegangen werden konnte, dass Verunreini-
gungen nicht dafiir verantwortlich waren.

6804.51
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Abbildung 42: MALDI-TOF-Spektrum des aufgereinigten Glycopeptids 14.

Interessanterweise zeigten die Aminoséuren, die Doppelspuren aufwiesen, nur Unterschiede
in der chemischen Verschiebung fir die NH-Protonen, die chemischen Verschiebungen der
Protonen der jeweiligen Seitenkette waren jedoch nahezu identisch. Dies spricht dafir, dass
keine Isomere oder Umlagerungsprodukte vorlagen. Da es sich bei dem zyklisierten Glyco-
peptid 14 um ein relativ kleines Molekul handelt, war schwer anzunehmen, dass es sich um
einen konformativen Effekt handelte. Dies wére auch in dem Temperaturbereich von 300 K
Messtemperatur eher unwahrscheinlich. Dass allerdings nur die NH-Protonen betroffen
waren und dariber hinaus nur Doppelspuren von Aminosduren aus zwei definierten
Bereichen der Sequenz auftraten, spricht fir einen konformativen Effekt. Dabei wurden
Doppelspuren nur im Bereich des GPGRAF-Motivs (G23, R24, F26, Y27) und im C-termi-
nalen Bereich auBerhalb der zyklisierten V3-Loop (A46, W48, N49, D50, L52, K53)
beobachtet. Es wurde vermutet, dass die Ausbildung von Salzbriicken zwischen den NH-NH-
Protonen der betreffenden Aminosduren der beiden aufgefiihrten Sequenzbereiche zu
konformativen Effekten flihrte. Durch das Ansduern der Probe sollte dabei diese Problematik
durch das Zusammenfallen der Konformere l6sbar sein. Die Einstellung und VVermessung der
NMR-Probe bei pH 2.5 lieferte dann in der Tat ein Spektrum ohne Doppelspuren von
Aminoséduren. Dort konnten in der NH-Region des TOCSY-Spektrums (s. Abbildung 43) 50
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NH-Spuren der amidischen Protonen der Peptidkette im Bereich von 7.962 bis 8.587 ppm
den entsprechenden Aminoséuren zugeordnet werden. Die in der Sequenz enthaltenen zwei
Proline wurden anhand ihrer CH,-Spuren bei 4.421 und 4.438 ppm zugeordnet. Die
Identifikation der N-terminalen Glutaminsdure erfolgte ebenso anhand ihrer CH,-Spur bei

4.279 ppm.
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Abbildung 43: Ausschnitt aus der NH-Region des TOCSY-Spektrums des diglycosylierten zyklisierten
Glycopeptids 14. Die Aufnahme erfolgte bei 300 K in H,O/D,0 (9:1) bei pH 2.5. Die schwarz einge-
farbten Signale stammen von Aminosauren, die roten von Zuckerprotonen.

Des Weiteren sind in der NH-Region des TOCSY-Spektrums fiinf NH-Spuren zu finden, die
von den Zuckerprotonen stammen. Fir die beiden N-glycosidisch direkt ans Peptid
gebundenen N-Acetylglucosamine (GIcNAc), welche jeweils zwei amidische NH-Protonen
besitzen, sind jeweils zwei ahnliche NH-Spuren zu beobachten. Diese stammen von der
N-glycosidischen Bindung am Asparagin-12 bei 8.603 ppm und der N-Acetylgruppe bei
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8.179 ppm, sowie von der N-glycosidischen Bindung am Asparagin-49 bei 8.506 ppm und
der N-Acetylgruppe bei 8.157 ppm. Die flinfte NH-Spur bei 8.353 ppm gehort zu den beiden
zweiten N-Acetylglucosaminen der Chitobiose (GIcNAc’), deren NH-Spuren aufgrund der
Ahnlichkeit der chemischen Umgebung nicht dispergiert sind (s. Abbildung 43). Neben dem
TOCSY-Spektrum diente die Aufnahme eines DQF-COSY -Experimentes zur vollstdndigen
Zuordnung der Zuckerprotonen durch Analyse der skalaren Kopplungen. Die Sequenzierung
des Glycopeptids gelang durch Analyse der sequenziellen NOE-Signale benachbarter Amino-
sauren in einem NOESY-Spektrum. Die Bestimmung der 2Jinno-Kopplungskonstanten
erfolgte anhand eines DQF-COSY-Spektrums. Die '*H-NMR-chemischen Verschiebungen
und die *Junno-Kopplungskonstanten sind in Tabelle 25 und 26 angegeben (s. 7.3.7).

Fir das zyklisierte Glycopeptid 14 konnten 66 NH-NH-NOE-Kontakte der Peptidkette
beobachtet werden (s. Tabelle 7). Im Vergleich zum unglycosylierten, zyklisierten Peptid 13
sind im Bereich der Glycosylierungsstellen an Asnl2 zusétzlich zwei und an Asn49
zusétzlich fanf NH;-NH;.;-Kontakte zu erkennen. Zusatzlich findet man in der jeweiligen
Spur der N-glycosidischen Protonen die Kreuzsignale zu den B/p’-Protonen der zugehdérigen
Asparagine und NOE-Kontakte der amidischen NH-Protonen der N-Acetylglucosamine zu
den entsprechenden Acetylprotonen.

Aminoséure NOE-Kontakt | Aminosaure NOE-Kontakt |Aminosaure NOE-Kontakt
lle5 Asn6 Arg24 Gly23; Ala25 | Ala39 His40

Asn6 lle5; Cys7 Ala25 Arg24; Phe26 |His40 Ala39; Cys41
Cys7 Asn6; Thr8 Phe26 Ala25; Tyr27 Cys41 His40; Asn42
Thr8 Cys7 Thr28 Thr29 Asn42 Cys41; lle43
Asnll Asnl2; lle36 Thr29 Thr28; Gly30 |lle43 Asn42; Ser44
Asnl2 Asnll; Asnl3 |[Gly30 Thr29; Glu31 |Ser44 lle43

Asnl3 Asnl2; Thrl4 |Glu3l Gly30; lle32 Arg45 Ala46

Thrl4 Asnl3; Argl5 |lle32 Glu3l Ala46 Arg45

Arg15 Thr14 lle33 Gly34 Lys47 Trp48

llel8 His19 Gly34 lle33; Asp35 Trp48 Lys47; Asn49
His19 llel8; lle20 Asp35 Gly34; lle36 Asn49 Trp48; Asp50
1le20 His19; Gly21 lle36 Asp35; Arg37 | Asp50 Asn49; Thr51
Gly21 lle20 Arg37 lle36; GIn38 Thr51 Asp50

Gly23 Arg24 GIn38 Arg37

Weitere strukturrelevante NOE-Kontakte

GlcNAc-Asn12(NH1)  Asni12 (B/B’) GIcNAc-Asn12(NH2)  GIcNAc-Asn12(OCHs)

GIcNAC-Asn12(NH2) GIcNAC'Asn12(OCHy)
GIcNAc-Asn49(NH1)  Asn49 (B/B’); lle5 (o) GIcNAc-Asn49(NH2)  GIcNAc-Asn49(OCHa)
GIcNAC'-Asn49(NH2)  GIcNACc’-Asn49(OCHsa)
Cys7 () Cys4l (B) Cys4l (B) Cys7 (B); Thr8 (v)
Gly23 (a) lle36 (NH)

Tabelle 7: Strukturrelevante NH-NH-NOE-Kontakte des diglycosylierten zyklisierten Glycopeptids 14,
beobachtet aus der F1-Dimension, sowie andere strukturrelevante NOE-Kontakte. Aufgrund einer
SignallUberlagerung mit der Diagonalen waren einige NOEs nur auf einer Halfte des NH-NH-Bereiches
des NOESY-Spektrums identifizierbar.
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Darlber hinaus trat im Bereich der innerhalb der Loop liegenden Glycosylierungsstelle ein
strukturrelevanter long-range NOE-Kontakt zwischen Asn11(NH) und Ile36(NH) auf. Fur die
C-terminale Glycosylierungsstelle an Asn49 war aullerdem ein long-range Kontakt zwischen
GIcNAC(NH1) und Ile5(a) zu beobachten. Die verldngerten Enden der V3 befinden sich
offensichtlich aufgrund der Glycosylierung deutlicher in raumlicher N&he. Aus der hoheren
Anzahl an NOE-Kontakten und dem Auftreten von long-range NOEs ist ersichtlich, dass die
Beweglichkeit im Bereich der Glycosylierungsstellen eingeschrénkt ist, dort die Struktur,
bedingt durch die Glycosylierung, also besser definiert ist. In Ubereinstimmung zum
zykKlisierten Peptid 13 sind auch hier, bedingt durch die Zyklisierung der Loop, long-range
Kontakte zwischen den B-Protonen der disulfidverbriickten Cysteine zu finden. Daruber
hinaus trat allerdings ein zusétzlicher Kontakt zwischen Cys41(B) und Thr8(y) auf. Gegen-
uber Peptid 13 konnten fur den GPGRAF-Bereich zuséatzlich drei NH;-NH;.1-Kontakte
beobachtet werden, auflerdem trat dort ein long-range NOE zwischen Gly23(a) und
I1e36(NH) auf. Dies deutet darauf hin, dass die Struktur der GPGRAF-Domane in der
glycosylierten Form besser definiert ist, als die entsprechende Region in der unglycosylierten
Loop. Insgesamt kann davon ausgegangen werden, dass sich die glycosylierte, zyklisierte
Verbindung 14 in ihrer Konformation deutlich sowohl von der unglycosylierten Loop 13 als
auch von der entsprechenden glycosylierten, offenkettigen Form 11 unterscheidet. Daruber
hinaus ist zu bemerken, dass aufgrund der Signalvielfalt eine eindeutige Zuweisung weiterer
NOE-Kontakte im NOESY-Spektrum schwierig zu bewerkstelligen war.
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4.3 NMR-spektroskopischer Vergleich und konformative
Untersuchung der synthetisierten V3-Verbindungen

Einen Hinweis in bezug auf vorhandene Unterschiede in der 3D-Struktur der synthetisierten
Verbindungen ergibt sich aus der vergleichenden Betrachtung der TOCSY-Spektren. Da die
'"H-NMR-chemischen Verschiebungen abhéngig sind von der jeweiligen Sekundarstruktur,
liefert ein Vergleich der chemischen Verschiebungen der amidischen Protonen einen
interessanten Einblick, inwieweit die Glycosylierung, Zyklisierung und der erweiterte
N-terminale Bereich der VV3-Loop einen Einfluss auf die Flexibilitat und die 3D-Struktur hat.

4.3.1 Vergleich des offenkettigen V3-Glycopeptides 11 und des
offenkettigen V3-Peptides 10

Ein Vergleich der ‘H-NMR-chemischen Verschiebungen der amidischen Protonen der
Peptidkette des offenkettigen Glycopeptids 11 und des entsprechenden offenkettigen Peptids
10 liefert Hinweise auf glycosylierungsbedingte Unterschiede in der 3D-Struktur. Dazu sind
in Abbildung 44 die NH-Bereiche der beiden TOCSY-Spektren zum direkten Vergleich
Ubereinander gelegt (s. auch Tabelle 8).
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Abbildung 44: Ausschnitte aus den TOCSY-Spektren des offenkettigen Glycopeptids 11 (rot) und des
offenkettigen Peptids 10 (schwarz). Die Aufnahmen erfolgten jeweils bei 300 K in H,O/D,O (9:1) bei
pH 3.5.
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AS AS [ppm] |AS AS [ppm] |AS AS [ppm] [AS A8 [ppm]
Ser2 0.010 Lys16 0.014 Gly30 0.000 lled43 0.005
Val3 0.003 Serl7 0.013 Glu31 -0.002 Ser44 0.010
Glud 0.000 llel8 0.014 lle32 0.009 Arg45 0.001
lle5 0.006 His19 0.007 lle33 0.011 Ala46 0.012
Asn6 0.004 lle20 0.007 Gly34 0.005 Lys47 -0.059
Cys7 0.001 Gly21 0.011 Asp35 0.004 Trp48 -0.028
Thr8 0.002 Gly23 -0.003 lle36 0.000 Asn49 0.032
Arg9 0.026 Arg24 0.004 Arg37 0.002 Asp50 -0.094
Asnll -0.029 Ala25 0.007 GIn38 0.012 Thr51 0.001
Asnl2 0.068 Phe26 0.005 Ala39 0.014 Leu52 0.036
Asnl3 -0.044 Tyr27 0.000 His40 0.007 Lys53 0.011
Thri4 -0.009 Thr28 -0.004 Cys41l 0.005

Argl5 0.012 Thr29 0.000 Asn42 0.004

Tabelle 8: Unterschiede der *H-NMR-chemischen Verschiebungen der amidischen Protonen des offen-
kettigen Glycopeptids 11 und des entsprechenden offenkettigen Peptids 10.

Es ist dabei anhand der TOCSY-Spektren zu erkennen, dass erwartungsgemaR die
deutlichsten Unterschiede im Bereich der Glycosylierungsstellen an Asn12 und an Asn49
auftreten. Fir die innerhalb der VV3-Region liegenden Glycosylierungsstelle an Asn12 weist
die glycosylierte Aminosaure Asnl2 selbst mit 0.068 ppm den starksten Unterschied in
der chemischen Verschiebung der amidischen Protonen auf. Die direkt benachbarten
Aminoséuren zeigen dabei zwar weniger ausgepragte aber dennoch signifikante Anderungen
von -0.029 ppm fiir Asn11 und -0.044 ppm fir Asn13. Aber auch fur Arg9 konnte mit einem
Unterschied von 0.026 ppm noch eine deutliche Abweichung beobachtet werden. Darlber
hinaus sind weniger ausgeprdagte Unterschiede in der chemischen Verschiebung im
C-terminalen Bereich bei Argl5, Lys16, Serl7 und Ile18 mit Betrdgen zwischen 0.012 ppm
und 0.014 ppm festzustellen, die sich ebenfalls auf die Nahe zur Glycosylierungsstelle
zurlickfuhren lassen. Fir die zweite C-terminal gelegene Glycosylierungsstelle an Asn49
(Ad = 0.032 ppm) zeigt Asp50, welches sich C-terminal in unmittelbarer Nachbarschaft
befindet, einen besonders auffalligen Unterschied von -0.094 ppm und auch das N-terminale
Lys47 (Ad = -0.059 ppm) weist eine deutliche Abweichung auf. Ein weniger ausgeprégter
Unterschied dort ist mit -0.028 ppm fir Trp48 und 0.036 ppm fir Leu52 zu beobachten und
auch Ala46 zeigt mit 0.012 noch eine Anderung auf. AuRerhalb der beiden Glycosylierungs-
stellen sind dartiber hinaus nur noch fur GIn38 (Ad = 0.012 ppm) und fir Ala39 (AS = -0.014
ppm) erwahnenswerte Unterschiede zu beobachten. Diese Veranderungen der chemischen
Verschiebungen lassen sich allerdings nicht auf die Néhe zu den Glycosylierungen zuriick-
fiihren. Da jedoch flr das offenkettige Glycopeptid 11 im NOESY-Spektrum keinerlei long-
range NOE-Kontakte gefunden wurden, ist sehr unwahrscheinlich, dass konformativ durch
eine loop-artige Struktur ein direkter trans-loop-Kontakt zwischen einem Chitobiosylrest und
den beiden erwahnten Aminosduren dafir verantwortlich ist. Die Ubrigen Aminosduren
haben nahezu die gleichen chemischen Verschiebungen und zeigen somit ein von der
Glycosylierung unabhéngiges Verhalten. Insgesamt deuten die Unterschiede der chemischen
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Verschiebung der Protonenresonanzen des Peptidriickgrats auf eine von der unglycosylierten
Verbindung abweichende Konformation hin. Es wird angenommen, dass die Glycosylierung
eine weitgehende Streckung des Peptidruckgrats im Bereich der Glycosylierungsstellen zur
Folge hat, wodurch diese Bereiche besser definierte Strukturen aufweisen. Des Weiteren wird
vermutet, dass daher die Glycosylierung einen stabilisierenden Effekt flr die 3D-Struktur hat.

4.3.2 Vergleich des zyklisierten V3-Glycopeptides 14 und des
zyklisierten V3-Peptides 13

Wie anhand der TOCSY-Spektren (s. Abbildung 45 und Tabelle 9) zu erkennen ist, sind die
Unterschiede in der chemischen Verschiebung zwischen dem zyklischen Glycopeptid 14 und
dem entsprechenden zyklischen Peptid 13 deutlich ausgepragter, als es bei den offenkettigen
Verbindungen 11 und 10 zu beobachten war. Allerdings ist der Vergleich zwischen diesen
Spektren schwierig, da sie nicht bei identischen pH-Werten vermessen wurden und dieser
Einfluss auf die chemischen Verschiebungen hat. Jedoch sind zahlreiche Werte nahezu gleich
und die Abweichungen konzentrieren sich in erster Linie auf die Glycosylierungsstellen,
weshalb die Unterschiede in der chemischen Verschiebung eine Interpretation zu lassen.
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Abbildung 45: Ausschnitte aus den TOCSY-Spektren des zyklisierten Glycopeptids 14 (rot) und des
zyklisierten Peptids 13 (schwarz). Die Aufnahme des Glycopeptids erfolgte bei 300 K in H,O/D,0 (9:1)
bei pH 2.5, die des Peptids bei 300 K in H,O/D,0 (9:1) bei pH 3.5.
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AS AS [ppm] |AS AS [ppm] |AS AS [ppm] [AS A8 [ppm]
Ser2 0.015 Lys16 0.012 Gly30 0.002 lled43 0.015
Val3 0.013 Serl7 0.007 Glu31 0.000 Ser44 0.011
Glud 0.001 llel8 -0.015 lle32 0.019 Arg45 0.023
lle5 0.017 His19 0.020 lle33 0.012 Ala46 -0.030
Asn6 0.024 lle20 0.002 Gly34 0.023 Lys47 0.038
Cys7 -0.004 Gly21 0.008 Asp35 0.001 Trp48 -0.073
Thr8 0.015 Gly23 0.000 lle36 -0.015 Asn49 0.054
Arg9 0.011 Arg24 0.035 Arg37 0.004 Asp50 -0.066
Asnll -0.043 Ala25 0.007 GIn38 0.039 Thr51 0.004
Asn12 0.079 Phe26 0.028 Ala39 -0.025 Leu52 0.040
Asnl3 0.081 Tyr27 0.000 His40 0.018 Lys53 0.037
Thrl4 -0.015 Thr28 -0.011 Cys4l 0.009

Argl5 0.017 Thr29 -0.001 Asn42 -0.003

Tabelle 9: Unterschiede der ‘H-NMR-chemischen Verschiebungen der amidischen Protonen des
zyklisierten Glycopeptids 14 und des entsprechenden zyklisierten Peptids 13.

Es ist dabei ersichtlich, dass wiederum im Bereich der Glycosylierungsstellen an Asnl2
und an Asn49 die deutlichsten Abweichungen auftreten. Fir die innerhalb der V3-Loop
liegenden Glycosylierungsstelle an Asnl12 weist die glycosylierte Aminoséure Asnl2 selbst
mit 0.079 ppm neben dem unmittelbar benachbarten Asn13 mit 0.081 ppm den starksten
Unterschied in der chemischen Verschiebung der amidischen Protonen auf. Die N-terminal
direkt benachbarte Aminosdure Asnll zeigt dabei zwar eine weniger ausgepragte aber
dennoch signifikante Anderungen von -0.043 ppm. Dariiber hinaus sind weniger ausgepragte
Unterschiede in der chemischen Verschiebung im benachbarten C- und N-terminalen Bereich
festzustellen, die sich ebenfalls auf die Nahe zur Glycosylierungsstelle zuriickfiihren lassen.
Interessanterweise ist ein deutlicher Unterschied bei Ser2 (Ad = 0.015 ppm), Val3
(Ad = 0.013 ppm), lle5 (As = 0.017 ppm) und Asn6 (Ad = 0.024 ppm) zu beobachten, der
sich allerdings nicht auf die rdumliche Nahe zu der Glycosylierung an Asn12 zurickfihren
lasst. Wie aus dem NOESY-Spektrum des zyklisierten Glycopeptids 14 zu erkennen war
(s. Tabelle 7), liegt dort ein long-range NOE-Kontakt zwischen GIcNAc(NH1)-Asn49 und
Ile5(a) vor. Die verlangerten Enden der glycosylierten VV3-Loop befinden sich offensichtlich
aufgrund der Zyklisierung in deutlicher raumlicher Nahe, weshalb dort ein direkter Kontakt
zu lle5 auftritt. Die C-terminale Glycosylierung an Asn49 bewirkt somit eine Konformations-
anderung der N-terminalen Peptidkette, wodurch diese Region eine besser definierte Struktur
aufweist. Fir diese C-terminal aufRerhalb der Loop gelegene Glycosylierungsstelle an Asn49
(AS = 0.054 ppm) zeigen die unmittelbar benachbarten Aminosauren Asp50 (A6 = -0.066
ppm) und Trp48 (Ad = -0.073 ppm) einen besonders auffalligen Unterschied. Aber auch die
weiter benachbarten Aminosauren Arg45 (Ad = 0.023 ppm), Ala46 (A6 = -0.030 ppm),
Lys47 (Ad = 0.038 ppm), sowie Leu52 (Ad = 0.040 ppm) und Lys53 (Ad = 0.037 ppm)
weisen eine deutliche Abweichung auf. AuBerhalb der beiden Glycosylierungsstellen sind
dartiber hinaus im GPGRAF-Bereich fur Arg24 und Phe26 (Ad = 0.035 ppm und 0.028 ppm)
deutliche Unterschiede zu erkennen, die sich allerdings nicht auf die direkte Né&he zu
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den Glycosylierungen zurickfuhren lassen. Allerdings konnte im NOESY-Spektrum des
zyklisierten Glycopeptids 14 in dieser Region fiir die a-Protonen des Gly23 ein long-range
NOE zu 1le36(NH) festgestellt werden, woraus auch eine Anderung der chemischen
Umgebung fir Arg24 und Phe26 resultieren kann. Der entsprechende Kontaktbereich in der
V3-Loop zeigt auch fir die Region um 11e36 (Ad = 0.015 ppm) auffallige Unterschiede in der
chemischen Verschiebung fur GIn38, Ala39 und His40 (Ad = 0.039 ppm, -0.025 ppm und
0.018 ppm). Abweichungen dort sind auch zu beobachten fir die N-terminale Nachbarschaft
des 11e36 fur 11e32, 11e33 und Gly34 mit Betrdgen um 0.020 ppm. Dartiber hinaus ist im
NOESY-Spektrum fir das 1le36(NH) selbst ein trans-loop-Kontakt zu Asn11(NH) festgestellt
worden. Die Ubrigen Aminoséuren haben nahezu die gleichen chemischen Verschiebungen.
Die Glycosylierung des Peptidrickgrats zeigt somit einen starken Einfluss auf die
Konformation der Aminosauren in diesen Bereichen. Die Ergebnisse deuten in Uberein-
stimmung zum Vergleich der offenkettigen Verbindungen 11 und 10 (s. 4.3.1) darauf hin,
dass die Beweglichkeit im Bereich der Glycosylierungsstellen stark eingeschrankt ist, dort
die Struktur, bedingt durch die Glycosylierung, also gestreckter und erheblich besser definiert
ist. Allerdings ist fir die zyklischen Verbindungen 14 und 13 insgesamt ein viel
ausgepragterer Unterschied in den chemischen Verschiebungen zu beobachten. Dies spricht
fir einen starkeren konformationellen Einfluss der Glycosylierungen auf die zyklisierten
Verbindungen gegeniiber den offenkettigen Formen. Durch die Disulfidverbriickung der
Loop wird das Peptidriickgrat zwar erheblich in seiner 3D-Struktur festgelegt, jedoch scheint
die zweifache Glycosylierung durch den konformationellen Einfluss der Zucker zusatzlich
einen starken stabilisierenden Effekt auf die 3D-Struktur auszuiben.

4.3.3 Vergleich des zyklisierten V3-Glycopeptides 14 und des
offenkettigen V3-Glycopeptides 11

Die vergleichende Betrachtung der TOCSY-Spektren des zyklisierten Glycopeptids 14 und
des entsprechenden offenkettigen Glycopeptids 11 zeigt deutliche Unterschiede in der chemi-
schen Verschiebung der amidischen Protonen auf (s. Abbildung 46 und Tabelle 10).
Gegeniber den vorherigen Vergleichen zwischen den glycosylierten und nicht glycosylierten
Verbindungen (s. 4.3.1 und 4.3.2) wurden hier insgesamt starkere Abweichungen beobachtet.
Allerdings ist auch hier der Vergleich zwischen diesen Spektren schwierig, da sie nicht bei
identischen pH-Werten vermessen wurden, was Einfluss auf die chemischen Verschiebungen
hat. Jedoch ist kein homogener Shift zu beobachten und zahlreiche Werte sind nahezu gleich,
weshalb die Unterschiede in der chemischen Verschiebung eine Interpretation zu lassen.

GroRe Unterschiede in der chemischen Verschiebung zeigen dabei erwartungsgemaly die
beiden Cysteine (Ad = 0.141 ppm und 0.233 ppm), die ihre Ursache in der Zyklisierung
finden. Daruber hinaus weisen Asnl2 (Ad = -0.247 ppm) und Asnl3 (Ad = -0.183 ppm) im
Bereich der innerhalb der V3 liegenden Glycosylierung ausgepréagte Abweichungen auf.

88



ppm
1.0

154

2.0+

2.5

3.0

3.5+

4.0+

4.5+

5.0

B = o w’f‘%a%ﬁ

&P

HEES

g

==

Ergebnisse und Diskussion

B

o2a @g%%@@@aﬁa

P

8.70

\
8.60

\
8.50

\
8.40

8.30

8.20

8.10

ppm

Abbildung 46: Ausschnitte aus den TOCSY-Spektren des zyklisierten Glycopeptids 14 (rot) und des
offenkettigen Glycopeptids 11 (schwarz). Die Aufnahme des zyklisierten Glycopeptids erfolgte bei 300 K
in H,O/D,0 (9:1) bei pH 2.5, die des offenkettigen Glycopeptids bei 300 K in H,O/D,0 (9:1) bei pH 3.5.

AS AS [ppm] |AS AS [ppm] |AS AS [ppm] |AS A8 [ppm]
Ser2 -0.030 Lys16 0.021 Gly30 0.009 lled3 -0.010
Val3 0.010 Serl7 -0.046 Glu3l -0.006 Ser44 -0.015
Glud 0.003 llel8 -0.019 lle32 -0.007 Arg45 0.071
lle5 -0.049 His19 -0.005 lle33 -0.026 Ala46 -0.016
Asnb6 0.016 lle20 -0.016 Gly34 0.006 Lys47 0.032
Cys7 0.141 Gly21 -0.054 Asp35 -0.016 Trp48 -0.025
Thr8 -0.019 Gly23 0.003 lle36 -0.033 Asn49 0.016
Arg9 0.002 Arg24 -0.001 Arg37 0.000 Asp50 0.014
Asnll 0.024 Ala25 -0.049 GIn38 0.055 Thr51 0.005
Asnl2 -0.247 Phe26 0.000 Ala39 -0.005 Leu52 0.011
Asnl3 -0.183 Tyr27 0.000 His40 0.009 Lys53 0.015
Thrl4 0.018 Thr28 -0.006 Cys4l 0.233

Argl5 0.036 Thr29 -0.003 Asn42 -0.027

GIlcNAc-NH A8 [ppm]

GIcNAc-NH1-Asn12 -0.004 GIcNAc-NH2-Asn12 0.003
GIcNAC’-NH2-Asn12 0.000

GIcNAc-NH1-Asn42 0.003 GIcNAc-NH2-Asn42 0.002
GIcNACc'-NH2-Asn42 0.000

Tabelle 10: Unterschiede der 'H-NMR-chemischen Verschiebungen der amidischen Protonen des
zyklisierten Glycopeptids 14 und des offenkettigen Glycopeptids 11.
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Es ist daher anzunehmen, dass die Disulfidverbriickung der Cysteine auch eine stérkere
Wechselwirkung des Zuckerrestes an Asnl12 und damit verbunden eine Beeinflussung der
Konformation in der dortigen Region bewirkt.

Die amidischen Protonen der Zuckerreste selbst zeigen nahezu die gleichen chemischen
Verschiebungen, zeigen somit keinen signifikanten konformationellen Einfluss aufgrund der
Zyklisierung. Insgesamt sind flr die Spektren des zyklischen und offenkettigen Glycopeptids
14 und 11 deutliche Unterschiede in der chemischen Verschiebung zu beobachten. Die
Disulfidverbriickung des Glycopeptids hat also einen groRen Einfluss auf die 3D-Struktur.
Allerdings sind die Unterschiede geringer als erwartet. Die in anderen Arbeiten'
festgestellte Einflussnahme nur einer Glycosylierung, ndmlich die innerhalb der V3, auf die
Gesamtstruktur des Peptidriickgrats scheint in der Starke und Ausdehnung dort viel geringer
zu sein als die durch eine Zyklisierung der Loop hervorgerufenen Veranderungen. Die
Zyklisierung der zweifach glycosylierten Verbindung 14 scheint dabei einen kleineren
konformationellen Effekt gegentiber dem entsprechenden linearen Glycopeptid auszudben.
Die zweite C-terminal gelegene Glycosylierung hat somit einen zusatzlichen starken
stabilisierenden Effekt, so dass sich die 3D-Strukturen der beiden Verbindungen nicht
grundliegend unterscheiden.

4.3.4 Vergleich der verklrzten V3-Peptide 9 und 12 mit den V3-
Peptiden 10 und 13

Der Vergleich der chemischen Verschiebungen der amidischen Protonen der VV3-Peptide 10
und 13 mit den korrespondierenden verkirzten Peptiden 9 und 12 liefert Hinweise auf einen
konformationellen Einfluss des erweiterten N-terminalen Bereiches der VV3-Loop.

Die vergleichende Betrachtung der TOCSY-Spektren (s. Abbildung 47) des offenkettigen
53er-Peptids 10 und des N-terminal um sechs Aminosauren verkirzten offenkettigen Peptids
9 zeigt erwartungsgeméall die groRten Unterschiede in den zum N-terminalen Ende
benachbarten Aminosduren (s. Tabelle 11). Dabei wurde fir Arg9/3 eine sehr deutliche
Abweichung von Ad = -0.276 ppm beobachtet. Dies ist zum Teil darauf zuriickzufuhren,
dass die elektronische Umgebung aufgrund der fehlenden Aminosauren im verkirzten Peptid
eine andere ist. Dariiber hinaus kann die fehlende N-terminale Flanke auch voneinander
abweichende Konformationen der benachbarten Aminosduren induzieren. Dies fihrt letzt-
endlich zu Unterschieden in der chemischen Verschiebung. Des Weiteren wurde noch eine
erwéahnenswerte Abweichung fiir Asn12/6 von Ad = -0.027 ppm beobachtet.

Daruber hinaus konnten bis auf wenige Abweichungen keine weiteren ausgepragten
Unterschiede in der chemischen Verschiebung festgestellt werden. Dies ist in anbetracht
fehlender strukturgebender und somit stabilisierender Faktoren wie einer Glycosylierung
oder Zyklisierung nicht 0berraschend. Es scheinen somit keine grof3en strukturellen
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Unterschiede beider Verbindungen vorzuliegen, wobei beide linearen Peptide keine

bevorzugte Konformation einzunehmen scheinen.
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Abbildung 47: Ausschnitte aus den TOCSY-Spektren des offenkettigen 53er-Peptids 10 (rot) und des
offenkettigen verkirzten 47er-Peptids 9 (schwarz). Die Aufnahmen erfolgten jeweils bei 300 K in
H,0/D,0 (9:1) bei pH 3.5.

AS AS [ppm] |AS AS [ppm] |AS AS [ppm] [AS A8 [ppm]
Thr8/2 0.006 1le20/14 -0.001 11e32/26 -0.004 le43/37 0.005
Arg9/3 -0.276 Gly21/15  -0.002 lle33/27 0.002 Ser44/38  0.003
Asnll/5 -0.010 Gly23/17  0.001 Gly34/28  0.005 Arg45/39  -0.003
Asnl12/6 -0.027 Arg24/18  -0.001 Asp35/29  0.017 Ala46/40 0.000
Asnl13/7 -0.010 Ala25/19  -0.003 1le36/30 -0.016 Lys47/41 -0.014
Thr14/8 -0.012 Phe26/20 0.003 Arg37/31  -0.003 Trp48/42  -0.007
Arg15/9 -0.011 Tyr27/21 0.000 GIn38/32 0.014 Asn49/43  0.003
Lys16/10 -0.018 Thr28/22  -0.006 Ala39/33 0.020 Asp50/44  0.009
Serl7/11 -0.012 Thr29/23 0.001 His40/34 0.008 Thr51/45  -0.002
lle18/12 -0.007 Gly30/24  0.001 Cys41/35  0.009 Leu52/46  0.002
His19/13  -0.002 Glu31/25 -0.005 Asn42/36  0.005 Lys53/47  0.012

Tabelle 11: Unterschiede der 'H-NMR-chemischen Verschiebungen der amidischen Protonen des
offenkettigen 53er-Peptids 10 und des offenkettigen verkiirzten 47er-Peptids 9.

Die Betrachtung der TOCSY-Spektren des zyklisierten 53er-Peptids 13 und des N-terminal
um sechs Aminosduren verkirzten zyklischen Peptids 12 zeigt gegeniiber dem vorherigen
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Vergleich der offenkettigen Verbindungen deutlich groRere Abweichungen in der
chemischen Verschiebung auf (s. Abbildung 48 und Tabelle 12).
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Abbildung 48: Ausschnitte aus den TOCSY-Spektren des zyklisierten 53er-Peptids 13 (rot) und des
zyklisierten verklrzten 47er-Peptids 12 (schwarz). Die Aufnahmen erfolgten jeweils bei 300 K in

H,O/D,0 (9:1) bei pH 3.5.

AS AS [ppm] [AS A8 [ppm] |AS AS [ppm] [AS AS [ppm]
Thr8/2 -0.035 lle20/14 -0.033 lle32/26 -0.031 1le43/37 -0.011
Arg9/3 -0.320 Gly21/15 -0.027 11e33/27 -0.022 Ser44/38 -0.009
Asnl1/5 0.037 Gly23/17  -0.008 Gly34/28 -0.021 Arg45/39  -0.075
Asn12/6 -0.017 Arg24/18 -0.011 Asp35/29 -0.016 Ala46/40 -0.025
Asn13/7 -0.009 Ala25/19 -0.019 11e36/30 -0.012 Lys47/41  -0.058
Thr14/8 0.032 Phe26/20 -0.011 Arg37/31  -0.010 Trp48/42  -0.048
Arg15/9 -0.020 Tyr27/21 0.000 GIn38/32 0.018 Asn49/43  0.046
Lys16/10 -0.018 Thr28/22 0.030 Ala39/33 0.006 Asp50/44  0.024
Serl7/11 -0.011 Thr29/23 -0.014 His40/34 -0.042 Thr51/45 0.021
1le18/12 0.090 Gly30/24  -0.018 Cys41/35 -0.007 Leu52/46 0.005
His19/13 -0.029 Glu31/25 0.033 Asn42/36 0.029 Lys53/47 -0.054

Tabelle 12: Unterschiede der 'H-NMR-chemischen Verschiebungen der amidischen Protonen des
zyklisierten 53er-Peptids 13 und des zyklisierten verkiirzten 47er-Peptids 12.

Es sind dabei Unterschiede nahezu aller Amidprotonen festzustellen mit Betrdgen von Ad =
0.005 ppm bis 0.320 ppm, wobei mehr als 84 % der Aminosduren Differenzen von
mindestens 0.010 ppm und 57 % der Aminosduren einen Unterschied von mehr als 0.020
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ppm aufweisen. Die groRte Abweichung ist dabei wiederum fir Arg9/3 (Ad =-0.320 ppm) zu
beobachten, welches benachbart zur verdnderten N-terminalen Flanke liegt. AuRerdem
zeigen Thr8/2 (Ad = -0.035 ppm) und Asnl11/5 (Ad = -0.037 ppm) deutliche Unterschiede
auf, die sich ebenfalls auf die Nachbarschaft zum veranderten N-terminalen Bereich zuriick-
fUhren lassen. Die Differenz des nicht mehr benachbart liegenden Thr14/8 (Ad = 0.032 ppm)
kann ihre Ursache in dem nur fir das verkurzte Zyklopeptid 12 beobachteten long-range
NOE-Kontakt zwischen 11e36/30(NH) und Thr14/8(y) finden. Darlber hinaus sind
signifikante Abweichungen fiir nahezu samtliche Aminosdauren der C-terminal auRerhalb der
zyklisierten Loop liegenden Region zu sehen. Dies spricht daftr, dass durch die Zyklisierung
ein deutlicher Kontakt zwischen den beiden verldngerten Enden des Peptids 13 vorhanden ist,
woraus eine veranderte chemische Umgebung der Aminosduren resultiert. Da allerdings
innerhalb der zyklisierten V3 zwar insgesamt geringere dennoch grof3e Unterschiede in der
chemischen Verschiebung zu finden sind, liegt daruber hinaus wahrscheinlich ein
konformationeller Effekt vor. Die zusétzliche N-terminale Flanke der zyklisierten Loop
scheint eine strukturgebende und stabilisierende Wirkung auf die Gesamtstruktur zu haben.
Es ist somit gut moglich, dass sich die 3D-Strukturen beider Verbindungen unterscheiden.

4.4 SPR-Bindungsstudien

Auf SPR basierende Untersuchungsmethoden ermdglichen die Echtzeit-Verfolgung von
Bindungsereignissen zwischen einer auf dem Sensorchip immobilisierten Verbindung und
dem im Laufmittel befindlichen Bindungspartner. Als immobilisierte Komponente wurden
dabei die im Rahmen dieser Arbeit dargestellten Peptide und Glycopeptide 9, 10, 11, 13 und
14 (s. Abbildung 24), sowie die in der vorausgegangenen Diplomarbeit’®® synthetisierten
V3-Verbindungen 15 bis 18 verwendet (s. Abbildung 49). Darlber hinaus wurde der freie
Glycosylbaustein 6 vermessen. Durch den Einsatz von Suspensionen CCR5-lberexprimie-
render Osteosarkoma-Zellen (HI5-Zellen) konnten Bindungsstudien mit nativen, membran-
gebundenen Rezeptoren vorgenommen werden. Als Negativkontrolle diente dabei ein
Fibrinogenpeptid 19, welches nachweislich nicht mit den HI5-Zellen in Wechselwirkung
tritt.'® Als Positivkontrolle diente gp120 und als weitere Negativkontrolle wurden Parental-
zellen verwendet, die nicht tber den CCR5-Korezeptor auf ihrer Oberflache verfligen.

4.4.1 Biacore-Ergebnisse der V3-Verbindungen 15 bis 18
Es wurden nachfolgende SPR-Bindungsstudien durchgefiihrt, um die Eigenschaften der in
Abbildung 49 dargestellten Peptide und Glycopeptide aus der V3-Loop bezlglich ihrer
Bindung an den humanen CCR5-Rezeptor zu charakterisieren. Diese Verbindungen wurden

bereits vor der Ausfiihrung dieser Arbeit synthetisiert.
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Abbildung 49: Die dargestellten Glycopeptide 15 und 17, sowie die entsprechenden unglycosylierten
Peptide 16 und 18 wurden neben dem freien Glycosylbaustein 6 mittels Biacore hinsichtlich ihrer CCR5-
Korezeptorspezifitdt untersucht, wobei das Fibrinogenpeptid 19 als Negativkontrolle fur ein nicht
bindendes Peptid vermessen wurde. Die Markierung an den Verbindungen zeigt den jeweiligen Sequenz-
bereich, der innerhalb der VV3-Region lokalisiert ist.

Wie anhand der VV3-Markierungen (s. Abbildung 49) an den Peptiden und Glycopeptiden zu
erkennen ist, beinhalten das 29er-Glycopeptid 15 und das korrespondierende Peptid 16 einen
wesentlichen Bereich der V3-Loop. Dagegen liegen das 12er-Glycopeptid 17 und das
unglycosylierte Peptid 18 aul3erhalb des VV3-Bereiches.

Fur die Biacore-Studien wurden die aufgefuhrten Verbindungen an der Dextranmatrix von
F1-Chips bei einer Flussrate von 30 puL/min immobilisiert (s. Abbildung 50). Dazu erfolgte
zunéchst Aktivierung der Chipoberflache mittels EDC/NHS. Fir die Kupplung wurden
Losungen der zu vermessenden Verbindungen von 50 pg/mL in Acetatpuffer bei pH 5.5
verwendet, denn Vorversuche hatten gezeigt, dass unter diesen Bedingungen optimale
Kupplungsverhaltnisse vorliegen.

Da die N-terminalen Aminofunktionen der V3-Verbindungen in diesem Fall acetyliert
vorlagen, erfolgte hier die Kupplung tber Lysine bzw. Arginine. Der freie Chitobiosyl-
Baustein 6 und das Fibrinogenpeptid 19 wurden uber ihre freie Aminofunktion gekuppelt.
Die Chipbelegung wurde dabei Uber die Kupplungszeit bzw. lber die Erhéhung der RU-
Werte kontrolliert. VVerbliebene aktivierte Bindungsstellen in der Dextranmatrix wurden dann
mit Ethanolamin gecappt. Da das verwendete Biacore J nur zwei der vorhandenen vier
Flusszellen des Sensorchips nutzen kann, diente Flusszelle 1 als Referenzzelle, die somit nur
aktiviert und gecappt wurde. Flusszelle 4 wurde dabei als Messzelle verwendet. Die
erreichten Belegungsraten der einzelnen Verbindungen sind in Tabelle 13 aufgefuhrt.
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CCRb5-liberexprimierende humane
Osteosarkoma-Zellen (HI5-Zellen)

- "J/ P g

Pioneer Pioneer Pioneer Pioneer Pioneer Pioneer
Chip F1 Chip F1 Chip F1 Chip F1 Chip F1 Chip F1
29er- 12er- 29er- 12er- Chitobiosyl- Fibrinogen-
Glycopeptid Glycopeptid Peptid Peptid Asparagin peptid
15 7 16 18 6 19

Abbildung 50: Schematische Darstellung der immobilisierten Komponenten auf der Sensorchip-
oberflache, sowie die verwendeten CCR5-Uberexprimierenden HI5-Osteosarkoma-Zellen bzw. Parental-
zellen ohne den Korezeptor auf ihrer Oberflache.

Immobilisierte Immobilisierungs- Immobilisierte Immobilisierte

Verbindung zeit [min] Menge [RU] Menge [fmol]
29er-Diglycopeptid 15 30 773 188
29er-Peptid 16 30 470 143
12er-Monoglycopeptid 17 30 335 180
12er-Peptid 18 30 218 150
Fibrinogenpeptid 19 10 227 147
Freier Glycosylbaustein 6 15 228 485

Tabelle 13: Immobilisierungsparameter der Verbindungen 15-19, sowie 6.

Als Sonde flr eine spezifische Interaktion wurden ganze Zellen verwendet, die den CCR5-
Korezeptor auf ihrer Oberflache Uberexprimieren (s. Abbildung 50), die man Uber die
Chipoberflache stromen lasst. Es wurden dabei HI5- und Parentalzellen in Konzentrationen
von 36, 360, 1800 und 3600 Zellen pro uL an den immobilisierten Verbindungen bei einer
Flussrate von 15 pL/min vermessen. Wie die Bindungsstudien zeigten, sollte man hohere
Zellkonzentrationen vermeiden, da die relativ volumindsen Zellen von etwa 17 um Grole
leicht das System verstopfen. Fir die Untersuchungen wurde im Rahmen dieser Arbeit ein
Biacore J Gerét verwendet, ein halbautomatisches System, welches Uber eine relativ groRRe
Flusszelle von 100 um Hohe verfigt, wodurch unter den verwendeten Messbedingungen
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weitgehend die Problematik des Verstopfens der Messzellen durch die Zellen umgangen
werden konnte. Aus diesem Grund zeigte sich das Biacore J fir den Umgang mit Zellen als
geeigneter als das Biacore 3000, dessen Flusszelle lediglich eine Hohe von 20 um aufweist.
Die Anzahl vitaler Zellen der firr die Messungen verwendeten Aliquots lag zwischen 90 %
und 95 % bezogen auf die Gesamtzellzahl. Die Bestimmung erfolgte durch Anfarben mittels
Tryphanblau und anschlieBendem Auszéhlens in der Neubauer Z&hlkammer. Fur die Repro-
duzierbarkeit der Messungen ist es wichtig, dass die gleiche Charge von Zellen, also aus der
gleichen Zellkultur aliquotiert wurde. Darlber hinaus hat sich gezeigt, dass fur eine erfolg-
reiche Messreihe die genaue Einhaltung identischer Versuchsbedingungen von grof3er
Bedeutung ist.
Es wurde jeweils eine Konzentrationsreine vermessen beginnend mit der kleinsten
Konzentration, wobei die Zellen vor jedem Versuch vorsichtig aufpipettiert werden mussten,
da sie sich sehr schnell absetzen. Die Biacore Resonanzkurven des diglycosylierten 29er-
Glycopetids 15 (s. Abbildung 51) zeigten bei der Interaktion mit den HI5-Zellen eine
eindeutige Konzentrationsabhangigkeit der Bindung. Ausgehend von 36 Zellen/uL wurde mit
steigender vermessener Zellkonzentration eine zunehmende Assoziation der Zellen beob-
achtet, bis schlief3lich bei 3600 Zellen/uL ein maximaler Wert von 62 RU erhalten wurde.
RU~
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Abbildung 51: Die Biacore Resonanzkurven des diglycosylierten 29er-Glycopeptids 15 zeigten bei der
Interaktion mit den HI5-Zellen unterschiedlicher Zellkonzentration eine eindeutige Konzentrations-
abhangigkeit der Bindung.

Die assoziierten Zellen stehen beim Biacore J aufgrund der hohen Flussrate von
15 pL/Minute unter hohem Scherdruck, so dass sie partiell wéhrend der Assoziationsphase
wieder abgehen bzw. partiell zerstort werden, daher das friihzeitige Abflachen der Kurven
nach Erreichen des Séttigungsgleichgewichtes. Nach einer Assoziationsphase von zehn
Minuten setzte mit Hilfe von Puffer die Dissoziation hier typischerweise nicht ein, mittels
einminitigem SDS-Regenerationspuls kehrte das Resonanzsignal jedoch langsam zur Basis-
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linie zuriick. Nach mehreren Messungen war es dabei zur Regeneration der Chipoberflache
zum Teil erforderlich mehr als einen SDS-Regenerationspuls vorzunehmen.

Als Negativkontrolle zeigten, wie in Abbildung 52 ersichtlich ist, Parentalzellen, die nicht
uber CCR5 an ihrer Oberflache verfugen, in jedem Fall eine negative Antwort und somit
keine Bindung an das immobilisierte VV3-Glycopeptid 15. Die deutlich starkere Wechselwir-
kung mit den HI5-Zellen zeigt, die Antwort in Form von HI5-Zellen ist rezeptorspezifisch.

RU -
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50 = 1800 PZ/uL
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30
20+
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==
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Abbildung 52: Als Negativkontrolle dienten CCR5-negative Parentalzellen (PZ), welche bei unter-
schiedlichen Zellkonzentrationen keinerlei Interaktionen mit dem V3-Glycopeptid 15 zeigten.

Werden die maximalen RU-Werte der zuvor exemplarisch fur das Glycopeptid 15 gezeigten
Interaktion mit den HI5-Zellen gegen die Zellkonzentration aufgetragen und gefittet, erhalt
man die in Abbildung 53 dargestellte Konzentrationsabh&ngigkeit der Bindung. Die Kurven
der anderen funf Verbindungen wurden ganz analog erhalten.

In diesen Experimenten zeigten die CCR5-Uberexprimierenden HI5-Zellen eine eindeutige
Bindung an die auf der Chipoberflache immobilisierten VV3-Verbindungen. Die hochsten RU-
Werte, die gegen die Zelldichte erreicht wurden, zeigte dabei das diglycosylierte 29er-
Glycopeptid 15, das einen groBen Bereich der VV3-Region beinhaltet. Da das entsprechende
unglycosylierte Peptid 16 und die beiden aulRerhalb der V3-Loop liegenden Peptide 18 und
Glycopeptide 17 wesentlich geringere Assoziation zeigten, dokumentieren diese Ergebnisse,
dass die V3-Sequenz in Kombination mit der innerhalb der V3 liegenden Glycosylierungs-
stelle bedeutsam fur die Korezeptorbindung ist. Da jedoch der beobachtete Unterschied
zwischen dem Glycopeptid 15 und dem korrespondierenden Peptid 16 derart grof3 ist, spricht
vieles dafir, dass auch der Bereich der N-terminalen Flanke mit der auRerhalb der VV3-Loop
liegenden Glycosylierungsstelle fur die Bindung an den Korezeptor benétigt wird. Ein Ver-
gleich der Bindungsaffinitaten des freien Chitobiosyl-Asparagin-Bausteines 6 mit 17 und 18
zeigt, dass das Monoglycopeptid 17 deutlich besser bindet als der Zucker allein. Die Zucker-
struktur von 6 besitzt im immobilisierten Zustand nahezu keinen Spacer von der Dextran-
Matrix, trotzdem bindet 6 die HI5-Zellen starker als das unglycosylierte 12er-Peptid 18. Das
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Peptid 18 entspricht in seiner Bindungsstarke etwa dem Fibrinogenpeptid 19. Diese geringe
Bindungsaffinitat von 18 gegenuber der deutlich besseren Bindung durch das entsprechende
Glycopeptid 17 und dem Zuckerbaustein 6, deutet daraufhin, dass weniger die peptidische
Sequenz von 18 als vielmehr die Zucker selbst an der Bindung beteiligt sind.
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Abbildung 53: Vergleich der Bindungsaffinitdten der Verbindungen 15, 16, 17, 18 und des freien

Glycosylbausteines 6, sowie des Fibrinogenpeptides 19 als Negativkontrolle. Es zeigte sich hier deutlich
die Konzentrationsabhangigkeit der Assoziation der HI5-Zellen an die auf der Chipoberflache immo-
bilisierten Verbindungen, wobei das diglycosylierte 29er-Glycopeptid 15 eindeutig die starkste Bindung
verursachte. Die gefitteten Kurven sind die angepassten Funktionen RU = RUpax Czelien / (K + Czejien)-

Es gibt Anhaltspunkte dafir, dass ein gemischtes Bindungsepitop zwischen V3-Region und
Kohlenhydrat fir die Bindung an den CCR5-Korezeptor notwendig ist, da sowohl Peptide,
als auch das Kohlenhydrat selbst schwache Interaktionen mit dem Korezeptor eingehen. Kei-
nerlei Bindungsaffinitat zu den HI5-Zellen wies das Fibrinogenpeptid 19 auf (s. Tabelle 14).

Immobilisierte 36 360 1800 3600
Verbindung Zellen/uL Zellen/uL Zellen/pL Zellen/pL
29er-Diglycopeptid 15 3 16 46 62
29er-Peptid 16 1 7 12 15
12er-Monoglycopeptid 17 - 4 8 10
12er-Peptid 18 - 1 2 3
Fibrinogenpeptid 19 0 - - 2
Freier Glycosylbaustein 6 - 3 6 7

Tabelle 14: Vergleich der Bindungsaffinitdten in RU der vermessenen Verbindungen bei verschiedenen

Zellkonzentrationen.
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4.4.2 Biacore-Ergebnisse der V3-Verbindungen 9, 10, 11, 13und 14

Nachdem positiv validiert werden konnte, dass V3 Peptide und Glycopeptide direkt mit dem
CCRb5-Korezeptor interagieren, wurden die erweiterten V3-Verbindungen 9, 10, 11, 13 und
14 synthetisiert, um das Bindungsepitop genauer zu charakterisieren. Der Hauptaspekt dabei
war die Frage, inwieweit die Zyklisierung der Loop, die Glycosylierungen, sowie der
erweiterte VV3-Bereich hinsichtlich der Korezeptorspezifitat Effekte zeigen. Dabei stand das
verkurzte, zyklisierte Peptid 12 leider nicht mehr fiir die folgenden Biacore-Bindungsstudien
zur Verfligung. Es wurde entsprechend der zuvor beschriebenen Bedingungen immobilisiert,
nur dass diese Verbindungen am N-Terminus nicht acetyliert vorlagen und daher haupt-
séchlich Gber ihre freie Aminofunktion gekuppelt wurden. Die Immobilisierungsparameter
sind Tabelle 15 zu entnehmen.

Immobilisierte Immobilisierungs- Immobilisierte Immobilisierte

Verbindung zeit [min] Menge [RU] Menge [fmol]
V3 linear_Peptid_kurz 9 25 1753 319
V3_linear_Peptid 10 25 1622 263
V3_linear_Glyco 11 25 1716 246
V3_cyclo_Peptid 13 30 1310 218
V3 cyclo_Glyco 14 30 1634 234
Fibrinogenpeptid 19 15 442 288
gpl20 15 6075 51

Tabelle 15: Immobilisierungsparameter der Verbindungen 9, 10, 11, 13 und 14, sowie 19 und gp120.

Eine hohere Belegung fihrt bei der eigentlichen Messung nur zur Verrauschung der Signale.
Durch die Abplattung der ,riesigen* Zellen binden bei héherer Belegung nicht mehr Zellen,
sondern sie werden nur fester gebunden. Wie Versuche zuvor mit einem Standard CM5-Chip
gezeigt haben, zeichnen sich die hier verwendeten F1-Sensorchips durch eine verkirzte
carboxymethylierte Dextranmatrix aus, die auf glnstige Weise die Bindung von groflRen
Molekilen zulassen. Dagegen flhrte die Verwendung des CM5-Chips aufgrund einer
unglnstigeren Immobilisierung zu starker Verrauschung der Mess-Signale.

Es wurden CCR5-berexprimierende HI5-Zellen und Parentalzellen in Konzentrationen von
36, 360, 900, 1800 und 3600 Zellen pro uL an den immobilisierten Verbindungen vermessen.
Die Biacore Resonanzkurven des zyklisierten Glycopeptids 14 (s. Abbildung 54) zeigten bei
der Interaktion mit den HI5-Zellen deutlich die Konzentrationsabhéngigkeit der Bindung.
Ausgehend von 36 Zellen/uL wurde mit steigender vermessener Zellkonzentration eine
zunehmende Assoziation der Zellen beobachtet, bis schlieflich bei 3600 Zellen/uL ein
maximaler Wert von 497 RU erhalten wurde, wobei die Zellkonzentration von 1800
Zellen/uL bei 486 RU bereits nahezu maximale Sattigung der Bindung erreicht.
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Abbildung 54: Die Biacore Resonanzkurven des zyklisierten Glycopeptids 14 zeigten bei der Interaktion

mit den HI5-Zellen unterschiedlicher Zellkonzentration eine eindeutige Konzentrationsabhangigkeit der
Bindung.

Als Negativkontrolle zeigten wiederum Parentalzellen, die nicht Gber CCR5 an ihrer
Oberflache verfigen, in jedem Fall eine negative Antwort und somit keine Bindung an das
immobilisierte zyklisierte V3-Glycopeptid 14 (s. Abbildung 55). Die deutlich stéarkere
Wechselwirkung mit den HI5-Zellen belegt auch hier, dass die Antwort in Form von HI5-
Zellen rezeptorspezifisch ist.
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Abbildung 55: Als Negativkontrolle dienten CCR5-negative Osteosarkoma-Zellen, welche bei unter-
schiedlichen Zellkonzentrationen keinerlei Interaktionen mit dem zyklisierten VV3-Glycopeptid 14 zeigten.
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In Abbildung 56 und 57 sind die Assoziationskurven des entsprechenden zyklisierten Peptids
13 und von gp120 bei der Interaktion mit den HI5-Zellen dargestellt.
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Abbildung 56: Biacore-Resonanzkurven des zyklisierten Peptids 13 bei der Interaktion mit HI5-Zellen.
RU
500 -
= 1800 Zellen/pL
400 - = 900 Zellen/pL

360 Zellen/pL

300 | = 36 Zellen/pL

200 A

100 -

0 100 200 300 400 500 600 700 s
Abbildung 57: Biacore-Resonanzkurven von gp120 bei der Interaktion mit HI5-Zellen, wobei die Zell-
konzentration von 3600 Zellen/uL keine vernlnftig darstellbaren Assoziationskurven lieferte.
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Ein Vergleich des Kurvenverlaufes in der Steigung der Assoziation zeigt, dass gegentber
dem zyklisierten Glycopeptid 14 (s. Abbildung 54) die Assoziation des zyklisierten Peptids
13 sowie des gpl20 eher nach einer Kinetik mit zwei Zeitkonstanten verlduft. Auch die
Assoziation der offenkettigen VV3-Verbindungen 9 und 10 scheint vor allem bei geringer
Zellkonzentration mit zwei Geschwindigkeitskonstanten zu erfolgen (Kurven nicht gezeigt).
Zur Charakterisierung der Assoziation wurden an die Messwerte der Sensorgramme bei den
Zellkonzentrationen von 900 Zellen/uL Funktionsanndherungen nach dem Modell der
Langmuirassoziation durchgefuhrt, die den ko,-Wert lieferten (s. Tabelle 16). Dazu wurden
identische Bereiche der Steigung der Assoziation gefittet, um die Vergleichbarkeit der
Ergebnisse zu gewiahrleisten. Der Funktionsannaherung wurde dabei auf der Basis von 10°
Rezeptoren pro Zelle eine abgeschétzte Konzentration an Rezeptoren von 1.5 nM zu Grunde
gelegt. Wie in Tabelle 16 ersichtlich ist, sind die Chi>-Werte, welche die Giite des Fits
angeben, relativ hoch. Allerdings sind laut Literatur Fits mit einem Chi%-Wert kleiner als 10
als verniinftig anzusehen.!® Zudem liegen die Werte in gleichem Rahmen.

erbindung. Kon [mol's") chi’
V3_linear_Peptid_kurz 9 1.01-10° 3.76
V3_linear_Peptid 10 1.6510° 3.90
V3_cyclo_Peptid 13 3.18 10° 7.75
gp120 5.11 10° 8.50
V3_linear_Glyco 11 5.79  10° 3.91
V3 _cyclo_Glyco 14 7.26°10° 9.09

Tabelle 16: Berechnete kon-Werte nach dem Modell der Langmuirassoziation bei Zellkonzentrationen
von 900 Zellen/pL bei einer abgeschétzten Konzentration an Rezeptoren von 1.5 nM.

Ein Vergleich der ko,-Werte zeigt, dass das zyklisierte Glycopeptid 14 (V3_cyclo_Glyco) die
hdchste Geschwindigkeitskonstante der Assoziation aufweist, gefolgt vom offenkettigen
Glycopeptid 11 (V3 _linear_Glyco) und gp120. Das zyklische unglycosylierte VV3-Peptid 13
(V3_cyclo_Peptid) assoziiert schneller als die beiden offenkettigen Peptide 9 und 10. Diese
Daten belegen, dass Glycopeptide bedingt durch den Zucker eine schnellere Kinetik und
somit bessere Assoziation zeigen als die Peptide. Zudem binden zyklische Verbindungen
gegenliber den offenkettigen mit schnellerer Kinetik. Allerdings stellen die aufgefihrten
Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation keine wirklichen ko,-Werte im klassischen
Sinne dar, sondern relative Werte auf der Basis von 10° Rezeptoren pro Zelle berechnet.
Diese bedingte Aussagekraft hangt vor allem mit der Rezeptordichte zusammen, die von
Zelle zu Zelle variiert, weshalb sich die Konzentration an Rezeptoren von 1.5 nM allenfalls
abschatzen lasst. Zudem bindet eine Zelle tiber diverse Rezeptoren an mehrere immobilisierte
Molekdile. Ausserdem haben Rezeptoren, die sich auf der von der Chipoberflache abge-
wandten Seite der Zelloberflache befinden, nicht die Mdéglichkeit mit dem immobilisierten
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Bindungspartner in Wechselwirkung zu treten. Auch die Aggregation von Zellen tragt zur
Verfalschung bei. Jedoch sind diese Daten durchaus geeignet, die gewonnenen Erkenntnisse
der Bindungsféhigkeit der VV3-Verbindungen eindrucksvoll zu unterstitzen.

Die Auftragung der maximal erreichten RU-Werte gegen die Zellzahl ist in Abbildung 58
dargestellt. Charakteristisch fur alle Kurven ist die stark abfallende Steigung bei zu-
nehmender Zellkonzentration, was auf eine Sattigung der Bindung hindeutet. Wie zu
erkennen ist, zeigten die CCR5-positiven Zellen eindeutig eine Interaktion mit Peptiden und
Glycopeptiden aus der V3-Loop.

V3_cyc|o_Gcho- 14

V3_cyclo_Peptid™ 13

i A
V3 linear_Glyco 11
V3_linear_Peptid 10

V3_linear_Peptid_kurz 9
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Abbildung 58: Vergleich der Bindungsaffinitdten der Verbindungen 9, 10, 11, 13 und 14, sowie des
Fibrinogenpeptides 19 als Negativkontrolle und gp120 als Positivkontrolle. Es zeigte sich hier deutlich die
Konzentrationsabhangigkeit der Assoziation der HI5-Zellen an die auf der Chipoberflache immobili-
sierten Verbindungen, wobei das zyklisierte Glycopeptid 14 eindeutig die stérkste Bindung verursachte.
Die gefitteten Kurven sind die angepassten Funktionen RU = RUpmax Czetien / (K + Czejien)-

Ein Vergleich der Bindungsaffinitaten zeigt, dass das zyklisierte Glycopeptid 14
(V3_cyclo_Glyco) die starkste Interaktion mit den HI5-Zellen aufweist. Es wird hier halbe
maximale S&ttigung bereits bei einer Konzentration von 500 Zellen/uL erreicht. Dieser sehr
steile Anstieg in der Assoziation spricht fur eine bessere Kinetik gegenuber den anderen
vermessenen Verbindungen. Zudem ist das friihe Erreichen der maximalen Sattigung der
Bindung ein Beleg fir effektivere Bindung. Das zyklische unglycosylierte V3-Peptid 13
(V3_cyclo_Peptid) zeigte die zweit starkste Interaktion und das offenkettige Glycopeptid 11
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(V3_linear_Glyco) die dritt strkste Wechselwirkung. Die schwdchste Bindung zeigte dabei
das lineare unglycosylierte Peptid 10 (V3 _linear Peptid), wobei das entsprechende
N-terminal um sechs Aminosduren verkirzte lineare Peptid 9 (V3 _linear_Peptid_kurz)
geringfugig schwécher bindet (s. auch Tabelle 17).

Als positive Kontrolle hinsichtlich der immobilisierten V3-Verbindungen diente gp120. Die
schwacher als erwartete Wechselwirkung des gp120 liegt vermutlich darin begriindet, dass
zundchst Wechselwirkung mit CD4 erforderlich ist, worauf nach Konformationsédnderung
und Offnung des Bindungsepitops von gp120 an den Korezeptor gebunden wird. AuRerdem
ist das gp120 nicht zu 100 % aktiv und bei der GrolRe des gpl20 kann unginstige
Orientierung auf der Chipoberflache zum Verlust der Présentation des Bindungsepitops
flhren. Dariiber hinaus lag das gpl20 gegeniiber den Ubrigen Verbindungen mit einer
Belegungsrate von nur 51 fmol in sehr geringer immobilisierter Menge vor (s. Tabelle 15).
Jedoch zeigte das gp120 eine sehr frih erreichte maximale Sattigung der Bindung, was auf
eine sehr effektive Bindung der HI5-Zellen hindeutet. Keinerlei Bindungsaffinitdt zu den
CCR5-uberexprimierenden Zellen zeigte das Fibrinogenpeptid 19, welches als Negativ-
kontrolle fur ein nicht bindendes Peptid vermessen wurde.

Immobilisierte 36 360 900 1800 3600
Verbindung Zellen/uL Zellen/uL Zellen/uL Zellen/pL Zellen/uL

V3_linear_Peptid_kurz 9 43 66 132 222 266
V3_linear_Peptid 10 51 68 154 239 270
V3_linear_Glyco 11 74 177 213 264 331
V3_cyclo_Peptid 13 89 145 256 334 450
V3_cyclo_Glyco 14 94 193 370 486 497
Fibrinogenpeptid 19 0 3 - 10 12
gp120 60 115 127 144 146

Tabelle 17: Vergleich der Bindungsaffinitaten in RU der vermessenen Verbindungen bei verschiedenen
Zellkonzentrationen.

Die beobachteten Ergebnisse decken sich mit den Erkenntnissen, die zuvor von S. Meyer'®
und J. Dojahn*® in SPR-Studien von V3-Peptiden und Glycopeptiden mit HI5- und Parental-
zellen gemacht wurden. Die dort beobachtete direkte Beteiligung der V3-Loop bei der
Interaktion zwischen gp120 und dem Zellrezeptor CCR5 kann auch hier an V3-
Verbindungen anderer Sequenz belegt werden. Die Ergebnisse zeigen, dass die Biacore-
Daten reproduzierbar sind und sich hinsichtlich ihrer Aussage erganzen. Sie demonstrieren
sowohl die Konzentrationsabhéngigkeit der Bindung, als auch die spezifische Korezeptor-
bindung. Glycopeptide binden besser als die unglycosylierten Peptide, was mit den
Strukturdaten korreliert, denn Strukturanalysen'’® zeigen eine konformationell stabilisierende
Wirkung durch den Zucker zum Teil durch trans-Loop-Wechselwirkungen aufgrund von
long-range NOE-Kontakten. Das offenkettige Glycopeptid 11 zeigt dabei gegeniiber dem
offenkettigen Peptid 10 eine um den Faktor 1.2 starkere Bindung, wéhrend die Affinitat zum
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CCR5-Korezeptor beim zyklisierten Glycopeptid 14 1.1 fach hoher als beim entsprechenden
unglycosylierten zyklischen Peptid 13 ist. Diese Resultate belegen, dass die Glycosylierung
fur eine Interaktion mit dem Korezeptor von Bedeutung ist. Dartiber hinaus gehen die
zyklisierten V3-Verbindungen eine starkere Bindung mit dem Korezeptor ein, als die
entsprechenden offenkettigen Formen. Dabei zeigt das zyklische Glycopeptid 14 gegenuber
dem linearen Glycopeptid 11 eine um den Faktor 1.5 starkere Bindung, wéhrend bei dem
entsprechenden zyklisierten und linearen Peptid 13 und 10 ein Unterschied von dem Faktor
1.6 vorliegt. Die Zyklisierung der Loop spielt eine wesentliche Rolle, da durch die
Disulfidverbriickung zwischen den beiden Cysteinen die Struktur bereits richtig gefaltet ist
und somit vermutlich eher in der bindungsaktiven Konformation vorliegt. Die starkste
Interaktion weist insgesamt das zyklische Glycopeptid 14 auf, die schwdachste dagegen das
vergleichbare lineare Peptid 10. Dafiir sind zwei Einflusse verantwortlich. Die Zyklisierung
bei gleichzeitiger Glycosylierung bewirkt somit sogar eine um den Faktor 1.8 hohere
Bindungsstéarke, wie die Gegenuberstellung der Bindungsaffinitdten des zyklischen Glyco-
peptids 14 und des linearen Peptids 10 zeigt. Ein Vergleich des offenkettigen Peptids 10 mit
dem entsprechenden N-terminal um sechs Aminoséuren verkurzten linearen Peptids 9 zeigt,
dass die Verlangerung der Peptidsequenz in Richtung N-Terminus zu einer geringfligigen
Verstarkung der Bindung an den CCR5-Korezeptor fhrt.

Die Biacore-Resultate belegen explizit, dass eine direkte Interaktion zwischen V3-Loop und
dem CCRS5-Korezeptor notwendig ist, um die sekundére Interaktion zwischen dem HIV
GP120 und humaner Zelle herzustellen, wobei insbesondere die Kohlenhydratstruktur eine
bedeutsame Rolle spielt. Der Korezeptor erkennt somit die VV3-Region. Die Zyklisierung der
V3-Loop hat dabei einen grofieren Einfluss auf die Bindungsstarke als die Glycosylierung,
wobei die Kombination beider Faktoren zu der starksten Bindung fuhrt. AuBerdem spielen
dabei vermutlich zusétzliche synergetische Effekte eine Rolle, die beim gleichzeitigen
Auftreten von zyklischer Natur der Loop und Glycosylierung zur deutlichen Verstarkung der
Bindungsaffinitat fihren.

Im Vergleich zu bereits im Arbeitskreis durchgefiihrten SPR-Studien'® an V3-Peptiden und
Glycopeptiden geringfiigig anderer Sequenz innerhalb der Loop (Position 5 (S <> N) und
Position 22 (A <> T)), sowie ohne verlangerten N- und C-terminalen Bereich, zeigen die hier
untersuchten V3-Verbindungen sehr viel hohere RU-Antworten (etwa fiinffach so hoch).
Reproduzierbar ist hierbei zwar nicht die Hohe, jedoch die Reihenfolge der Peptide und
Glycopeptide nach steigender Bindungsaffinitat und bestatigt somit die Tendenz der zuvor
beobachteten Untersuchung. Diese Studien zeigten dabei einen noch ausgepragteren Einfluss
der Zyklisierung auf die Bindungsaffinitdt zu CCR5-Uberexprimierenden HI5-Zellen. Die
Bindung des zyklisierten Glycopeptids erwies sich dort etwa 2.8 fach so stark wie die
des offenkettigen unglycosylierten Peptids und etwa zweimal so stark wie die des
unglycosylierten zyklisierten Peptids. Diese bemerkenswerten Unterschiede in der absoluten
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Bindungsaffinitat lassen sich zum Teil dadurch erkléren, dass die dort vermessenen V3-
Verbindungen N-terminal acetyliert vorlagen, was eine verdnderte Orientierung auf der
Chipoberflache bewirken kann. Die am N-Terminus acetylierten Peptide und Glycopeptide
konnen nur Uber entsprechende Seitenkettengruppierungen an die Chipoberflache gekuppelt
werden, was im ungunstigsten Fall zum Verlust der Prasentation des Bindungsepitops fiihren
kann. Zudem konnen die Unterschiede in den beobachteten Bindungsstdrken auch darin
begrundet liegen, dass sich die Sequenzen innerhalb der V3-Region in zwei Positionen
unterscheiden. Diese Permutationen kdnnen durchaus einen Einfluss auf die 3D-Struktur des
Bindungsepitops und somit auf die Korezeptorspezifitat haben. Letztendlich lasst jedoch der
bemerkenswerte Unterschied in der Hohe der CCR5-Bindungsaffinitaten vermuten, dass der
erweiterte Sequenzbereich der V3, sowie die zusétzliche Glycosylierung auRerhalb der Loop
einen erheblichen Anteil an der deutlich héheren Bindungsstéarke hat.

Darlber hinaus zeigten die hier untersuchten VV3-Verbindungen gegenuber weiteren Biacore-
Studien'® an V3-Verbindungen mit an zwei Positionen veranderter Sequenz innerhalb der
Loop (Position 22 (A <> T) und Position 25 (D < E)), sowie ohne erweiterten VV3-Bereich,
ebenso sehr viel hohere RU-Antworten (bis zu vierfach so hoch). Allerdings waren diese V3-
Peptide und Glycopeptide ebenfalls N-terminal nicht acetyliert, weshalb dieser Faktor als
Erklarung fir die hier beobachteten sehr viel stdrkeren Interaktionen mit CCR5-(ber-
exprimierenden HI5-Zellen ausscheidet. Dort wurde jedoch ebenso eine identische Abstufung
der V3-Verbindungen nach steigender Bindungsaffinitdt beobachtet. Die Bindung des
zyklisierten Glycopeptids erwies sich dort etwa 2.1 fach so stark wie die des offenkettigen
unglycosylierten Peptids und etwa 1.3 mal so stark wie die des unglycosylierten zyklisierten
Peptids, sowie etwa 1.8 fach so stark wie die des linearen Glycopeptids. Da beide zuvor
gemachten SPR-Studien erheblich geringere RU-Antworten und einen ausgepragteren
Einfluss der Zyklisierung auf die Bindungsstarke zeigten, wird der hier vorliegende
erweiterte Sequenzbereich der V3, sowie die zusétzliche Glycosylierung auBerhalb der Loop
eine erhebliche Bedeutung fur die CCR5-Korezeptorbindung haben. Offensichtlich sind
insbesondere Kohlenhydratstrukturen und Aminosauren sogar tber die terminalen Cysteine
der VV3-Loop hinaus fir eine Interaktion mit dem Korezeptor von Bedeutung.
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5 Zusammenfassung

Das humane Immundefizienzvirus (HIV-1) bindet (ber das virale Glycoprotein gp120 an die
Membranrezeptoren CD4 und CCR5. Das Ziel dieser Arbeit lag darin, potentielle Liganden
aus dem V3-Bereich des gp120 herzustellen und sie auf ihre Bindungseigenschaften mit dem
CCR5-Korezeptors hin zu untersuchen. Nachdem vorangegangene Arbeiten'®%" zeigten,
dass die VV3-Region des HIV deutlich mit CCR5 interagiert, war es von Interesse, weitere V3-
Verbindungen zu synthetisieren, um das Bindungsepitop genauer zu charakterisieren.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden Peptide und N-Typ-Glycopeptide aus dem
erweiterten VV3-Bereich des HIV-1 gp120 synthetisiert. Zu diesem Zweck wurde zunéchst das
Verfahren fur die Darstellung des N,-Chitobiosyl-Asparagin-Bausteines 6 optimiert. Dabei
lie sich im entscheidenden Schritt das freie Glycosylamin 4 unter TBTU Aktivierung
selektiv in einer Ausbeute von etwa 80 % an die Seitenkette einer teilweise geschiitzten
Asparaginsaure ankniipfen. Da es dabei zuvor zu ungewollten Nebenreaktionen an den freien
Hydroxylgruppen des Zuckers kam, erwies sich die Umsetzung mit nur 0.9 Aquivalenten des
Fmoc-Asp-OtBu bei tieferen Temperaturen von -15 °C als sehr erfolgreich.

Zur Darstellung der V3-Peptide und Glycopeptide wurden folgende Sequenzen der Nord-
amerikanischen Konsensussequenz des gp120 ausgewéhlt (markierte N = Glycosylierungen):

* * * *
7 ESVEIN[C:TRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAH NISRAKWNDTLK

(o]

TRPNKINTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAH NISRAKWNDTLK

©

TRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHNISRAKWNDTLK

tBu tBu

10 ESVEINTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHNISRAKWNDTLK
tBu tBu

11 ESVEINTRPNKINTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHNISRAKWKIDTLK
tBu tBu

12 TRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHNISRAKWNDTLK

13 ESVEINTRPNNNTRKSIH IGPGRAFYTTGEIIGDIRQAH NISRAKWNDTLK

14 ESVEINTRPNI’\klNTRKSIHIGPGRAFYTTGEI IGDIRQAH|Csx NISRAKWRNDTLK

Zur genaueren Charakterisierung der gp120/CCR5-Interaktion sollte insbesondere der Ein-
fluss der Zyklisierung und Glycosylierung von erweiterten V3-Loops des gp120 auf eine
verbesserte Bindungsaffinitat zum humanen CCR5-Rezeptor untersucht werden.

Die Darstellung der zyklisierten tetra- respektive triglycosylierten Peptide 7 und 8, die
Glycosylierungen der Asparagine in direkter Nachbarschaft zu den Cysteinen der Disulfid-
bricke beinhalten, misslang. Es wird vermutet, dass die benachbarten Zucker unter den
Synthesebedingungen die Zyklisierung sterisch blockieren.
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Die oben aufgefiihrten Sequenzen wurden als offenkettiges 10 und zyklisches Peptid 13,
sowie als offenkettiges 11 und zyklisches Glycopeptid 14 mit zweifacher Glycosylierung in
einer Kombination aus automatischer und manueller Festphasensynthese hergestellt. Zudem
wurden die in Richtung N-Terminus um sechs Aminosduren verkirzten linearen 9 und
zyklisierten Peptide 12 synthetisiert. In der Glycopeptidsynthese trat beim Einbau des
Glycosylbausteines 6 in die Peptidkette das Problem der Aspartimidbildung auf, was zum
Verlust des Zuckerbausteines flhrt. Durch die Verwendung von TBTU als Aktivator konnte
die Kupplungsausbeute auf bis zu 90 % optimiert werden. Die Synthese der offenkettigen
Verbindungen wurde unter Verwendung orthogonal StBu-geschiitzter Cysteine durchgefiihrt,
deren Seitenkettenschutz bei der Abspaltung von der Festphase erhalten blieb. Fur die
Darstellung der zyklischen Verbindungen gelang zwar die Entschitzung der StBu-
geschitzten Cysteine durch Reduktion mit DTT, jedoch konnte bei der nachfolgenden
oxidativen Zyklisierung in stark verdunnter Losung das gewiinschte zyklisierte Peptid nicht
erhalten werden. Daher wurden die zyklischen Verbindungen 12, 13 und 14 unter Einsatz
Trt-geschitzter Cysteine synthetisiert, die nach Abspaltung von der Festphase unter
Schutzgasatmosphédre durch Zyklisierung an Luftsauerstoff in hochverdinnter Lésung
erhalten wurden. Nach erfolgreicher Aufreinigung mittels RP-HPLC bzw. durch GréRen-
ausschlusschromatographie konnten samtliche Verbindungen durch MALDI-TOF-MS und
1D/2D-NMR-Experimente charakterisiert werden.

Die vergleichende Betrachtung der TOCSY-Spektren der im Rahmen dieser Arbeit
synthetisierten V3-Verbindungen zeigte in Abh&ngigkeit von Glycosylierung und Zykli-
sierung sowie des N-terminal erweiterten Bereiches eindeutig differierende chemische
Verschiebungen der amidischen Protonen des Peptidrickgrats auf. Der Vergleich der
Glycopeptide 11 und 14 mit den entsprechenden unglycosylierten Peptiden 10 und 13 zeigte
dabei auffallige Unterschiede in der unmittelbaren Nachbarschaft zu den Glycosylierungs-
stellen. Diese haben eine weitgehende Streckung des Peptidrickgrats im Bereich der
Glycosylierungsstellen zur Folge, wodurch diese Bereiche besser definierte Strukturen
aufweisen. Allerdings ist fir die zyklischen Verbindungen 14 und 13 insgesamt ein viel
ausgepragterer Unterschied in den chemischen Verschiebungen zu beobachten. Dies spricht
fir einen starkeren konformationellen Einfluss der Glycosylierungen auf die zyklisierten
Verbindungen gegenuber den offenkettigen Formen. Die Disulfidverbriickung der Loop hat
einen groRen konformationellen Einfluss auf das gesamte Peptidriickgrat und wird dadurch
erheblich in seiner 3D-Struktur festgelegt. Die zweifache Glycosylierung scheint durch den
konformationellen Einfluss der Zucker zusétzlich einen starken stabilisierenden Effekt auf
die 3D-Struktur auszutiben. Der Vergleich des linearen Peptids 10 mit dem entsprechenden
N-terminal verkirzten Peptid 9 zeigte, dass bei fehlenden strukturgebenden Faktoren, wie
einer Glycosylierung oder Zyklisierung, keine groRen strukturellen Unterschiede bedingt
durch den verlangerten N-terminalen Bereich vorliegen. Die bemerkenswerten Unterschiede
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zwischen den vergleichbaren zyklischen Verbindungen 13 und 12 deuten allerdings darauf
hin, dass die zusétzliche N-terminale Flanke der zyklisierten VV3-Loop einen konformativen
Effekt austibt und eine stabilisierende Wirkung auf die Gesamtstruktur zu haben scheint.

Die Analyse der NOESY-Spektren bestétigte den konformativen Einfluss, der vor allem
durch die Zyklisierung aber auch durch die Glycosylierungen ausgetibt wird. Dass bei den
offenkettigen Verbindungen 9 und 10 bzw. 11 nur sequenzielle NOE-Kontakte auftraten bzw.
keine strukturrelevanten long-range NOE-Kontakte zu beobachten waren, deutet auf eine
relativ gestreckte aber weniger definierte Struktur der linearen Verbindungen hin. Dabeli
zeigten die Randbereiche der offenkettigen Loops eine wesentlich hohere Flexibilitat.
Zusétzliche sequenzielle NOE-Kontakte im Bereich der Glycosylierungsstellen zeigte die
stabilisierende Wirkung der Zucker auf die 3D-Struktur der Glycopeptide 11 und 14. Bei den
zyklischen Verbindungen 12 und 13 bzw. 14 waren neben einer héheren Anzahl an sequen-
ziellen NOE-Kontakten zahlreiche strukturrelevante long-range NOEs festzustellen. Die
Zyklisierung der VV3-Loop bewirkt eine deutlich besser definierte Struktur und somit eine
stark eingeschrankte Beweglichkeit.

Der Einfluss von Zyklisierung und Glycosylierung der V3-Verbindungen bezlglich ihrer
Bindung an den humanen Korezeptor CCR5 wurde mittels Biacore-SPR-Studien untersucht.
Zur Analyse der spezifischen Interaktion wurden HI5-Zellen verwendet, die den CCR5-
Korezeptor tberexprimieren. Es konnte gezeigt werden, dass die VV3-Loop des HIV eindeutig
mit dem 7-Helixtransmembrankorezeptor CCR5 interagiert. Die Ergebnisse zeigen sowohl
die Konzentrationsabhangigkeit der Bindung als auch die Korezeptorspezifitat. Es konnte
anhand der VV3-Verbindungen 9, 10, 11, 13 und 14 positiv validiert werden, dass sowohl die
Glycosylierung, als auch die Zyklisierung die Bindung an den Korezeptor verstarken. Beide
Faktoren spielen eine bedeutsame Rolle, da die 3D-Struktur wesentlich besser definiert ist
und die V3-Verbindungen somit auch vermutlich eher in der bindungsaktiven Konformation
vorliegen. Das zyklisierte VV3-Glycopeptid 14 bindet den CCR5-Korezeptor besser als das
unglycosylierte zyklische Peptid 13 und dieses bindet besser als das lineare Glycopeptid 11.
Die schwdachste Wechselwirkung zeigte dabei das offenkettige V3-Peptid 10, wobei das
entsprechende N-terminal um sechs Aminoséuren verkirzte Peptid 9 geringfiigig schwécher
interagierte. Die Ko,-Werte der Assoziation belegen, dass der Zucker einen wichtigen Aspekt
bei der Kinetik der Bindung darstellt, denn die Glycopeptide 11 und 14 zeigten die schnellste
Kinetik. Die Bindungsstudien der V3-Verbindungen 15 bis 18 belegen, dass offensichtlich
insbesondere Kohlenhydratstrukturen und Aminosduren bis hin oder sogar Uber das N-
terminale Cystein der V3 hinaus flr eine Bindung notwendig sind. Es gibt Anhaltspunkte
dafir, dass ein gemischtes Bindungsepitop zwischen V3-Peptidsequenz und Kohlenhydrat fir
die Bindung an den CCR5-Korezeptor bendtigt wird, da sowohl kiirzere und lineare Peptide,
als auch der Zucker 6 selbst - wenn auch schwéchere - Interaktionen mit dem Korezeptor
eingehen. Der Korezeptor erkennt somit die glycosylierte V3-Region. Ein detailliertes
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Verstandnis dieser Wechselwirkung ertéffnet die Moglichkeit zur Entwicklung auf der V3-
Sequenz basierender HIV-Entry-Inhibitoren.
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6 Summary

The human immunodeficiency virus (HIV-1) binds to the cellular receptors CD4 and CCR5
by using the viral glycoprotein gp120. The aim within this thesis was to synthesize potential
ligands of the gp120 V3-region and examine them for their binding properties towards the
CCRS5 coreceptor. After previous studies'®*®” demonstrated that the V3 region of HIV
directly interacts with the CCR5 coreceptor, it was of interest to synthesize larger V3
structures to further identify the binding epitope.

In this present study, peptides and N-type glycopeptides were synthesized using extended V3
loop sequences of the HIV-1 gpl120. For the synthesis of glycopeptides the procedure to
efficiently obtain the N,-chitobiosyl asparagine building block 6 was optimized. In the
important step, free glycosylamin 4 was selectively linked under TBTU activation directly to
the side chain of a suitably protected aspartate, with a yield of about 80 %. In view of the fact
that previous trials led to undesired coupling at the free hydroxyl groups of the sugar, the
implementation with only 0.9 equivalents of Fmoc-Asp-OtBu at lower temperatures of
-15 °C was very successful.

In order to synthesize the V3 peptides and glycopeptides, the following sequences of the
North American consensus sequence were selected (marked N = glycosylations):

* * * *
7 ESVEINC:|TRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAH|Css|NISRAKWNDTLK

8 TRPNKINTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAH NISRAKWRNDTLK

9 TRPNNNTRKSIH IGPGRAFYTTGEI IGDIRQAHNISRAKWNDTLK
tBu tBu

10 ESVEITRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHNISRAKWNDTLK
tBu tBu

11 ESVEITRPNKINTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHNISRAKWKIDTLK
tBu tBu

12 TRPNNNTRKSIH IGPGRAFYTTGEIIGDIRQAH NISRAKWNDTLK

1

w

ESVEITRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAH NISRAKWNDTLK

1

~

ESVEITRPNKINTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAH NISRAKWRNDTLK

For more precise characterization of the gpl20/CCR5 interaction, it was important to
examine the influence of the cyclization and glycosylation of extended V3 loops of gp120 on
the binding affinity to the human CCR5 receptor.

The synthesis of the cyclized tetra, respectively, tri glycosylated peptides 7 and 8, which
contain glycosylations of the asparagines in the direct vicinity of the cysteines of the disulfide
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bridge, was not successful. Here it is presumed that under the prevailing synthesis conditions,
the adjacent sugars would appear to block cyclization sterically.

The sequences stated above were synthesized as an open chain 10 and cyclic peptide 13, and
as an open chain 11 and cyclic glycopeptide 14 with double glycosylation using a combi-
nation of automatic and manual solid phase synthesis. In addition, the linear 9 and cyclic
peptide 12 shortened by six amino acids in the N-terminal direction were synthesized. During
glycopeptide synthesis, the problem of aspartimid formation occurs on connection of the
glycosyl amino acid building block 6 to the growing peptide chain, resulting in the loss of the
sugar building block. Use of TBTU as an activator optimized the coupling yield up to 90 %.
Formation of the open chain compounds was performed using orthogonally StBu-protected
cysteines, whose side chain protection was preserved during deprotection from the solid
phase. Although it was possible to deprotect the StBu-protected cysteines by reduction with
DTT, during subsequent oxidative cyclization in highly diluted solution it was not possible to
obtain the desired cyclized peptide. Therefore the cyclic compounds 12, 13 and 14 were
synthesized using Trt-protected cysteines, which were obtained after deprotection from the
solid phase in an inert atmosphere, by cyclization in a highly diluted solution. After
successful purification using RP-HPLC or size exclusion chromatography, all synthesized
compounds were fully characterized by using MALDI-TOF-MS and 1D/2D-NMR
experiments.

A comparative consideration of the TOCSY spectra of the V3 compounds synthesized within
this study clearly revealed differing chemical shifts of the amidic protons of the peptide
backbone, depending on glycosylation and cyclization together with the N-terminal extended
region. In doing so, comparison of the glycopeptides 11 and 14 with the corresponding non
glycosylated peptides 10 and 13 showed striking differences in the immediate vicinity of the
glycosylation site. These result in an elongation of the peptide backbone in the area of the
glycosylation positions so that these regions reveal better defined structures. However, an
altogether more significant difference in the chemical shifts can be observed for the cyclic
compounds 14 and 13. This indicates a greater conformational influence of glycosylation on
the cyclized compounds compared to the open chain forms. Disulfide bridging of the loop
has a great conformational influence on the whole peptide backbone thus considerably
established in its 3D structure. The double glycosylation appears to have an additional highly
stabilizing effect on the 3D structure through the conformational influence of the sugars.
Comparison of the linear peptide 10 with the corresponding N-terminal shortened peptide 9
showed that when structure defining factors are missing, such as glycosylation or cyclization,
there are no great structural differences as a result of the extended N-terminal region. Even
so, the remarkable differences between the comparable cyclic compounds 13 and 12 indicate
that the additional N-terminal flank of the cyclized V3 loop exercises a conformational effect
and appears to have a stabilizing effect on the overall structure.
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Analysis of the NOESY spectra confirmed the conformational influence, caused primarily by
cyclization but also by glycosylation. The fact that only sequential NOE contacts occurred at
the open chain compounds 9, 10 and 11, respectively, and no structure relevant long-range
NOE contacts could be observed, indicates a relatively stretched and less defined structure of
the linear compounds. Here the terminal regions of the open chain loops showed far greater
flexibility. Additional sequential NOE contacts in the region of glycosylation revealed the
stabilizing effect of the sugar residues on the 3D structure of the glycopeptides 11 and 14. In
the cyclic compounds 12, 13 and 14, respectively, numerous structure relevant long-range
NOEs were found together with a large quantity of sequential NOE contacts. Cyclization of
the V3 loop results in what is clearly a better defined structure and in a restricted flexibility.
The effect of cyclization and glycosylation on the V3 compounds was examined with regard
to their ability to bind to the human coreceptor CCR5, by means of Biacore-SPR studies. To
analyze the specific interaction HI5 cells overexpressing the CCR5 coreceptor were used. It
was demonstrated that the V3 loop of the HIV interacts with the seven helix transmembrane
coreceptor CCR5. The results show both the concentration dependency and also the core-
ceptor specifity. The V3 compounds 9, 10, 11, 13 and 14 proved that both glycosylation and
also cyclization enhance the binding to the coreceptor. Both factors play a significant role,
because the 3D structure is far better defined and the V3 compounds therefore exist in a
conformation more suitable for binding. The cyclized V3 glycopeptide 14 binds the CCR5
coreceptor better than the unglycosylated cyclic peptide 13 which in turn binds better than the
linear glycopeptide 11. The weakest interaction was shown by the open chain V3 peptide 10,
whereby the corresponding peptide 9 with the N-terminal region shortened by six amino
acids showed slightly weaker interaction. The ko, values of the association prove the
important aspect of the sugar moiety in binding Kinetics, because the glycopeptides 11 and 14
showed the fastest association. The binding studies of the V3 compounds 15 to 18 showed
that in particular carbohydrate structures and amino acids even beyond N-terminal cysteines
of the V3 are necessary for a binding. A mixed binding epitope between V3 peptide sequence
and carbohydrate is required for binding to the CCR5 coreceptor, because both shorter and
linear peptides as well as sugar 6 itself interact with the coreceptor. A more detailed under-
standing of this interaction offers the possibility to develop potential HIV entry inhibitors
based on the V3 sequence.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften und verwendete Materialien
far die Peptid- und Glycopeptidsynthese

Verwendete Chemikalien

Hersteller

Chemikalien

Acros Organics
Advanced ChemTech

Applied Biosystems

BIACORE AB

Biochrom
Calbiochem-Novabiochem
Deutero
Fluka/Riedel-de-Haen
Gibco

Merck

NIH AIDS Research &
Reference Reagent Program
Proligo

Sigma-Aldrich

Acetonitril (Ultra Gradient HPLC Grade), TIPS (99 %)
Fmoc-L-Ala-OH, Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH,
Fmoc-L-Asn(Trt)-OH, Fmoc-L-Asp(OtBu)-OH,
Fmoc-L-Cys(Trt)-OH, Fmoc-L-GIn(Trt)-OH,
Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Gly-OH,
Fmoc-L-His(Trt)-OH, Fmoc-L-lle-OH,

Fmoc-L-Leu-OH, Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, Fmoc-L-Phe-OH,
Fmoc-L-Pro-OH, Fmoc-L-Ser(tBu)-OH,
Fmoc-L-Thr(tBu)-OH, Fmoc-L-Trp(Boc)-OH,
Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-L-Val-OH

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

NHS, EDC, EA, SDS, Na-Acetat-Puffer pH 5.5,

F1 Pioneer Chips

FKS

Fmoc-L-Cys(StBu)-OH, TBTU

D0 (99.9 %), DMSO-ds (99.8 %), CDCl3 (99.8 %)

abs. DMF, abs. Methanol

Zellkulturmedium RPMI 1640, Trypsin

Acetanhydrid, Aceton, Ammoniumhydrogencarbonat,
Chloroform, a-Cyano-4-hydroxyzimtséure, Dichlormethan,
2,5-Dihydroxybenzoesédure, Dinatriumhydrogenphosphat,
Dithiothreitol, Hydrazinhydrat, Isopropanol, Kaliumchlorid,
Kaliumdihydrogenphosphat, Methanol, Natrium,
Natriumchlorid, Pyridin, Schwefelsdure (96 %), Toluol, TFA
GHOST (3) HI5-Zellen, GHOST (3) Parentalzellen

DMF
Chitin, DMSO, Neomycin, Penicillin, Puromycin,
Streptomycin, Tryphanblau
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Manuelle Peptidsynthese

Die benotigte Menge Fmoc-PAL-PEG-PS-Harz wird in einer Glasfritte fir 30 Minuten zum
Quellen mit DMF bedeckt. Eingeleitet wird der Zyklus der manuellen Festphasensynthese
durch die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mittels Piperidin/DMF 1:4. Die Kupplung der
Fmoc- und Seitenkettengeschiitzten Aminoséure wird in vierfachem Uberschuss in Gegen-
wart von funf Aquivalenten des Aktivators HATU bzw. TBTU und finf Aquivalenten
DIPEA durchgefiihrt. Es werden Dreifachkupplungen ausgefuhrt mit Reaktionszeiten
zwischen drei und 16 Stunden. Nach sorgfaltigem Waschen mit DMF wird zur Blockierung
nicht umgesetzter Aminofunktionen mit Ac,O/DMF 1:9 acetyliert. Abschlielend wird
grindlich mit DMF gewaschen. Dieser Zyklus wird wiederholt, bis die gewinschte
Aminosduresequenz des Peptids vorliegt. Nach beendeter Synthese wird zur Bestimmung der
Kupplungsausbeute die terminale Fmoc-Schutzgruppe manuell abgespalten. Das Harz wird
daraufhin grindlich mit Isopropanol und Dichlormethan und abschliefend nochmals mit
Isopropanol gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet.

Automatisierte Peptidsynthese

Die automatisierte Peptidsynthese wurde an einem Pioneer Peptide Synthesis System der
Firma PerSeptive Biosystems durchgefiihrt.

Es wird eine der Ansatzgrolie und Harzbelegung entsprechende Menge Fmoc-PAL-PEG-PS-
Harz in eine Stempelséule mit Frittenboden eingewogen. Zum Aufquellen des Harzes wird
DMF durch die Glassaule gepumpt. Verwendet werden Fmoc-geschiitzte L-Aminoséuren,
deren zusatzliche funktionelle Gruppen an den Seitenketten geschutzt sind. Die Aminosdure-
derivate werden in vierfachem Uberschuss eingesetzt und entsprechend der zu
synthetisierenden Sequenz mit Hilfe von Dreifachkupplungen an das Harz geknipft. Als
Aktivator dient HATU bzw. TBTU (jeweils 0.5 M in DMF) in Gegenwart der Base DIPEA
(1.0 M in DMF) in jeweils fiinffachem Uberschuss. Nach Spiilen mit DMF wird die jeweilige
Aminosdure gelodst und zyklisch durch die Reaktionssdule gepumpt. Die Reaktionszeiten
betragen je nach Synthese 60, 90 oder 120 Minuten pro Kupplungsschritt. Zur Blockierung
nicht umgesetzter Aminofunktionen wird nach jeder Kupplung finf Minuten mit 10 %iger
Losung von Acetanhydrid in DMF acetyliert. Die Fmoc-Abspaltung erfolgt mit Piperidin in
DMF (1:4) innerhalb von 10 Minuten.

Die Peptidsynthese erfolgt dabei vom C- zum N-Terminus, wobei nach Anknipfung der
letzten Aminoséure deren Fmoc-Schutzgruppe zur Bestimmung der Rohausbeute am Peptid
belassen wird. Nach vollendeter Synthese wird das Harz in eine Glasfritte der PorengroRe P2
uberflihrt, wo zur Bestimmung der Kupplungsausbeute die terminale Fmoc-Schutzgruppe
manuell mittels Piperidin/DMF 1:4 abgespalten wird. Das Harz wird daraufhin grindlich mit
Isopropanol und Dichlormethan und abschliefend nochmals mit Isopropanol gewaschen und
im Stickstoffstrom getrocknet.
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Manuelle Kupplung des N,-Chitobiosyl-Asparagin-Bausteins 6

Das am Harz befindliche, bis vor die Glycosylierungsstelle synthetisierte Peptid wird in einer
Glasfritte zum Quellen fur 30 Minuten mit DMF bedeckt. Bezogen auf den daraufhin
manuell bestimmten Fmoc-Wert werden der N,-Chitobiosyl-Asparagin-Baustein 6, TBTU
und DIPEA im Verhaltnis 1:1.5:1.5 umgesetzt, wobei je nach Synthesebedingungen 0.8 bis
1.5 Aquivalente des Glycosylbausteins eingesetzt werden. Dazu wird zunéchst der Aktivator
mit der Base in absolutem DMF gel6st und zum Glycosylbaustein gegeben. Die Lésung wird
auf das unter Schutzgas stehende Harz gebracht und fir 24 Stunden unter Stickstoff-
atmosphdre geschuittelt. Es werden Zweifachkupplungen durchgefiihrt. Nach sorgféltigem
Waschen mit DMF wird zur Blockierung nicht umgesetzter Aminofunktionen acetyliert.
AbschlieRend wird griindlich mit DMF gewaschen.

Fmoc-Abspaltung

Die manuelle Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgt mittels Piperidin/DMF 1:4, indem
das Harz zweimal fur jeweils 10 Minuten bedeckt und nachfolgend achtmal mit DMF
gewaschen wird. Die vereinigten Phasen werden entsprechend verdinnt. Die Menge des in
der Abspaltlésung enthaltenen Methylenfluorens l&sst sich photometrisch durch Messung der
UV-Absorption bei 301 nm ermitteln und liefert eine gute Abschatzung fir die Kupplungs-
ausbeute. Daraufhin wird mit DMF gespult, bis die Waschldsung neutral ist. Diese photo-
metrischen Untersuchungen wurden an einem UV-160A — Photometer der Firma Shimadzu
vorgenommen.

Acetylierung

Zur Blockierung nicht umgesetzter Aminofunktionen nach den Kupplungen wird das am
Harz befindliche Peptid acetyliert, indem das Harz mit Ac;O/DMF 1:9 bedeckt und fir 30
Minuten geschdittelt wird. Abschlielend wird sorgféltig mit DMF gewaschen.

Auf die Acetylierung des freien N-Terminus des fertiggestellten Produktes wird verzichtet.

O-Deacetylierung von Glycopeptiden an der Festphase

Das am Saccharidanteil peracetylierte Glycopeptid wird an der Festphase deacetyliert, indem
das im Stickstoffstrom getrocknete Harz zundchst mit absolutem Methanol gewaschen und
anschlieBend mit Hydrazinhydrat in absolutem Methanol 1:5 bedeckt und fir sechs Stunden
auf dem Schiitteltisch belassen wird. AbschlieBend wird mehrfach mit absolutem Methanol
gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet.

Abspaltung von Peptiden und Glycopeptiden vom Harz
Zur Abspaltung der Peptide bzw. Glycopeptide von der Festphase, sowie zur Entfernung der
Seitenkettenschutzgruppen, wird das mit absolutem Methanol gewaschene und im Stickstoff-
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strom getrocknete Harz mit 10 mL Abspaltlésung, bestehend aus TFA/TIPS/H,O 95:5:2,
bedeckt und zundchst 60 und nach neuer Einbringung 90 Minuten geschdittelt. Die Losung
wird im Wasserstrahlvakuum abgesaugt, das Harz wird dann fiinfmal mit Abspaltlésung und
fiinfmal mit TFA gewaschen und die vereinigten Fraktionen werden im Olpumpenvakuum
bis zur Trockne eingeengt. Der erhaltene Rickstand wird in bidestilliertem Wasser auf-
genommen, im Ultaschallbad suspendiert und gefriergetrocknet. Das erhaltene Rohprodukt
wird gefriergetrocknet und mittels HPLC aufgereinigt.

Abspaltung von Cys(Trt)-geschitzten Peptiden und Glycopeptiden vom
Harz und Bildung einer Disulfidbrtcke

Die folgenden Arbeiten werden in einer Stickstoffatmosphare durchgefiihrt. Die Abspalt-
I6sung wird jeweils frisch angesetzt und ebenso wie die TFA funfmal entgast und mit
Stickstoff gespult. Zur Abspaltung der Cys(Trt)-geschitzten Peptide bzw. Glycopeptide,
sowie zur Entfernung der Seitenkettenschutzgruppen, wird das mit absolutem Methanol
gewaschene und 30 Minuten im Olpumpenvakuum getrocknete Harz mit 10 mL Abspalt-
I6sung aus TFA/TIPS/H,O 95:5:2 bedeckt und zundchst 60 und nach erneuter Einbringung
90 Minuten geschiittelt. Die Lésung wird im Olpumpenvakuum abgesaugt, das Harz wird
dann funfmal mit Abspaltlosung und funfmal mit TFA gewaschen und die vereinigten
Fraktionen werden im Olpumpenvakuum bis zur Trockne eingeengt. Das vollstandig
entschitzte, zu zyklisierende Rohprodukt wird unter Stickstoff in einer einstiindig entgasten
0.1 M Ammoniumhydrogencarbonatldsung (1 pmol Peptid/50 mL) unter zu Hilfenahme von
Ultraschall geltst. AnschlieBend wird zur oxidativen Zyklisierung die Losung durch starkes
Ruhren bei offenem Reaktionsgefal fir 72 Stunden mit Luftsauerstoff durchsetzt. Mit Hilfe
einer Ultrafiltration (cut off 3000 D) lasst sich die Ldsung entsalzen und von kurzen
Abbruchpeptiden abtrennen. Die eingeengte Losung wird gefriergetrocknet und das erhaltene
Rohprodukt mittels HPLC aufgereinigt.

Ultrafiltration

Die Ultrafiltrationen wurden mittels einer 400 mL Rdihrzelle (Amicon Modell 8400) bzw.
50 mL (Amicon Modell 8050) und einer Membran mit einer molekularen Ausschlussgrenze
von 3000 D der Firma Millipore YM3 unter einem Druck von 5 Bar durchgefihrt.

Die Ultrafiltration wird zum einen genutzt, um nichtdisulfidverbrickte Rohprodukte vor der
chromatographischen Aufreinigung bereits von kiirzeren Abbruchpeptiden zu trennen. Dazu
wird das Rohprodukt in bidestilliertem Wasser geldst und in der Rihrzelle eingeengt. Dieser
Vorgang wird flinfmal wiederholt, woraufhin die eingeengte Ldsung gefriergetrocknet wird.
Zum anderen lasst sich mit Hilfe der Ultrafiltration nach der Disulfidverbriickung die
produkthaltige Ammoniumhydrogencarbonatlésung zundchst einengen und dann entsalzen,
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indem funfmal mit bidestilliertem Wasser verdiinnt und wieder eingeengt wird. Die Losung
wird abschlieBend gefriergetrocknet.

Aufreinigung der Peptide und Glycopeptide mittels RP-HPLC

Die préparative Aufreinigung von Rohproduktgemischen an RP-Phasen wurde an einer
Biocad Sprint-HPLC-Anlage der Firma Perseptive durchgefiihrt. Als Fraktionssammler
wurde ein Gilson FC205 ,,Fraction Collector* eingesetzt. Als stationdre Phase wurde eine VP
250/21 mm NUCLEOSIL 100-7 pm Cig-Séaule (Flussrate 20 mL/min) der Firma Macherey &
Nagel verwendet. Als RP-analoge Phase diente eine semipréparative 218TP510-C,g-Séule
(1.0 x 25 cm, 5 pum) der Firma Vydac (Flussrate 5 mL/min). Als Laufmittelsystem wurde
Wasser + 5 % Acetonitril + 0.1 % TFA (Eluent A) und Acetonitril + 5 % Wasser + 0.1 %
TFA (Eluent B) eingesetzt. Die Laufmittel sind filtriert, im Ultraschallbad entgast und von
HPLC grade. Das verwendete Wasser wurde ber eine USF Purelab Plus gereinigt und in
reinster Qualitét eingesetzt.

Zur Reinigung des Rohproduktes wird Lyophilisat in dem Eluentengemisch aufgenommen,
welches dem Gemisch bei der Injektion entspricht. Fir jeden semipréparativen Lauf werden
400 pL bei maximal 5 mg Substanzmenge und fiir jeden préparativen Lauf 1 mL bei maximal
25 mg Substanzmenge der Losung eingesetzt. Es wird fur 15 Minuten im Ultraschallbad
behandelt und ungeloste Rickstdnde werden abzentrifugiert. Die Elution erfolgt bei
Raumtemperatur, wobei unterschiedliche Gradienten zwischen 100 % Eluent A und 100 %
Eluent B verwendet werden. Der Gradient wird tber S&ulenvolumina (CV, column volume)
eingegeben. Die photometrische Detektion erfolgt bei 215 bzw. 280 nm. Das Acetonitril der
gesammelten Fraktionen wird zun&chst am Rotationsverdampfer abdestilliert und die Proben
anschlielend gefriergetrocknet und mittels MALDI-TOF bzw. NMR identifiziert.

Aufreinigung der Peptide und Glycopeptide mittels GPC

Die Aufreinigung von Rohprodukten mittels Gelfiltrationschromatographie wurde an einer
BioSys 2000 Series HPLC-Anlage der Firma Beckmann durchgefiihrt. Die Trennung erfolgte
zum einen Uber eine Toyopearl HW 50S Sdule (21 cm x 1.6 cm), wobei die Toyopearlgel-
Packung (Ethylenglycol/Methacrylat-Copolymer) eine Partikelgrofle von 30-60 um und
einen Trennbereich von 500 bis 80000 D aufwies, oder eine Toyopearl HW 40S Sdule
(30 cm x 2.0 cm) mit einer Partikelgréfie von 20-40 um und einem Trennbereich von 100 bis
10000 D. Als Eluent wurde jeweils Wasser/Isopropanol 80:20 als 0.1 M Ammonium-
hydrogencarbonatlosung eingesetzt. Zum anderen wurde eine Superdex Peptide HR 10/30
Sdule der Firma Pharmacia Biotech (1 cm x 30 cm) mit einer Partikelgrofie von 13-15 um
und einem Trennbereich von 100 bis 7000 D verwendet. Als Eluent wurde Wasser + 20 %
Acetonitril + 0.1 % TFA eingesetzt. Die Laufmittel sind filtriert, im Ultraschallbad entgast
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und von HPLC grade. Das verwendete Wasser wurde Uber eine USF Purelab Plus gereinigt
und in reinster Qualitat eingesetzt. Die photometrische Detektion erfolgte bei 215 nm.

Zur Aufreinigung werden 10 mg des Lyophilisates in 400 uL Elutionsmittel aufgenommen
und filtriert. Es werden 300 uL Lésung eingespritzt, wobei isokratisch mit einer Flussrate
von 0.5 mL/min eluiert wird. Die vereinigten Fraktionen werden zun&chst am Rotations-
verdampfer getrocknet und dann bis zur Gewichtskonstanz gefriergetrocknet.

Aufnahme der MALDI-TOF-Massenspektren

Die Aufnahme der MALDI-TOF-Spektren erfolgte an einem Biflex Il Spektrometer der
Firma Bruker im reflector mode.

Je nach lonisationsfahigkeit der zu vermessenen Probe und Empfindlichkeit gegentiber einer
maoglichen Fragmentierung wird die entsprechende Matrix ausgewahlt. Fur die Aufnahme der
MALDI-TOF-Spektren werden Glycopeptide typischerweise in einer 2,5-Dihydroxybenzoe-
sdurematrix (DHB) und Peptide in einer a-Cyano-4-hydroxyzimtsaurematrix (CCA) mit
einer Konzentration von 10 pmol/uL vermessen, wobei die zu untersuchende Substanzprobe
zusammen mit der entsprechenden organischen Matrix auf einem Probenteller kristallisiert
wird.

Aufnahme von ESI-LC/MS-Spektren

Fur die Identifizierung von Proben mittels ESI-LC-MS wurde ein HP5989B MS Engine
Massenspektrometer mit HP59987A API-Elektrospray LC/MS Interface der Firma Hewlett
Packard verwendet, welches mit einer Agilent HPLC Series 1100 gekoppelt war. Als
stationare RP-Phase wurde eine CC 250/2 mm NUCLEOSIL 100-5 um Cqg-Séaule (Flussrate
50 pL/min) der Firma Macherey & Nagel eingesetzt. Als Laufmittelsystem wurde Wasser +
5 % Acetonitril + 0.1 % TFA (Eluent A) und Acetonitril + 5 % Wasser + 0.1 % TFA
(Eluent B) eingesetzt. Die Laufmittel sind filtriert, im Ultraschallbad entgast und von HPLC
grade. Das verwendete Wasser wurde uber eine USF Purelab Plus gereinigt und in reinster
Qualitat eingesetzt.

Zur Trennung und Identifizierung wird 1 mg des Lyophilisates in 1 mL Elutionsmittel
aufgenommen und filtriert. Es werden 100 pL LOsung eingespritzt, wobei mit dem
entsprechenden Elutionssystem genau jene Gradienten eingestellt werden, welche auch bei
der praparativen RP-HPLC zum Einsatz kommen. Der Gradient wird tUber Sdulenvolumina
(CV, column volume) eingegeben. Die photometrische Detektion erfolgt bei 215 nm.

Aufnahme von NMR-Spektren

Zur Durchfuhrung der NMR-Experimente standen zwei Gerdte der Firma Bruker zur
Verfugung. Das DRX 500 Spektrometer besitzt einen Magneten mit einer magnetischen
Induktion von 11.67 Tesla, entsprechend einer Larmor-Frequenz von 499.87 MHz fir
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Protonen und 125.77 MHz fiir *C-Kerne. Das Spektrometer ist mit einem inversen 5 mm
Tripelresonanz-Probenkopf mit Z-Gradienten und abgeschirmten Spulen ausgestattet. Das
Avance 700 Spektrometer besitzt einen Magneten mit einer magnetischen Induktion von
16.35 Tesla, entsprechend einer Larmor-Frequenz von 700.13 MHz fur Protonen und 175.03
MHz fiir 3C-Kerne. Das Spektrometer ist mit einem inversen 5 mm Tripelresonanz-Cryo-
Probenkopf mit Z-Gradienten und abgeschirmten Spulen bzw. mit einem TXI-Probenkopf
ohne Cryo-Technologie ausgestattet.

Die Aufnahme der Spektren erfolgte in H,O/D,0 9:1 bei 300 K. Der pH-Wert der Proben
wurde mit TFA auf 3.5 eingestellt. Durch eine Vorséttigung (49 dB) des H,O-Resonanz-
signals oder in Form einer Watergate-Pulssequenz wurde bei der Spektrenaufnahme eine
Wasserunterdriickung erreicht. Die 2D-Experimente wurden phasensensitiv durch TPPI
(Time Proportional Phase Increments) aufgenommen. Die Prozessierung, Phasenkorrektur,
Basislinienkorrektur, Kalibrierung und Auswertung der Spektren erfolgte an einer Silicon
Graphics Workstation (02, Octane) unter Zuhilfenahme der Software XWINNMR 3.1 und
Aurelia 3.0.1 von Bruker. Die Zuordnung der *H-Signale erfolgte mit Hilfe von TOCSY-,
NOESY- und HSQC-Experimenten, die der **C-Signale mit dem HSQC- sowie dem HMBC-
Experiment. Die Sequenzbestimmung gelang mit Hilfe der NOESY-Experimente. Die
Zuordnung der Zuckerprotonen sowie die Bestimmung der NH-H, Kopplungskonstanten
erfolgte in DQF-COSY-Experimenten. Die chemischen Verschiebungen der NMR-Spektren
sind in Einheiten der 5-Skala angegeben. Die Kopplungskonstanten J sind, wenn nicht anders
angegeben %J-Kopplungen und in Hertz angegeben. Die Indices kennzeichnen die jeweils
miteinander koppelnden Wasserstoffatome. Die Kalibrierung der Spektren erfolgte auf das
jeweilige Losungsmittelsignal (H,O: 6 = 4.75 ppm; CDCl3: 6 = 7.28 ppm; DMSO: 6 = 2.53
ppm) bzw. auf das NH-Signal von Tyrosin bei 8.012 ppm.

7.2 Darstellung des N,-Chitobiosyl-Asparagin-Bausteins 6

Verschiedenes

Die im Folgenden verwendeten Losungsmittel sind - sofern notwendig - vor den Reaktionen
nach den Ublichen Methoden getrocknet und destilliert worden. Chloroform und Methanol
wurden bei Normaldruck destilliert. DMF wurde Uber Molsieb der GroRe 3A verwahrt.
Essigsdureanhydrid wurde ber wasserfreiem Natriumacetat getrocknet und bei Normaldruck
destilliert. Pyridin wurde tber Calciumhydrid getrocknet und anschlielend bei Normaldruck
destilliert.

Die im folgenden Teil beschriebenen Reaktionen wurden diinnschichtchromatographisch an
Kieselgel 60 auf Aluminiumfolie (GFzs4, Merck) verfolgt. Die Detektion erfolgte dabei
in Abhangigkeit der Reaktionspartner durch UV-Absorption bzw. Eintauchen in eine
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ethanolisch/wassrige LOsung von Schwefelsdure (10 %ig) und anschliefender Warme-
behandlung mit einem HeiRluftfén.

Die s&ulenchromatographische Aufreinigung der Rohprodukte erfolgte in praparativem
MaRstab unter erhéhtem Druck (4-10 bar) an Kieselgel 60 (Korngrofie 40-63 um, Merck).

Synthese von 2-Acetamido-2-desoxy-4-O-(2-acetamido-2-desoxy-3,4,6-
tri-O-acetyl-B-D-glucopyranosyl)-1,3,6-tri-O-acetyl-a-D-glucopyranose 2
Eine L6sung aus 500 mL Essigsadureanhydrid und 40 mL konz. Schwefelsdure wird auf 54 °C
temperiert. Unter starker KPG-Riihrung werden 60 g fein gemahlenes Chitin 1 (141.8 mmol
Dimereinheiten) in kleinen Portionen zugesetzt, wobei sich die anfangs hellgelbe Losung
tiefbraun verfarbt. Nach einer Reaktionszeit von drei Stunden wird das Gemisch auf 34 °C
abgekihlt und unter Einwirkung von Ultraschall wird 38 Stunden gespalten. Die erkaltete
Losung wird daraufhin vorsichtig in 800 mL Eiswasser gegeben, mit 300 g Natriumacetat
versetzt und fur eine Stunde gertihrt. Man extrahiert mit Chloroform, neutralisiert mit ges.
Natriumhydrogencarbonatlosung und wéscht anschliefend mehrfach mit Wasser und trocknet
die organische Phase tber Natriumsulfat. Das Lésungsmittel wird bei maximal 30 °C unter
vermindertem Druck entfernt.

Die Auftrennung des Oligomerengemisches erfolgt mittels einer Mitteldruckpumpe ber eine
Kieselgelsaule (Laufmittel: CHCl3/MeOH 100:1). Das Rohprodukt wird aus Ethanol um-
kristallisiert.

Ausbeute:
Die Ausbeute betrégt 4.26 g (6.30 mmol) Chitobioseoctaacetat 2, entsprechend 4.4 %
bezogen auf die eingesetzte Menge Dimer im polymeren Chitin 1.

Charakterisierung:

CogHioN2017 (MW = 676.64 g/mol)

Es handelt sich bei 2 um einen weillen Feststoff. Der R-Wert fur das Laufmittelsystem
CHCI3/MeOH 9:1 betragt 0.41. Die Identifizierung mittels MALDI-TOF-MS lieferte ein
[M+Na]*-Signal von m/z = 699.4.

Synthese von 2-Acetamido-2-desoxy-4-O-(2-acetamido-2-desoxy-B-D-
glucopyranosyl)-D-glucopyranose 3

Es werden 1.11 g (1.64 mmol) Chitobioseoctaacetat 2 in 75 mL abs. Methanol gel6st. Der
pH-Wert der Losung wird mit frisch hergestellter 1 %iger Natriummethanolatlosung auf
einen Wert von 9 eingestellt, und das Gemisch wird bei Raumtemperatur geriihrt; gegebenen-
falls der pH-Wert der Losung korrigiert und die Deacetylierung dinnschichtchroma-
tographisch (Laufmittel CHCI3/MeOH 1:1) Uberwacht. Nach einer Reaktionszeit von 18
Stunden wird durch Zugabe von Trockeneis neutralisiert und das Reaktionsprodukt zunéchst
am Rotationsverdampfer und dann an der Olpumpe bis zur Trockene eingeengt.
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Ausbeute:
Die Ausbeute betrégt 586.7 mg (1.38 mmol) Di-N-Acetylchitobiose 3, entsprechend 84 %
bezogen auf die eingesetzte Menge Chitobioseoctaacetat 2.

Charakterisierung:

Ci6H2sN2011 MW = 424.42 g/mol

Es handelt sich bei 3 um einen weillen Feststoff. Der R-Wert fur das Laufmittelsystem
CHCI3/MeOH 1:1 betragt 0.34. Die Identifizierung mittels MALDI-TOF-MS lieferte ein
[M+Na]*-Signal von m/z = 447.2.

Synthese von 2-Acetamido-2-desoxy-4-O-(2-acetamido-2-desoxy-B-D-
glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosylamin 4

Es werden 586.7 mg (1.38 mmol) Di-N-Acetylchitobiose 3 in 20 mL geséattigter Ammonium-
hydrogencarbonatlosung geldst und bei 50 °C gerlhrt (DC-Kontrolle EtOAc/MeOH/H,0
4:3:2). Nach einer Reaktionszeit von 21 Stunden wird das Reaktionsgemisch am Rotations-
verdampfer eingeengt, und durch abschlieBende Gefriertrocknung bis zur Gewichtskonstanz
wird das Chitobiosylamin 4 erhalten.

Ausbeute:
Die Ausbeute betragt 526.8 mg (1.24 mmol) Chitobiosylamin 4, entsprechend 90 % bezogen
auf die eingesetzte Di-N-Acetylchitobiose 3.

Charakterisierung:

C16H20N3010 MW =423.42 g/mol

Es handelt sich bei 4 um einen gelblich-weilRen Feststoff. Der R-Wert flr das Laufmittel-
system EtOAc/MeOH/H,0 4:3:2 betragt 0.52. Die ldentifizierung mittels MALDI-TOF-MS
lieferte ein [M+Na]’-Signal von m/z = 446.1.

Synthese von C,-tert.-butyl-N,-(fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-N,-[3,6-
di-O-acetyl-2-acetamido-2-desoxy-4-0-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamido-2-
desoxy-B-D-glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosyl]-asparagin 5

Es werden 0.9 eq 460.7 mg (1.120 mmol) Fmoc-Asp-OtBu, 1.2 eq 479.4 mg (1.493 mmol)
TBTU und 1.2 eq 256 pL (1.493 mmol) DIPEA in 5 mL getrocknetem DMF gel6st und unter
Stickstoffatmosphare fir 10 Minuten geriihrt. Diese Losung wird unter Schutzgas langsam
bei -15 °C (Eis/Kochsalzbad) zu 526.8 mg (1.244 mmol) Chitobiosylamin 4, geldst in 15 mL
trockenem DMF, getropft. Die Losung wird 6 Stunden bei -15 °C geruhrt (DC-Kontrolle
EtOAc/MeOH/H,0 4:3:2, Ry = 0.8), woraufhin ein Grofteil des Ldsungsmittels an der
Olpumpe abgezogen wird. Dann wird mit einem Gemisch aus 50 mL abs. Pyridin und 40 mL
dest. Ac,O versetzt (DC-Kontrolle CHCIs/MeOH 9:1). Nach einer Reaktionszeit von
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12 Stunden bei 10 °C wird das Reaktionsprodukt im Vakuum getrocknet und mehrmals mit
Toluol codestilliert.

Die Aufreinigung des Rohproduktes erfolgt sdulenchromatographisch mit Hilfe einer
Mitteldrucksaule (Kieselgel, Laufmittel CHCI3/MeOH 50:1).

Ausbeute:
Die Ausbeute betrédgt 0.910 g (0.894 mmol) Fmoc-Asn(B-D-GIlcNAc-(1-4)-B-D-GIcNAC)-
OtBu 5, entsprechend 80 % bezogen auf das im Unterschuss eingesetzte Fmoc-Asp-OtBu.

Charakterisierung:

CaoHs2N4O2p MW =1027.01 g/mol

Es handelt sich bei 5 um einen weillen Feststoff. Der R-Wert fur das Laufmittelsystem
CHCI3/MeOH 9:1 betragt 0.55. Die Identifizierung mittels MALDI-TOF-MS lieferte ein
[M+Na]*-Signal von m/z = 1050.0.

Synthese von Ng-(fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-N,-[3,6-di-O-acetyl-2-
acetamido-2-desoxy-4-0O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamido-2-desoxy-p-D-
glucopyranosyl)-p-D-glucopyranosyl]-asparagin 6

Es werden 0.910 g (0.894 mmol) Fmoc-Asn(B-D-GIcNAc-(1-4)-B-D-GIcNACc)-OtBu 5 in
50 mL TFA/H,0 19:1 geldst und eine Stunde bei Raumtemperatur gerlhrt und anschlieRend
im Olpumpenvakuum getrocknet.

Ausbeute:

Die Ausbeute betragt 868.0 mg (0.894 mmol) Fmoc-Asn(B-D-GlcNAc-(1-4)-B-D-GIcNAC)-
COOH 6, entsprechend 100 % bezogen auf das eingesetzte Fmoc-Asn(B-D-GIcNAc-(1-4)-B-
D-GIcNAC)-OtBu 5.

Charakterisierung:

CasHs4N4O29 MW =970.90 g/mol

Es handelt sich bei 6 um einen weillen Feststoff. Der R-Wert fur das Laufmittelsystem
CHCI3/MeOH 5:1 betragt 0.60. Die Identifizierung mittels MALDI-TOF-MS lieferte ein
[M+Na]*-Signal von m/z = 994.0.
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7.3 Synthese der Peptide und Glycopeptide

7.3.1 Synthese des nicht glycosylierten offenkettigen verkirzten V3-
Peptides 9

C(StBu)TRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHC(StBU)NISRAKWN
DTLK

Entsprechend einer Ansatzgrofie von 100 umol erfolgte die Kupplung der ersten 26 Amino-
sduren mit Hilfe der automatisierten Festphasensynthese. Als Aktivator diente TBTU. Es
wurden Dreifachkupplungen von jeweils 120 Minuten durchgefiihrt. Die Abspaltung der
endstandigen Fmoc-Schutzgruppe ergab eine Kupplungsausbeute von 89 umol (89 %).

Mit Hilfe des Peptidsynthesizers wurden dann (entsprechend 89 umol) die folgenden
21 Aminoséduren unter TBTU Aktivierung mittels Dreifachkupplung zu jeweils 120 Minuten
angeknupft. Die Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe ergab eine Kupplungs-
ausbeute von 65 umol (73 %).

Etwa die Hélfte des Ansatzes von 65 pumol (32.5 umol) wurde vom Harz abgespalten und
entschiitzt, im Olpumpenvakuum eingeengt und gefriergetrocknet, wobei der restliche Ansatz
von 32.5 pumol wie unter 7.3.2 beschrieben weiterverarbeitet wurde. Mit Hilfe einer
Ultrafiltration (cut off 1000 D) wurde die Losung des offenkettigen Rohproduktes vor der
chromatographischen Aufreinigung bereits von kirzeren Abbruchpeptiden getrennt, dann
eingeengt und daraufhin gefriergetrocknet.

Das Rohprodukt wurde in einem ersten Aufreinigungsschritt mittels HPLC an einer
praparativen RP-Cyg-Sdule aufgereinigt (Eluent A/Eluent B 80/20 — 80/20 (1 CV) — 70/30
(0.25 CV) —» 60/40 (5 CV) — 0/100 (0.5 CV) — 0/100 (1 CV) — 80/20 (1 CV),
Rt = 16.5 min bei 35.0 % B, Flussrate 20 mL/min). In einem zweiten Aufreinigungsschritt
wurde das bereits vorgereinigte Produkt durch HPLC an einer semipraparativen RP-Cig
analogen Sdule aufgereinigt (Eluent A/Eluent B 90/10 — 90/10 (1 CV) — 61/39 (6 CV) —>
0/100 (1 CV) — 0/100 (1 CV) — 90/10 (1 CV), Rt = 24 min bei 34 % B, Flussrate
5 mL/min).

Ausbeute:
Nach der Aufreinigung wurden 7.8 mg (1.4 umol) des gewunschten Produktes 9 erhalten.
Dies entspricht einer Ausbeute von 2.8 % bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes.

Charakterisierung:

Ca36H385N77067S4 MW = 5497.80 g/mol

Die Identifizierung mittels MALDI-TOF-MS lieferte ein [M+H]"-Signal des offenkettigen
unglycosylierten Peptides 9 von m/z = 5498.66. Zur NMR-spektroskopischen Charakteri-
sierung s. Tabelle 18.
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AS NH (Hz) o o /B | P Y Y ) & andere Protonen

Cysi 4.739 | 3.118 | 3.199 tBu: 1.308

Thr2 8.246 (8.0) | 4.436 1.232

Arg3 |8.510(7.2) | 4592 | 1.729 | 1.844 | 1.663 | 1.663 | 3.201 | 3.201 | ¢: 7.186; n: 6.642

Pro4 4.437 | 2.261 | 2.261 | 1.900 | 2.012 | 3.624 | 3.817

Asn5 | 8.519(7.7) | 4.670 | 2.770 | 2.831 6.895 | 7.584

Asn6 | 8.444 (7.9) | 4.704 | 2.756 | 2.834 6.895 | 7.584

Asn7 | 8.477(6.9) | 4.768 | 2.775 | 2.854 6.895 | 7.584

Thr8 8.091 (7.3) | 4.281 1.190

Arg9 |8.283(6.8) | 4.321 | 1.764 | 1.848 | 1.620 | 1.620 | 3.181 | 3.181 | ¢: 7.152; n: 6.658

Lys10 | 8.292(8.0) | 4.322 | 1.736 | 1.815 | 1.389 | 1.438 | 1.594 | 1.594 | ¢/¢’. 2.970

Serll | 8.295(6.8) | 4.455 | 3.803 | 3.803

llel2 8.100(8.1) | 4.177 | 1.794 1.116 | 1.335 | 0.827 v”: 0.827

His13 | 8.587 (8.4) | 4.724 | 3.103 | 3.191 7.234 . 8.567

llel4 | 8.242(8.3) | 4.206 | 1.801 1.140 | 1.429 | 0.817 y"’: 0.882

Glyl5 | 8.316(5.0) | 4.030 | 4.134

Prol6 4.462 | 2.289 | 2.289 | 1.900 | 2.019 | 3.645 | 3.803

Glyl7 | 8.469(5.1) | 3.933 | 3.933

Argl8 | 8.105(6.7) | 4.262 | 1.673 | 1.770 | 1.546 | 1.546 | 3.127 | 3.127 | ¢:7.117;n: 6.614

Alal9 | 8.233(7.1) | 4.135 | 1.232

Phe20 | 8.042 (7.7) | 4.524 | 2.941 | 2.995 7.117 €. 7.295; L. 7.256

Tyr21 | 8.012(8.0) 4 4.631 | 2.883 | 3.025 7.066 €:6.780

Thr22 | 8.029 (6.8) | 4.392 | 4.207 1.164

Thr23 | 8.114 (6.9) | 4.285 1.216

Gly24 | 8.388 (6.4) | 3.918 | 3.967

Glu25 | 8.087 (7.3) | 4.319 | 1.960 | 2.033 | 2.365 | 2.365

lle26 8.231(8.3) | 4.134 | 1.828 1.144 | 1.452 | 0.836 v”: 0.836

lle27 8.217(7.1) | 4.118 | 1.828 1.164 | 1.447 | 0.812 y": 0.881

Gly28 | 8.361(5.9) | 3.918 | 3.918

Asp29 | 8.193(7.8) | 4.670 | 2.736 | 2.824

l1le30 8.120(7.2) | 4.114 | 1.906 1.437 | 0.832 y”: 0.890

Arg31 | 8.331(6.8) | 4.250 | 1.780 | 1.838 | 1.594 | 1.648 | 3.179 | 3.179 | &: 7.296: n: 6.625

GIn32 | 8.151 (7.1) | 4.260 | 1.947 | 2.083 | 2.337 | 2.337 €. 6.897: ¢': 7.546

Ala33 | 8.163 (7.9) | 4.211 | 1.325

His34 | 8.416(7.7) | 4.661 | 3.171 | 3.264 7.263 €. 8.587

Cys35 | 8.302(7.6) | 4.626 | 3.015 | 3.098 tBu: 1.308

Asn36 | 8.585 (7.5) | 4.778 | 2.751 | 2.834 6.895 | 7.584

l1e37 7.962 (8.1) | 4.184 | 1.877 1.173 | 1.442 | 0.836 y”: 0.900

Ser38 | 8.327 (6.9) | 4.407 | 3.850 | 3.889

Arg39 | 8.297 (6.7) | 4.211 | 1.698 | 1.840 | 1.574 | 1.574 | 3.117 | 3.117 | ¢:7.131;n: 6.614

Ala40 | 8.132 1.291

Lys4l | 8.130(7.9) | 4.213 | 1.682 | 1.740 1.623 | 1.623 | g/g’. 2.932

Trp42 | 8.024 (7.7) | 4.607 | 3.259 | 3.259 7.209 € 7.468: C: 7.131:
n: 7.214; ¢': 7.589

Asn43 | 8.072 (7.2) | 4.553 | 2.600 | 2.600 6.895 | 7.584

Asp44 | 8.144 (7.9) | 4.573 | 2.727 | 2.796

Thr45 | 8.050 (6.8) | 4.251 1.180

Leud46 | 8.038(7.1) | 4.304 | 1.569 | 1.643 | 1.569 0.832 | 0.890

Lys47 | 8.126(8.2) | 4.241 | 1.738 | 1.824 | 1.378 | 1.433 | 1.653 | 1.653 | ¢/¢’: 2.966;
CONH,:7.069/7.454

Tabelle 18: *H-NMR-chemische Verschiebungen und 3J(NH,H(,L)-Kopplungskonstanten des Peptides 9.
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7.3.2 Synthese des nicht glycosylierten offenkettigen V3-Peptides 10

ESVEINC(StBu)TRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHC(StBu)NISR
AKWNDTLK

Entsprechend einer AnsatzgrofRe von 100 umol erfolgte die Kupplung der ersten 47 Amino-
séduren mit Hilfe der automatisierten Festphasensynthese, wie es unter 7.3.1 beschrieben ist,
woraufhin eine Belegung von 65 umol (65 %) am Harz vorlagen.

Nachdem etwa die Hélfte des Ansatzes von 65 umol (32.5 umol) wie unter 7.3.1 aufgefihrt
abgenommen und vom Harz abgespalten wurde, wurde der restliche Ansatz von 32.5 umol
um weitere sechs Aminoséuren verlangert. Diese wurden mit Hilfe des Peptidsynthesizers
unter TBTU Aktivierung mittels Dreifachkupplung zu jeweils 120 Minuten angekn(pft. Die
nachfolgende Abspaltung der endstandigen Fmoc-Schutzgruppe ergab eine Kupplungs-
ausbeute von 22 umol (68 %).

Das Peptid wurde vom Harz abgespalten und entschitzt, im Olpumpenvakuum eingeengt und
gefriergetrocknet. Mit Hilfe einer Ultrafiltration (cut off 3000 D) wurde die Ldsung des
offenkettigen Rohproduktes vor der chromatographischen Aufreinigung bereits von kiirzeren
Abbruchpeptiden getrennt, dann eingeengt und daraufhin gefriergetrocknet.

Das Rohprodukt wurde in einem ersten Aufreinigungsschritt mittels HPLC an einer
praparativen RP-Cyg-Sdule aufgereinigt (Eluent A/Eluent B 90/10 — 90/10 (1 CV) — 60/40
(5 CV) — 0/100 (0.5 CV) — 0/100 (2 CV) — 90/10 (1 CV), R; = 35.5 min bei 37.4 % B,
Flussrate 16 mL/min). In einem zweiten Aufreinigungsschritt wurde das bereits vorgereinigte
Produkt durch HPLC an einer semipréparativen RP-C;g analogen Sé&ule aufgereinigt
(Eluent A/Eluent B 90/10 — 90/10 (1 CV) — 80/20 (1 CV) — 63/37 (5 CV) — 0/100 (1 CV)
— 0/100 (1 CV) — 90/10 (1 CV), R; = 23.5 min bei 34.4 % B, Flussrate 5 mL/min).

Ausbeute:
Nach der Aufreinigung wurden 6.6 mg (1.1 umol) des gewunschten Produktes 10 erhalten.
Dies entspricht einer Ausbeute von 2.1 % bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes.

Charakterisierung:

Co6aHa30NgsO070Ss MW =6169.11 g/mol

Die ldentifizierung mittels MALDI-TOF-MS lieferte ein [M+H]"-Signal des offenkettigen
unglycosylierten Peptides 10 von m/z = 6170.49. Zur NMR-spektroskopischen Charakteri-
sierung s. Tabelle 19.
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AS NH (Hz) o o /B | P Y Y ) & andere Protonen

Glul 4.263 | 1.946 | 2.080 | 2.336 | 2.336

Ser2 8.297 (7.9) | 4.452 | 3.803 | 3.803

Val3 8.297 (8.1) | 4.146 | 2.063 0.920 | 0.920

Glu4 8.417 (7.3) | 4.406 | 1.953 | 2.064 | 2.415 | 2.415

lle5 8.177 (8.0) | 4.154 | 1.833 1.166 | 1.438 | 0.823 v”: 0.882

Asn6 | 8.498(7.9) | 4.716 | 2.739 | 2.839 6.894 | 7.572

Cys7 | 8.361(7.4) | 4.708 | 3.046 | 3.163 tBu: 1.308

Thr8 8.252 (8.2) | 4.332 | 4.179 1177

Arg9 |8.234(7.5) | 4.625 | 1.720 | 1.841 | 1.668 | 1.668 | 3.196 | 3.196 | ¢:7.171: n: 6.670

Prol0 4.408 | 2.282 | 2.282 | 1.903 | 2.015 | 3.631 | 3.784

Asnll | 8.509 (7.8) | 4.670 | 2.721 | 2.828 6.894 | 7.572

Asnl2 | 8.417 (7.7) | 4.698 | 2.756 | 2.834 6.894 | 7.572

Asnl3 | 8.467 (7.2) | 4.767 | 2.775 | 2.851 6.894 | 7.572

Thrl4 | 8.079 (7.2) | 4.293 1.194

Argl5 | 8.272(7.0) | 4.318 | 1.763 | 1.847 | 1.624 | 1.624 | 3.179 | 3.179 | & 7.151; n: 6.600

Lys16 | 8.274(7.9) | 4.318 | 1.737 | 1.821 | 1.400 | 1.437 | 1.600 | 1.600 | g/¢’: 2.974

Serl7 | 8.283(6.6) | 4.452 | 3.803 | 3.803

llel8 8.093 (8.0) | 4.174 | 1.796 1.115 | 1.322 | 0.825 v”: 0.888

His19 | 8.585(8.4) | 4.697 | 3.102 | 3.185 7.232 €: 8.564

lle20 8.241 (8.0) | 4.202 | 1.803 1.180 | 1.426 | 0.814 y": 0.882

Gly21 | 8.314(5.0) | 4.031 | 4.031

Pro22 4.428 | 2.263 | 2.631 | 1.903 | 2.007 | 3.623 | 3.790

Gly23 | 8.470(5.0) | 3.930 | 3.930

Arg24 | 8.104 (6.4) | 4.262 | 1.675 | 1.769 | 1.546 | 1.546 | 3.127 | 3.127 | &: 7.115; n: 6.586

Ala25 | 8.230(7.0) | 4.137 | 1.233

Phe26 | 8.045 (7.9) | 4.525 | 2.948 | 2.985 7.118 €. 7.291: L 7.255

Tyr27 | 8.012(8.4) | 4.603 | 2.883 | 3.028 7.065 €:6.778

Thr28 | 8.023 (6.7) | 4.391 | 4.210 1.167

Thr29 | 8.115(7.3) | 4.286 1.216

Gly30 | 8.389 (6.3) | 3.939 | 3.939

Glu3l | 8.082 (7.0) | 4.321 | 1.963 | 2.036 | 2.377 | 2.377

lle32 8.227 (8.2) | 4.126 | 1.830 1.147 | 1.452 | 0.837 v”: 0.837

l1e33 8.219 (7.0) | 4.118 | 1.830 1.157 | 1.454 | 0.812 v”: 0.883

Gly34 | 8.366 (5.7) | 3.920 | 3.920

Asp35 | 8.210(8.1) | 4.675 | 2.756 | 2.840

lle36 8.104 (7.2) | 4.111 | 1.896 1.191 | 1.439 | 0.843 y”: 0.884

Arg37 | 8.328 (6.6) | 4.258 | 1.769 | 1.831 | 1.591 | 1.642 | 3.174 | 3.174 | £: 7.260; n: 6.620

GIn38 | 8.165 (7.0) | 4.262 | 1.947 | 2.076 | 2.337 | 2.333 €:6.891; ¢": 7.546

Ala39 | 8.183(7.7) | 4.215 | 1.325

His40 | 8.424 (7.9) | 4.629 | 3.169 | 3.261 7.263 €: 8.586

Cys41l | 8.311 (7.5) | 4.625 | 3.007 | 3.091 tBu: 1.308

Asn42 | 8.590 (7.8) | 4.768 | 2.745 | 2.828 6.894 | 7.572

lle43 7.967 (8.2) | 4.184 | 1.874 1.175 | 1.442 | 0.837 y”: 0.894

Ser44 | 8.330(6.7) | 4.407 | 3.841 | 3.890

Arg45 | 8.300 (6.6) | 4.212 | 1.696 | 1.841 | 1.577 | 1.577 | 3.114 | 3.114 | & 7.127;1: 6.592

Alad46 | 8.132 1.289

Lys47 | 8.116(8.2) | 4.223 | 1.692 | 1.733 | 1.287 | 1.344 | 1.618 | 1.618 | ¢/¢’: 2.929

Trp48 | 8.017 (7.7) | 4.625 | 3.258 | 3.258 7.208 € 7.467: C: 7.132:
n: 7.213; ¢ 7.589

Asn49 | 8.075 (7.0) | 4.555 | 2.575 | 2.631 6.894 | 7.572

Asp50 | 8.153 (8.1) | 4.583 | 2.744 | 2.812

Thr51 | 8.048 (7.0) | 4.249 1.180

Leu52 | 8.040(7.0) | 4.307 | 1.573 | 1.640 | 1.573 0.836 | 0.889

Lys53 | 8.138(8.0) | 4.245 | 1.735 | 1.822 | 1.392 | 1.424 | 1.652 | 1.652 | ¢/¢’: 2.968;
CONH»:7.067/7.454

Tabelle 19: *H-NMR-chemische Verschiebungen und 3J(NH,H(,L)-Kopplungskonstanten des Peptides 10.
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7.3.3 Versuche zur Zyklisierung des Cys(StBu)-geschutzten
verkirzten V3-Peptides 9

Es wurden 2.0 mg (0.36 umol) des Cys(StBu)-geschiitzten Peptides 9 in 8 mL
0.1 M Ammoniumhydrogencarbonatlésung gelost, zur Reduktion mit Dithiothreitol im
Uberschuss versetzt und unter Stickstoffatmosphare bei Raumtemperatur gerithrt. Nach
Entschitzung der Cysteine (Reaktionsverfolgung mittels MALDI-TOF) wurde mit 150 mL
0.1 M Ammoniumhydrogencarbonatlésung verdiinnt, sowie ein Volumenprozent DMSO
zugegeben. Anschlielend wurde zur oxidativen Zyklisierung die Losung durch starkes
Rihren und unter Verwendung einer Gasfritte mit Luftsauerstoff durchsetzt. Mit Hilfe einer
Ultrafiltration (cut off 1000 D) wurde die Lésung entsalzt und eingeengt und daraufhin
gefriergetrocknet.

1.Versuch 2.Versuch 3.Versuch
Uberschuss an DTT [Eq] 15 (0.6 mg) 10 (0.4 mg) 5 (0.2 mg)
Reduktionszeit [h] 6 8 48
Oxidationszeit [Tage] 1 5 7

Tabelle 20: Verwendete Uberschiisse an DTT und Reaktionszeiten.

Ausbeute:
Das gewiinschte Produkt ist nicht entstanden.

Charakterisierung:

CoxgH3z67N77067S, MW =5319.71 g/mol

Es wurde ein unlésliches Polymerisat erhalten. Mittels MALDI-TOF konnte in einer Schicht-
praparation der Suspension kein Produkt der entsprechenden Masse identifiziert werden,
allerdings lieferte die Reaktionsverfolgung mittels MALDI-TOF ein [M+H]*-Signal des
offenkettigen entschiitzten Peptides von m/z = 5322.94.

7.3.4 Synthese des diglycosylierten offenkettigen V3-Peptides 11
ESVEINC(StBu)TRPNN(B-D-GIcNAc-(1-4)-B-D-GIcNAC)NTRKSIHIGPGRAF
YTTGEIGDIRQAHC(StBU)NISRAKWN(B-D-GIcNAc-(1-4)-B-D-GIcNAc)
DTLK
Entsprechend einer Ansatzgréfie von 87 umol erfolgte die Kupplung der ersten vier Amino-
sduren mit Hilfe der automatisierten Festphasensynthese. Als Aktivator diente TBTU. Es
wurden Dreifachkupplungen von jeweils 120 Minuten durchgefiihrt. Die Abspaltung der
endstandigen Fmoc-Schutzgruppe ergab eine Kupplungsausbeute von 87 umol (100 %).

Fir den Einbau des Glycosylbausteins 6 in die Peptidkette wurden in manuell durchgefuhrten
Zweifachkupplungen mit einer Kupplungszeit von jeweils 24 Stunden je 1.0 eq (84.5 mg;
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87 umol) von 6, 1.5 eq (42.1 mg; 131 pumol) TBTU und 1.5 eq (22 pL; 131 umol) DIPEA
eingesetzt. Die anschlieBende Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe ergab mit
72 umol eine Glycosylierungsausbeute von 83 %.

Mit Hilfe des Peptidsynthesizers wurden dann (entsprechend 72 pumol) die folgenden sieben
Aminosduren unter TBTU Aktivierung mittels Dreifachkupplung zu jeweils 120 Minuten
angeknilpft. Die Abspaltung der endstandigen Fmoc-Schutzgruppe ergab eine Kupplungs-
ausbeute von 72 umol (100 %).

Wiederum mittels Peptidsynthesizer wurden daraufhin (entsprechend 72 pumol) weitere
29 Aminosauren unter TBTU Aktivierung mittels Dreifachkupplung zu jeweils 90 Minuten
angeknlpft. Die Abspaltung der endstandigen Fmoc-Schutzgruppe ergab eine Kupplungs-
ausbeute von 32 umol (44 %).

Fir den Einbau des zweiten Glycosylbausteins in die Peptidkette wurden in manuell durch-
gefiihrten Dreifachkupplungen mit einer Kupplungszeit von jeweils 24 Stunden je 1.5 eq
(46.6 mg; 48 umol) von 6, 2.2 eq (22.5 mg; 70 umol) TBTU und 2.2 eq (12 pL; 70 umol)
DIPEA eingesetzt. Die Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe ergab mit 28 umol
eine Glycosylierungsausbeute von 88 %.

Die Anknipfung der restlichen 11 Aminoséuren erfolgte (entsprechend 28 umol) manuell
jeweils mittels Dreifachkupplung zu je drei Stunden. Es wurden dabei 4.0 eq (112 umol) der
entsprechenden Aminosaure, 5.0 eq (140 umol) TBTU und 5.0 eq (140 umol) DIPEA
eingesetzt. Die Abspaltung der endstdndigen Fmoc-Schutzgruppe ergab eine Kupplungs-
ausbeute von 28 umol (100 %).

Das an der Festphase befindliche Glycopeptid wurde mit Hydrazinhydrat/abs. Methanol 1:5
deacetyliert, vom Harz abgespalten und entschiitzt, im Olpumpenvakuum eingeengt und
gefriergetrocknet. Mit Hilfe einer Ultrafiltration (cut off 3000 D) wurde die Ldsung des
offenkettigen Rohproduktes vor der chromatographischen Aufreinigung bereits von kiirzeren
Abbruchpeptiden getrennt, dann eingeengt und daraufhin gefriergetrocknet.

Das Rohprodukt wurde in einem ersten Aufreinigungsschritt mittels HPLC an einer
praparativen RP-Cyg-Sdule aufgereinigt (Eluent A/Eluent B 90/10 — 90/10 (1 CV) — 60/40
(5 CV) — 0/100 (0.5 CV) — 0/100 (2 CV) — 90/10 (1 CV), Rt = 35.5 min bei 37.4 % B,
Flussrate 16 mL/min). In einem zweiten Aufreinigungsschritt wurde das bereits vorgereinigte
Produkt Uber eine in Reihe geschaltete Toyopearl HW 50S Sdule und eine Toyopearl HW
40S Séule (jeweils Ethylenglycol/Methacrylat-Copolymer) isokratisch mittels Wasser/
Isopropanol 80:20 als 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonatlésung eluiert (Flussrate
0.5 mL/min, Ry = 190 min). Abschlieend wurde durch HPLC an einer semipréparativen
RP-Cig analogen Sdule aufgereinigt (Eluent A/Eluent B 90/10 — 90/10 (1 CV) — 81/19
(0.2CV) —» 67/33 (6 CV) — 0/100 (1 CV) — 0/100 (1 CV) — 90/10 (1 CV), Rt = 27 min bei
32.5 % B, Flussrate 5 mL/min).
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Nach der Aufreinigung wurden 5.4 mg (0.8 umol) des gewunschten Produktes 11 erhalten.
Dies entspricht einer Ausbeute von 0.9 % bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes.

Charakterisierung:

C206H482Ngg0g9S4

MW = 6981.43 g/mol

Die Identifizierung mittels MALDI-TOF-MS lieferte ein [M+H]"-Signal des offenkettigen
Glycopeptides 11 von m/z = 6982.59. Zur NMR-spektroskopischen Charakterisierung s.
Tabelle 21 und 22.

an Asnl12 | NH1 (Hz) | NH2 (Hz) 1 2 3 4 5 6a/6b | Ac
GIcNACc 8.607 8.176 5.017 | 3.839 | 3.734 | 3.629 | 3.536 | 3.789/ | 2.008
(9.0) (9.3) 3.569
GIcNAc’ 8.353 4569 | 3.740 | 3.559 | 3.472 | 3.489 | 3.879/ | 2.060
(9.5) 3.705
an Asn49 | NH1 (Hz) | NH2 (Hz) 1 2 3 4 5 6a/6b | Ac
GIcNAc 8.503 8.155 4.980 | 3.810 | 3.729 | 3.626 | 3.506 | 3.801/ | 1.997
(8.9) (9.2) 3.581
GIcNAc’ 8.353 4569 | 3.740 | 3.559 | 3.472 | 3.489 | 3.879/ | 2.060
(9.5) 3.705

Tabelle 21: *H-NMR-chemische Verschiebungen und SJ(NH,HQ)—Kopplungskonstanten der Zuckerprotonen
des Glycopeptids 11.
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AS NH (Hz) o o /B | P Y Y ) & andere Protonen
Glul 4.268 | 1.936 | 2.068 | 2.324 | 2.324

Ser2 8.307 (7.8) | 4.456 | 3.811 | 3.811

Val3 | 8.300(7.1) | 4.148 | 2.065 0.929 | 0.929

Glu4 8.417 (7.6) | 4.410 | 1.958 | 2.068 | 2.424 | 2.424

lle5 8.183(8.1) | 4.158 | 1.838 1.181 | 1.441 | 0.893 v”: 0.893
Asn6 | 8.502 (7.5) | 4.724 | 2.745 | 2.844 6.909 | 7.573

Cys7 |8.362(7.4) | 4.715 | 3.052 | 3.167 tBu: 1.290
Thr8 8.254 (8.2) | 4.339 | 4.175 1.180

Arg9 |8.260(7.8) | 4.633 | 1.722 | 1.841 | 1.671 | 1.671 | 3.205 | 3.205 | £:7.168
Prol0 4.407 | 2.284 | 2.284 | 1.900 | 2.010 | 3.628 | 3.773

Asnll | 8.480 (7.5) | 4.649 | 2.801 | 2.801 6.909 | 7.573

Asnl2 | 8.485(7.2) | 4.706 | 2.780 | 2.820 8.607

Asnl3 | 8.423 (7.6) | 4.723 | 2.773 | 2.851 6.909 | 7.573

Thrl4 | 8.070(7.0) | 4.272 | 4.210 1.195

Argl5 | 8.284(7.3) | 4.317 | 1.762 | 1.850 | 1.605 | 1.638 | 3.183 | 3.183 | ¢:7.139

Lys16 | 8.288 (8.0) | 4.321 | 1.737 | 1.814 | 1.384 | 1.450 | 1.661 | 1.661 | ¢/¢: 2.978

Serl7 | 8.296 (6.7) | 4.453 | 3.807 | 3.807

llel8 8.107 (8.0) | 4.180 | 1.796 1.126 | 1.339 | 0.834 v”: 0.834
His19 | 8.592 (8.1) | 4.730 | 3.111 | 3.194 7.215 €:8.570
lle20 8.248 (7.3) | 4.208 | 1.807 1.144 | 1.432 | 0.894 y"’: 0.894
Gly21 | 8.325(5.5) | 4.033 | 4.033

Pro22 4.437 | 2.252 | 2.252 | 1.897 | 2.008 | 3.610 | 3.789

Gly23 | 8.467 (5.1) | 3.935 | 3.935

Arg24 | 8.108 (6.8) | 4.260 | 1.677 | 1.769 | 1.546 | 1.546 | 3.131 | 3.131 | ¢:7.101

Ala25 | 8.237 (6.0) | 4.224 | 1.240

Phe26 | 8.050 (7.7) | 4.525 | 2.946 | 2.999 7.097 €. 71.272;: 7.236
Tyr27 |8.012(8.1) | 4.631 | 2.883 | 3.027 7.047 €. 6.785

Thr28 | 8.019 (6.2) | 4.390 | 4.214 1.171

Thr29 | 8.115 (7.2) | 4.290 | 4.224 1.220

Gly30 | 8.389 (6.0) | 3.941 | 3.941

Glu31 | 8.080(7.3) | 4.319 | 1.969 | 2.041 | 2.387 | 2.387

lle32 8.236 (7.0) | 4.138 | 1.827 1.159 | 1.340 | 0.845 v”: 0.845

l1e33 8.230 (7.0) | 4.122 | 1.836 1.166 | 1.459 | 0.819 y”: 0.893

Gly34 | 8.371(5.9) | 3.926 | 3.926

Asp35 | 8.214 (7.4) | 4.679 | 2.769 | 2.852

lle36 8.104 (7.0) | 4.116 | 1.904 1.192 | 1.450 | 0.894 y”’: 0.894

Arg37 | 8.330(6.7) | 4.267 | 1.773 | 1.841 | 1.592 | 1.653 | 3.184 | 3.184 | ¢:7.245

GIn38 | 8.177 (7.0) | 4.265 | 1.953 | 2.081 | 2.342 | 2.342 €:6.913; ¢’ 7.552
Ala39 | 8.197 (7.0) | 4.214 | 1.330

His40 | 8.431 (7.6) | 4.666 | 3.177 | 3.267 7.246 €: 8.595

Cys41 | 8.316 (7.6) | 4.629 | 3.014 | 3.096 tBu: 1.290
Asn42 | 8.594 (7.8) | 4.830 | 2.749 | 2.832 6.909 | 7.573

lle43 7.972 (7.4) | 4185 | 1.879 1.178 | 1.445 | 0.837 y”: 0.900

Ser44 | 8.340(6.8) | 4.416 | 3.848 | 3.884

Arg45 | 8.301 (6.6) | 4.212 | 1.693 | 1.837 | 1.554 | 1.587 | 3.118 | 3.118 | ¢:7.112

Ala46 | 8.144 (7.0) | 4.200 | 1.298

Lys47 | 8.157 (7.6) | 4.243 | 1.677 | 1.753 | 1.287 | 1.360 | 1.626 | 1.626 | ¢/¢’: 2.945

Trp48 | 7.989 (7.1) | 4.587 | 3.252 | 3.252 7.215 e 7.474: ¢ 7.129:
n: 7.222; ¢’ 7.564

Asn49 | 8.107 (7.8) | 4.570 | 2.500 | 2.578 8.503

Asp50 | 8.059 (8.0) | 4.579 | 2.727 | 2.803

Thr51 | 8.049 (7.7) | 4.245 | 4.187 1.181

Leu52 | 8.076(7.4) | 4.311 | 1.576 | 1.646 | 1.576 0.842 | 0.899

Lys53 | 8.149(8.3) | 4.245 | 1.739 | 1.824 | 1.389 | 1.437 | 1.655 | 1.655 | ¢/¢’: 2.970;
CONH,:7.068/7.458

Tabelle 22: *H-NMR-chemische Verschiebungen und 3J(NH,H(,L)-Kopplungskonstanten des Glycopeptids 11.

131



Experimenteller Teil

7.3.5 Synthese des nicht glycosylierten zyklisierten verkirzten V3-
Peptids 12

CTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHCNISRAKWNDTLK
Entsprechend einer AnsatzgrofRe von 100 umol erfolgte die Kupplung der ersten 26 Amino-
sduren mit Hilfe der automatisierten Festphasensynthese. Als Aktivator diente TBTU. Es
wurden Dreifachkupplungen von jeweils 120 Minuten durchgefiihrt. Die Abspaltung der
endstandigen Fmoc-Schutzgruppe ergab eine Kupplungsausbeute von 76 umol (76 %).

Mit Hilfe des Peptidsynthesizers wurden dann (entsprechend 76 pmol) die folgenden
21 Aminoséduren unter TBTU Aktivierung mittels Dreifachkupplung zu jeweils 120 Minuten
angeknupft. Die Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe ergab eine Kupplungs-
ausbeute von 51 umol (67 %).

Etwa 1/3 des Ansatzes von 51 umol (17 umol) wurde unter Ausschluss von Sauerstoff vom
Harz abgespalten, wobei der restliche Ansatz von 34 umol wie unter 7.3.6 beschrieben
weiterverarbeitet wurde. Entsprechend der allgemeinen Zyklisierungsvorschrift wurde das
vollstdndig entschiitzte, zu zyklisierende Rohprodukt unter Stickstoff in 1.5 L 0.1 M
Ammoniumhydrogencarbonatlésung (1 pmol Peptid pro 50 mL Lésung bzgl. etwa 30 pmol
reaktiver Cysteinseitenketten) unter zu Hilfenahme von Ultraschall zwei Stunden gel6st.
AnschlieRend wurde zur oxidativen Zyklisierung die Losung durch starkes Rihren und unter
Verwendung einer Gasfritte fir 48 Stunden mit Luftsauerstoff durchsetzt. Mit Hilfe einer
Ultrafiltration (cut off 1000 D) wurde die Lésung entsalzt und eingeengt und daraufhin
gefriergetrocknet.

Das Rohprodukt wurde in einem ersten Aufreinigungsschritt mittels HPLC an einer
praparativen RP-Cyg-Sdule aufgereinigt (Eluent A/Eluent B 90/10 — 90/10 (1 CV) — 60/40
(6 CV) — 0/100 (0.5 CV) — 0/100 (1 CV) — 90/10 (1 CV), R; = 33.5 min bei 38.6 % B,
Flussrate 17 mL/min). In einem zweiten Aufreinigungsschritt wurde das bereits vorgereinigte
Produkt durch HPLC an einer semipréparativen RP-C;g analogen Sé&ule aufgereinigt
(Eluent A/Eluent B 90/10 — 90/10 (1 CV) — 60/40 (6 CV) — 0/100 (1 CV) — 0/100 (1 CV)
— 90/10 (1 CV), R; = 19.5 min bei 33.6 % B, Flussrate 5 mL/min).

Ausbeute:
Nach der Aufreinigung wurden 6.0 mg (1.1 umol) des gewunschten Produktes 12 erhalten.
Dies entspricht einer Ausbeute von 3.4 % bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes.

Charakterisierung:

CoxgH3z67N77067S, MW =5319.71 g/mol

Die Identifizierung mittels MALDI-TOF-MS lieferte ein [M+H]"-Signal von m/z = 5320.90.
ESI-LC-MS lieferte ein Signal des flinffach geladenen unglycosylierten Cyclopeptides 12 bei
m/z = 1065.8. Zur NMR-spektroskopischen Charakterisierung s. Tabelle 23.
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AS NH (Hz) o o /B | B Y Y ) & andere Protonen

Cysi 4.742 | 3.099 | 3.179

Thr2 8.255(7.4) | 4.295 | 4.108 1.247

Arg3 | 8.571(7.3) | 4589 | 1.726 | 1.853 | 1.647 | 1.647 | 3.185 | 3.185 | £:7.230

Pro4 4.459 | 2.254 | 2.254 | 2.010 | 2.010 | 3.642 | 3.824

Asn5 | 8.510(8.1) | 4.683 | 2.771 | 2.840 6.873 | 7.575

Asn6 | 8.176 (7.4) | 4.686 | 2.786 | 2.869 6.873 | 7.575

Asn7 | 8.168 (8.0) | 4.701 | 2.810 | 2.889 6.873 | 7.575

Thr8 8.071 (7.5) | 4.295 1.198

Arg9 | 8.323(6.9) | 4.255 | 1.784 | 1.839 | 1.592 | 1.664 | 3.182 | 3.182 | ¢:7.216

Lys10 | 8.315(7.2) | 4.266 | 1.765 | 1.837 | 1.383 | 1.383 | 1.655 | 1.655

Serll | 8.254(7.3) | 4.463 | 3.808 | 3.808

llel2 8.013 (7.8) | 4.107 | 1.798 1.113 | 1.318 | 0.832 y”: 0.832

His13 | 8.596 (7.4) | 4.724 | 3.117 | 3.191 7.104 €. 8.555

llel4 | 8.263(7.8) | 4.218 | 1.832 1.148 | 1.382 | 0.904 y’: 0.904

Glyl5 | 8.290(6.9) | 4.099 | 4.099

Prol6 4.459 | 2.254 | 2.254 | 2.010 | 2.010 | 3.642 | 3.824

Glyl7 | 8.478(5.8) | 3.938 | 3.938

Argl8 | 8.083(6.9) | 4.248 | 1.682 | 1.781 | 1.544 | 1.544 | 3.124 | 3.124 | ¢:7.182

Alal9 | 8.200 (7.3) | 4.227 | 1.232

Phe20 | 8.033 (7.4) | 4.550 | 2.957 | 3.004 7.103 €:7.293; (. 7.238

Tyr21 | 8.012(8.0) | 4.630 | 2.883 | 3.027 7.069 €:6.771

Thr22 | 7.994 (6.9) | 4.393 | 4.227 1.184

Thr23 | 8.127 (7.3) | 4.281 1.233

Gly24 | 8.414 (6.6) | 3.914 | 3.983

Glu25 | 8.041 (7.2) | 4.320 | 1.985 | 2.044 | 2.396 | 2.396

lle26 8.241 (7.7) | 4.126 | 1.841 1.157 | 1.476 | 0.846 v”: 0.846

lle27 8.214 (7.0) | 4.218 | 1.799 1.182 | 1.472 | 0.881 y"”. 0.881

Gly28 | 8.375(6.0) | 3.925 | 3.925

Asp29 | 8.213 (7.5) | 4.686 | 2.790 | 2.869

le30 | 8.098(6.9) | 4.119 | 1.914 1.215 | 1.465 | 0.900 y’: 0.900

Arg31 | 8.336 (6.8) | 4.265 | 1.764 | 1.825 | 1.588 | 1.658 | 3.177 | 3.177 | & 7.321

GIn32 | 8.175(7.1) | 4.237 | 1.940 | 2.091 | 2.347 | 2.347 €:6.903; ¢ 7.581

Ala33 | 8.211(7.5) | 4.217 | 1.299

His34 | 8.464 (7.8) | 4.705 | 3.186 | 3.279 7.158 £:.8.612

Cys35 | 8547 (7.1) | 4.724 | 3.074 | 3.171

Asn36 | 8.541 (7.3) | 4.683 | 2.761 | 2.842 6.873 | 7.575

l1e37 7.958 (8.0) | 4.178 | 1.915 1.199 | 1.463 | 0.912 y".0.912

Ser38 | 8.323(6.9) | 4.454 | 3.817 | 3.817

Arg39 | 8.424 (6.0) | 4.256 | 1.698 | 1.845 | 1.588 | 1.588 | 3.123 | 3.123 | ¢: 7.173

Ala40 | 8.183 1.327

Lys4l | 8.209(7.7) | 4.217 | 1.698 | 1.747 1.632 | 1.632 | ¢fg’: 2.947

Trp42 | 8.085(7.9) | 4599 | 3.259 | 3.259 7.180 € 7.469: C: 7.134:
n: 7.210; ¢': 7.596

Asn43 | 8.023 (7.6) | 4.545 | 2.580 | 2.580 6.873 | 7.575

Asp44 | 8.115(7.5) | 4.570 | 2.756 | 2.825

Thr45 | 8.029 (6.9) | 4.258 1.184

Leud6 | 8.042(7.4) | 4.315 | 1.579 | 1.652 | 1.579 0.847 | 0.911

Lys47 | 8.181(8.4) | 4.236 | 1.749 | 1.830 | 1.396 | 1.452 | 1.663 | 1.663 | ¢/¢”: 2.973;
CONH,:7.062/7.454

Tabelle 23: *H-NMR-chemische Verschiebungen und 3J(NH,H(,L)-Kopplungskonstanten des Peptides 12.
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7.3.6 Synthese des nicht glycosylierten zyklisierten V3-Peptides 13

ESVEINCTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYTTGEIIGDIRQAHCNISRAKWNDTLK

Entsprechend einer AnsatzgrofRe von 100 umol erfolgte die Kupplung der ersten 47 Amino-
séduren mit Hilfe der automatisierten Festphasensynthese, wie es unter 7.3.5 beschrieben ist,
woraufhin eine Belegung von 51 umol (51 %) am Harz vorlagen.

Nachdem etwa 1/3 des Ansatzes von 51 pmol (17 umol) wie unter 7.3.5 aufgefuhrt
abgenommen und vom Harz abgespalten wurde, wurde der restliche Ansatz von 34 umol um
weitere sechs Aminosduren verlangert. Diese wurden mit Hilfe des Peptidsynthesizers unter
TBTU Aktivierung mittels Dreifachkupplung zu jeweils 120 Minuten angeknipft. Die nach-
folgende Abspaltung der endstandigen Fmoc-Schutzgruppe ergab eine Kupplungsausbeute
von 23 umol (68 %).

Das Peptid wurde unter Ausschluss von Sauerstoff vom Harz abgespalten. Entsprechend der
allgemeinen Zyklisierungsvorschrift wurde das vollstandig entschiitzte, zu zyklisierende
Rohprodukt unter Stickstoff in 3.0 L 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonatlésung (1 pmol
Peptid pro 50 mL Losung bzgl. etwa 60 pmol reaktiver Cysteinseitenketten) mittels
Ultraschall eine Stunde geldst. AnschlieBend wurde zur oxidativen Zyklisierung die Lésung
durch starkes Rihren und unter Verwendung einer Gasfritte fir 48 Stunden mit
Luftsauerstoff durchsetzt. Mit Hilfe einer Ultrafiltration (cut off 3000 D) wurde die Ldsung
entsalzt und eingeengt und daraufhin gefriergetrocknet.

Das Rohprodukt wurde in einem ersten Aufreinigungsschritt mittels HPLC an einer
praparativen RP-Cyg-Sdule aufgereinigt (Eluent A/Eluent B 90/10 — 90/10 (1 CV) — 57/43
(6 CV) — 0/100 (0.5 CV) — 0/100 (2 CV) — 90/10 (1 CV), R = 30.4 min bei 34.6 % B,
Flussrate 16 mL/min). In einem zweiten Aufreinigungsschritt wurde das bereits vorgereinigte
Produkt durch HPLC an einer semipréparativen RP-C;g analogen Sé&ule aufgereinigt
(Eluent A/Eluent B 90/10 — 90/10 (1 CV) — 65/35 (6 CV) — 0/100 (0.5 CV) — 0/100
(1 CV) - 90/10 (1 CV), Ry = 24.5 min bei 34.4 % B, Flussrate 5 mL/min).

Ausbeute:
Nach der Aufreinigung wurden 8.4 mg (1.4 umol) des gewunschten Produktes 13 erhalten.
Dies entspricht einer Ausbeute von 2.1 % bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes.

Charakterisierung:

Cos6H412NgsO70S, MW =5991.02 g/mol

Die Identifizierung mittels MALDI-TOF-MS lieferte ein [M+H]"-Signal von m/z = 5992.31.
ESI-LC-MS lieferte ein Signal des flinffach geladenen unglycosylierten Cyclopeptides 13 bei
m/z = 1200.0. Zur NMR-spektroskopischen Charakterisierung s. Tabelle 24.
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AS NH (Hz) o o /B | P Y Y ) & andere Protonen

Glul 4.278 | 1.940 | 2.080 | 2.330 | 2.330

Ser2 8.262 (8.1) | 4.461 | 3.806 | 3.806

Val3 8.297 (8.5) | 4.166 | 2.046 0.902 | 0.902

Glu4 | 8.419(6.9) | 4.423 | 1.931 | 2.029 | 2.371 | 2.371

lle5 8.117 (8.6) | 4.111 | 1.846 1.218 0.890 v”: 0.890

Asn6 | 8.494 (7.6) | 4.798 | 2.743 | 2.835 6.906 | 7.576

Cys7 | 8.507(8.3) | 4.678 | 3.166 | 3.268

Thr8 8.220 (8.0) | 4.218 | 4.218 1.236

Arg9 |8.251(7.1) | 4.320 | 1.730 | 1.841 | 1.653 | 1.653 | 3.135 | 3.135 | ¢:7.151

Prol0 4.417 | 2.251 | 2.251 | 1.920 | 1.982 | 3.608 | 3.802

Asnll | 8.547 (7.9) | 4.710 | 2.757 | 2.840 6.906 | 7.576

Asnl2 | 8.159 (7.0) | 4.668 | 2.738 | 2.815 6.906 | 7.576

Asnl3 | 8.159(7.9) | 4.668 | 2.738 | 2.815 6.906 | 7.576

Thrl4 | 8.103 (7.7) | 4.268 | 4.268 1.213

Argl5 | 8.303 (6.6) | 4.266 | 1.709 | 1.829 | 1.606 | 1.606 | 3.163 | 3.163 | ¢: 7.187

Lys16 | 8.297 (7.2) | 4.390 | 1.679 | 1.796 1.547 | 1.547

Serl7 |8.243(7.2) | 4.464 | 3.800 | 3.800

llel8 8.103 (7.0) | 4.118 | 1.844 1.326 | 0.886 v”: 0.886

His19 | 8.567 (8.0) | 4.730 | 3.107 | 3.201 7.227 €: 8.555

le20 | 8.230(8.3) | 4.216 | 1.834 1.176 | 1.359 | 0.883 y": 0.883

Gly21 | 8.263 (6.0) | 4.087 | 4.087

Pro22 4.434 | 2.233 | 2.233 | 1.945 | 2.003 | 3.608 | 3.802

Gly23 | 8.470(5.6) | 3.935 | 3.935

Arg24 | 8.072(7.2) | 4.249 | 1.679 | 1.779 | 1.545 | 1.545 | 3.128 | 3.128 | &: 7.105

Ala25 | 8.181(7.9) | 4.237 | 1.225

Phe26 | 8.022 (7.5) | 4.558 | 2.940 | 3.004 7.102 €. 7.270: £ 7.241

Tyr27 | 8.012 (8.4) | 4.627 | 2.883 | 3.031 7.045 £.6.773

Thr28 | 8.024 (7.0) | 4.395 | 4.197 1171

Thr29 | 8.113(7.9) | 4.289 | 4.289 1.220

Gly30 | 8.396 (6.7) | 3.923 | 3.995

Glu3l | 8.074 (7.0) | 4.322 | 1.969 | 2.041 | 2.371 | 2.371

lle32 8.210(7.7) | 4.133 | 1.833 1.155 | 1.457 | 0.843 v”: 0.843

l1e33 8.192 (6.4) | 4.116 | 1.811 1.144 | 1.425 | 0.876 v”: 0.876

Gly34 | 8.354 (6.0) | 3.935 | 3.935

Asp35 | 8.197 (8.0) | 4.673 | 2.749 | 2.837

lle36 8.086 (7.0) | 4.129 | 1.881 1.199 0.883 y”: 0.883

Arg37 | 8.326 (6.5) | 4.256 | 1.772 | 1.835 | 1.597 | 1.640 | 3.177 | 3.177 | £:7.265

GIn38 | 8.193 (7.1) | 4.302 | 1.930 | 2.092 | 2.332 | 2.332 €:6.899; ¢": 7.539

Ala39 | 8.217 (7.4) | 4.220 | 1.353

His40 | 8.422(7.6) | 4.656 | 3.191 | 3.275 7.201 €: 8.568

Cys41 | 8.540 (7.6) | 4.713 | 3.073 | 3.173

Asn42 | 8.570(7.0) | 4.728 | 2.757 | 2.832 6.906 | 7.576

lle43 7.947 (8.5) | 4.183 | 1.899 1.201 0.903 y”: 0.903

Ser44 | 8.314 (6.6) | 4.415 | 3.864 | 3.864

Arg45 | 8.349 (6.9) | 4.255 | 1.696 | 1.835 | 1.584 | 1.584 | 3.118 | 3.118 | &: 7.119

Ala46 | 8.158 (8.6) | 4.215 | 1.276

Lys47 | 8.151(8.0) | 4.315 | 1.676 | 1.738 1.633 | 1.633 | ¢/¢’: 2.946

Trp48 | 8.037 (8.3) | 4.668 | 3.256 | 3.260 7.202 €1 7.467: C: 7.124:
n: 7.207; ¢ 7.591

Asn49 | 8.069 (8.5) | 4.560 | 2.606 | 2.606 6.906 | 7.576

Asp50 | 8.139 (8.4) | 4.579 | 2.721 | 2.783

Thr51 | 8.050 (6.9) | 4.246 1.184

Leu52 | 8.047(7.1) | 4.312 | 1.579 | 1.648 | 1.579 0.833 | 0.898

Lys53 | 8.127 (7.0) | 4.245 | 1.740 | 1.829 | 1.389 | 1.434 | 1.657 | 1.657 | ¢/¢’: 2.969;
CONH,:7.066/7.454

Tabelle 24: *H-NMR-chemische Verschiebungen und 3J(NH,H(,L)-Kopplungskonstanten des Peptides 13.
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7.3.7 Synthese des diglycosylierten zyklisierten V3-Peptides 14
ESVEINCTRPNN(B-D-GIcNAc-(1-4)-B-D-GIcNAC)NTRKSIHIGPGRAF
YTTGEIIGDIRQAHCNISRAKWN(B-D-GIcNAc-(1-4)-B-D-GIcNAc)DTLK
Entsprechend einer AnsatzgrofRe von 87 umol erfolgte die Kupplung der ersten vier Amino-
sduren mit Hilfe der automatisierten Festphasensynthese. Als Aktivator diente TBTU. Es
wurden Dreifachkupplungen von jeweils 120 Minuten durchgefiihrt. Die Abspaltung der
endstandigen Fmoc-Schutzgruppe ergab eine Kupplungsausbeute von 87 umol (100 %).

Fur den Einbau des Glycosylbausteins 6 in die Peptidkette wurden in manuell durchgefiihrten
Zweifachkupplungen mit einer Kupplungszeit von jeweils 24 Stunden je 1.0 eq (84.5 mg;
87 umol) von 6, 1.5 eq (42.1 mg; 131 umol) TBTU und 1.5 eq (22 pL; 131 umol) DIPEA
eingesetzt. Die anschlieBende Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe ergab mit
72 umol eine Glycosylierungsausbeute von 83 %.

Mit Hilfe des Peptidsynthesizers wurden dann (entsprechend 72 pumol) die folgenden sieben
Aminosauren unter TBTU Aktivierung mittels Dreifachkupplung zu jeweils 120 Minuten
angeknupft. Die Abspaltung der endstandigen Fmoc-Schutzgruppe ergab eine Kupplungs-
ausbeute von 72 umol (100 %).

Wiederum mittels Peptidsynthesizer wurden daraufhin (entsprechend 72 umol) weitere
29 Aminosauren unter TBTU Aktivierung mittels Dreifachkupplung zu jeweils 90 Minuten
angeknupft. Die Abspaltung der endstandigen Fmoc-Schutzgruppe ergab eine Kupplungs-
ausbeute von 33 umol (46 %).

Fur den Einbau des zweiten Glycosylbausteins in die Peptidkette wurden in manuell durch-
geflihrten Dreifachkupplungen mit einer Kupplungszeit von jeweils 24 Stunden je 1.5 eq
(48.5 mg; 50 umol) von 6, 2.2 eq (23.2 mg; 73 umol) TBTU und 2.2 eq (13 pL; 73 umol)
DIPEA eingesetzt. Die Abspaltung der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe ergab mit 28 umol
eine Glycosylierungsausbeute von 85 %.

Die Anknipfung der restlichen 11 Aminoséauren erfolgte (entsprechend 28 umol) manuell
jeweils mittels Dreifachkupplung zu je drei Stunden. Es wurden dabei 4.0 eq (112 umol) der
entsprechenden Aminosaure, 5.0 eq (140 umol) TBTU und 5.0 eq (140 umol) DIPEA
eingesetzt. Die Abspaltung der endstdndigen Fmoc-Schutzgruppe ergab eine Kupplungs-
ausbeute von 28 umol (100 %).

Das an der Festphase befindliche Glycopeptid wurde mit Hydrazinhydrat/abs. Methanol 1:5
deacetyliert und unter Ausschluss von Sauerstoff vom Harz abgespalten. Entsprechend der
allgemeinen Zyklisierungsvorschrift wurde das vollstandig entschiitzte, zu zyklisierende
Rohprodukt unter Stickstoff in 3.6 L 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonatlésung (1 pmol
Peptid pro 50 mL Losung bzgl. etwa 72 pmol reaktiver Cysteinseitenketten) mittels
Ultraschall eine Stunde geldst. AnschlieBend wurde zur oxidativen Zyklisierung die Lésung
durch starkes Rihren und unter Verwendung einer Glasfritte fir 67 Stunden mit
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Luftsauerstoff durchsetzt. Mit Hilfe einer Ultrafiltration (cut off 3000 D) wurde die Losung
entsalzt und eingeengt und daraufhin gefriergetrocknet.

Das Rohprodukt wurde in einem ersten Aufreinigungsschritt mittels HPLC an einer
praparativen RP-Cyg-Sdule aufgereinigt (Eluent A/Eluent B 90/10 — 90/10 (1 CV) — 60/40
(5 CV) — 0/100 (0.5 CV) — 0/100 (1 CV) — 90/10 (1 CV), Rt = 23.5 min bei 36.8 % B,
Flussrate 20 mL/min). In einem zweiten Aufreinigungsschritt wurde das bereits vorgereinigte
Produkt Uber eine Superdex Peptide HR 10/30 S&ule isokratisch mittels Wasser + 20 %
Acetonitril + 0.1 % TFA eluiert (Flussrate 0.5 mL/min, R; = 25 min). Abschliefend wurde
durch HPLC an einer semipréparativen RP-Cig analogen S&ule aufgereinigt (Eluent A/
Eluent B 90/10 — 90/10 (1 CV) — 82.5/17.5 (0.2 CV) — 70/30 (6 CV) — 0/100 (0.5 CV)
— 0/100 (1 CV) — 90/10 (1 CV), Rt = 25.5 min bei 28.6 % B, Flussrate 5 mL/min).

Ausbeute:
Nach der Aufreinigung wurden 4.6 mg (0.7 umol) des gewunschten Produktes 14 erhalten.
Dies entspricht einer Ausbeute von 0.8 % bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes.

Charakterisierung:

Cas8H464Ngs0geS, MW = 6803.34 g/mol

Die ldentifizierung mittels MALDI-TOF-MS lieferte ein [M+H]"-Signal des zyklisierten
Glycopeptides 14 von m/z = 6804.51. Zur NMR-spektroskopischen Charakterisierung
s. Tabelle 25 und Tabelle 26.

an Asnl12 | NH1 (Hz) | NH2 (Hz) 1 2 3 4 5 6a/6b | Ac
GIcNACc 8.603 8.179 5.021 | 3.832 | 3.740 | 3.624 | 3.538 | 3.786/ | 2.009
(8.9) (9.1) 3.567
GlcNAc’ 8.353 4566 | 3.739 | 3.559 | 3.470 | 3.486 | 3.878/ | 2.063
(9.6) 3.706
an Asn49 | NH1 (Hz) | NH2 (Hz) 1 2 3 4 5 6a/6b | Ac
GIcNAc 8.506 8.157 4.979 | 3.809 | 3.729 | 3.625 | 3.505 | 3.802/ | 1.996
(9.0) (9.0) 3.580
GIcNAc’ 8.353 4566 | 3.739 | 3.559 | 3.470 | 3.486 | 3.878/ | 2.063
(9.6) 3.706

Tabelle 25: *H-NMR-chemische Verschiebungen und SJ(NH,HQ)—Kopplungskonstanten der Zuckerprotonen
des Glycopeptids 14.
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AS NH (Hz) o o /B | P Y Y ) & andere Protonen

Glul 4.279 | 1.927 | 2.061 | 2.323 | 2.323

Ser2 8.277 (7.6) | 4.455 | 3.809 | 3.809

Val3 8.310(7.6) | 4.166 | 2.041 0.905 | 0.905

Glu4 | 8.420(7.2) | 4.428 | 1.942 | 2.051 | 2.419 | 2.419

lle5 8.134 (7.9) | 4.294 | 1.856 1.221 | 1.462 | 0.886 v”: 0.886

Asn6 | 8.518 (7.0) | 4.713 | 2.728 | 2.822 6.903 | 7.581

Cys7 | 8.503(7.8) | 4.673 | 3.164 | 3.270

Thr8 8.235(8.4) | 4.211 | 4.211 1.239

Arg9 | 8.262(7.4) | 4.319 | 1.729 | 1.838 | 1.658 | 1.658 | 3.123 | 3.123 | ¢: 7.150

Prol0 4.421 | 2.252 | 2.252 | 1.934 | 1.995 | 3.609 | 3.790

Asnll | 8.504 (8.4) | 4.669 | 2.756 | 2.842 6.903 | 7.581

Asnl2 | 8.238 (7.9) | 4.665 | 2.793 | 2.876 8.603

Asnl3 | 8.240(8.2) | 4.695 | 2.796 | 2.879 6.903 | 7.581

Thrl4 | 8.088 (7.4) | 4.256 | 4.182 1.187

Argl5 | 8.320(6.5) | 4.266 | 1.780 | 1.842 | 1.598 | 1.659 | 3.169 | 3.169 | ¢: 7.183

Lys16 | 8.309(7.0) | 4.382 | 1.745 | 1.827 | 1.383 | 1.383 | 1.658 | 1.658

Serl7 | 8.250(7.6) | 4.468 | 3.804 | 3.804

llel8 8.088 (7.8) | 4.112 | 1.798 1.336 | 0.832 v”: 0.832

His19 | 8.587 (8.4) | 4.723 | 3.109 | 3.195 7.222 €: 8.557

lle20 8.232(7.9) | 4.210 | 1.812 1.157 | 1.429 | 0.891 y": 0.891

Gly21 | 8.271(6.9) | 4.083 | 4.083

Pro22 4.438 | 2.234 | 2.234 | 1.934 | 1.995 | 3.609 | 3.790

Gly23 | 8.470(6.1) | 3.935 | 3.935

Arg24 | 8.107 (7.9) | 4.259 | 1.680 | 1.778 | 1.549 | 1.549 | 3.130 | 3.130 | &: 7.106

Ala25 | 8.188(6.7) | 4.239 | 1.225

Phe26 | 8.050 (7.5) | 4.523 | 2.945 | 3.002 7.095 €. 71.277;C: 7.241

Tyr27 | 8.012(8.9) | 4.627 | 2.883 | 3.028 7.044 £.6.780

Thr28 | 8.013 (7.7) | 4.391 | 4.214 1.170

Thr29 | 8.112(8.8) | 4.283 | 4.283 1.221

Gly30 | 8.398 (6.7) | 3.919 | 3.968

Glu3l | 8.074 (6.1) | 4.324 | 1.974 | 2.043 | 2.391 | 2.391

lle32 8.229 (7.9) | 4.130 | 1.837 1.170 | 1.459 | 0.843 v”: 0.843

l1e33 8.204 (7.2) | 4.119 | 1.796 1.162 | 1.461 | 0.875 v”: 0.875

Gly34 | 8.377(6.2) | 3.929 | 3.929

Asp35 | 8.198 (7.0) | 4.683 | 2.784 | 2.861

lle36 8.071(7.9) | 4.126 | 1.887 1.204 | 1.450 | 0.887 y”: 0.887

Arg37 | 8.330(6.9) | 4.292 | 1.759 | 1.832 | 1.587 | 1.642 | 3.176 | 3.176 | ¢:7.263

GIn38 | 8.232 (7.6) | 4.284 | 1.949 | 2.078 | 2.342 | 2.342 €:6.868; & 7.579

Ala39 | 8.192 (7.8) | 4.225 | 1.289

His40 | 8.440(7.9) | 4.647 | 3.194 | 3.269 7.205 €:8.571

Cys41 | 8.549 (8.4) | 4.718 | 3.072 | 3.175

Asn42 | 8.567 (7.0) | 4.718 | 2.759 | 2.840 6.903 | 7.581

lle43 7.962 (8.2) | 4.178 | 1.899 1.189 | 1.453 | 0.905 y”: 0.905

Ser44 | 8.325(7.3) | 4.413 | 3.845 | 3.881

Arg45 | 8.372(6.9) | 4.262 | 1.691 | 1.832 | 1.578 | 1.578 | 3.120 | 3.120 | ¢: 7.123

Alad6 | 8.128 (7.7) | 4.219 | 1.294

Lys47 | 8.189(8.4) | 4.236 | 1.671 | 1.750 | 1.373 | 1.373 | 1.628 | 1.628 | ¢/¢’: 2.945

Trp48 | 7.964 (7.2) | 4592 | 3.252 | 3.252 7.165 €: 7.450: €: 7.120:
n: 7.193; ¢ 7.570

Asn49 | 8.123 (7.0) | 4.571 | 2.501 | 2.586 8.506

Asp50 | 8.073 (8.0) | 4.583 | 2.724 | 2.806

Thr51 | 8.054 (7.3) | 4.250 | 4.186 1.181

Leu52 | 8.087 (7.4) | 4.317 | 1.577 | 1.645 | 1.577 0.838 | 0.896

Lys53 | 8.164 (7.2) | 4.246 | 1.738 | 1.824 | 1.392 | 1.438 | 1.656 | 1.656 | ¢/¢”: 2.970;
CONH»:7.072/7.491

Tabelle 26: "H-NMR-chemische Verschiebungen und 3J(NH,H(,L)-Kopplungskonstanten des Glycopeptids 14.
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7.4 SPR-Experimente

7.4.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften zu SPR-Messungen

Die SPR-Bindungsstudien wurden an einem Biacore J Gerat der Firma BIACORE AB
durchgefiihrt. Es wurden Pioneer F1-Sensorchips mit carboxymethylierter Dextran-Matrix
der Firma BIACORE AB eingesetzt. Die Auswertung der Messdaten erfolgte mit den
Programmen BlAevaluation (Version 3.0.2) und BIACORE Control Software (Version 3.0).

Anzucht von Zellen

Die Zellkultur aus Osteosarkoma HI5- bzw. Parentalzellen wird zweimal pro Woche
abgeerntet, da in dieser Zeit das Kulturmedium verbraucht wird. Ein Teil dieser Zellen wird
dazu verwendet eine frische Zellkultur anzusetzen, der restliche Teil verbleibt zum Einfrieren
von Aliquots.

Dazu wird das Kulturmedium abgesaugt und die Zellen mit 10 mL PBS-Puffer gewaschen.
Nach Absaugen des Puffers werden die adhdrent wachsenden Zellen durch Inkubation fur
finf Minuten bei 37 °C im Brutschrank mit 4 mL Trypsinldsung von der Oberflache der
Kulturgefale abgeldst. Es wird mit 8 mL Kulturmedium (94 % RPMI 1640, 5 % FKS, 1 %
Penicillin/Streptomycin) verdinnt und fir finf Minuten zentrifugiert (1000 rpm). Der
Uberstand wird abpipettiert und das Pellet wird in 10 mL frischem Kulturmedium
resuspendiert. Davon werden 2 mL Zellsuspension entnommen, in einer neuen Kulturschale
mit 15 mL Kulturmedium ausgesét und bis zur néchsten Ernte bei 37 °C kultiviert. Von der
restlichen Zellsuspension wird durch Auszahlen in der Neubauer Z&hlkammer unter dem
Mikroskop die Zellzahl bestimmt, woraufhin die Zellsuspension zentrifugiert (5 min/1000
rom) und der Uberstand abpipettiert wird. Das Pellet wird dann in einer entsprechenden
Menge Einfriermedium (70 % RPMI 1640, 10 % DMSO, 20 % FKS) resuspendiert, so dass
eine Konzentration von 6-10° Zellen pro Milliliter erreicht wird. Es werden aus der
Zellsuspension Aliquots von je 1 mL erstellt und diese bei -80 °C eingefroren.

Aufgrund von Resistenzfaktoren gegen die verwendeten Antibiotika werden alle vier
Wochen die HI5-Zellen mit Puromycin und die Parentalzellen mit Neomycin selektiert. Dazu
wird das Antibiotikum Puromycin in einer Konzentration von 1 ug/mL Kulturmedium zu
einer gerade gesplitteten HI15-Zellkultur gegeben, bzw. 50 ng/mL Neomycin zu einer Kultur
von Parentalzellen.

Praparation der Zellen fur Biacore-Messungen

Die aufgetauten Zellen eines Aliquots werden bei Raumtemperatur abzentrifugiert (3 min/
1000 rpm), der Uberstand abpipettiert und zur Regeneration fiir funf Minuten mit 1 mL
Kulturmedium bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wird bei 10 °C abzentrifugiert,
dreimal mit 1 mL PBS-Puffer (150 mM, pH 7.4) gewaschen und in 1 mL entgastem PBS-
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Puffer aufgenommen. Die Anzahl vitaler Zellen wird an einer 10 uL Probe durch Zugabe von
10 puL Tryphanblau in einer Neubauer Zahlkammer unter dem Mikroskop ermittelt. Um
sinnvolle Ergebnisse zu erhalten, sollte die Anzahl vitaler Zellen mindestens 90 % der
Gesamtzellzahl betragen. Anschlieend wird durch Verdinnung mit entgastem PBS-Puffer
(150 mM, pH 7.4) eine Konzentrationsreihe von 36, 360, 900, 1800 und 3600 Zellen pro puL
erstellt.

Immobilisierung der F1-Sensorchips

Die Immobilisierung erfolgt bei 25 °C. Als Laufpuffer dient steril filtrierter und entgaster
PBS-Puffer (150 mM, pH 7.4).

Es werden Stammldsungen der zu immobilisierenden Verbindungen in einer Konzentration
von 50 ug/mL in Acetatpuffer (10 mM, pH 5.5) hergestellt. Da das Biacore J nur zwei der
vorhandenen vier Flusszellen des Sensorchips nutzen kann, dient Flusszelle 1 als Referenz-
zelle, die somit nur aktiviert und gecappt wird und Flusszelle 4 wird als Messzelle
verwendet. Die Aktivierung der Chipoberflache erfolgt mittels einer frisch hergestellten
Losung aus 0.05 M NHS und 0.2 M EDC 1:1 fir 10 Minuten bei einer Flussrate von
30 pL/min. Im Anschluss daran wird die zu vermessene V3-Verbindung an die aktivierte
Dextran-Matrix der Messzelle 4 gekuppelt, indem bei einer Flussrate von 30 pL/min Uber
einen Zeitraum von 10 bis 30 Minuten mittels oben erwahnter Stammlésungen immobilisiert
wird. Die Chipbelegung wird dabei tber die Kupplungszeit bzw. tber die Erh6hung der RU-
Werte kontrolliert. Verbliebene aktivierte Carboxymethylgruppen der Chipoberflache werden
dann bei einer Flussrate von 30 uL/min fir 10 Minuten mit 1 M Ethanolaminlésung (pH 8.5)

gecappt.

Durchfihrung der SPR-Messungen

Die SPR-Messungen erfolgen bei 25 °C. Als Laufpuffer dient steril filtrierter und entgaster
PBS-Puffer (150 mM, pH 7.4).

Es wird jeweils eine Konzentrationsreihe von 36, 360, 900, 1800 und 3600 HI5-
Osteosarkomazellen bzw. fir die Negativkontrolle entsprechend Parentalzellen pro uL in
PBS-Puffer vermessen. Die Messungen werden mit den niedrigsten Konzentrationen
begonnen, um die Fehler der Konzentrationsunterschiede zwischen dem reinen Puffer und
dem Analytenpuffer zu minimieren, um auf diese Weise die Bulkeffekte gering zu halten.
Die frisch suspendierten Zelllésungen werden bei einer Flussrate von 15 uL/min tber zehn
Minuten injiziert. Nach der Assoziationsphase folgt eine Dissoziationszeit von zwei Minuten
bei 15 pL/min. Die Regeneration der Chipoberflache erfolgt bei einer Flussrate von
15 uL/min mittels einminltigem Regenerationspulses mit 1.70 mM SDS-L6sung in PBS-
Puffer.
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7.4.2 SPR-Bindungsstudien

Fur die Untersuchung der spezifischen Interaktion zwischen V3-Verbindungen und dem HIV
CCR5-Korezeptor wurden HI5-Osteosarkomazellen verwendet, die an ihrer Oberflache
CCRS5 (iberexprimieren, wobei die Rezeptordichte pro Zelle bei 10*-10° liegt.”" Die V3-
Verbindungen wurden auf der Chipoberflaiche immobilisiert und als vortber flieRender
Bindungspartner wurden im Laufmittel suspendierte HI5-Zellen verwendet, bzw. fur die
Negativkontrolle Parentalzellen ohne den Rezeptor auf der Oberflache. Die Praparation der
Zellen, Immobilisierung der F1-Sensorchips mit den zu untersuchenden V3-Verbindungen
und die Durchfuhrung der SPR-Messungen anhand von Konzentrationsreihen erfolgte gemaf
den unter 7.4.1 beschriebenen allgemeinen Arbeitsvorschriften. Die Anzahl vitaler Zellen der
verwendeten Aliquots lag zwischen 90 % und 95 % bezogen auf die Gesamtzellzahl.
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8 Sicherheitshinweise

Substanzname Gefahrensymbole R-Satze S-Satze
Acetanhydrid C 10-20/22-34 26-36/37/39-45
Aceton F 11 9-16-23.2-33
Acetonitril F,T 11-23/24/25 16-27-45
a-Cyano-4-hydroxyzimtséure Xn 20/21/22-36/37/38 26-36
Ammoniumhydrogencarbonat | Xn 22
CDCl3 Xn 20/22-38-40-48 36/37
Chloroform Xn 22-38-40-48/20/22 | 36/37
Dichlormethan Xn 40 23.2-24/25-36/37
2,5-Dihydroxybenzoeséaure 24/25
Diisopropylethylamin F,C 11-22-34-52/53 16-26-36/37/39-45-

61

Dimethylsulfoxid Xi 36/38 26
Ethanol F 11 7-16
Ethanolamin Xn 20-36/37/38
HATU Xi 36/37/38 26-36
Hydrazin T, N 45-E23/24/25-34- 53-26-36/37/39-45-

43-50/53 60-61
Methanol F, T 11-23/24/25- 7-16-36/37-45

39/23/24/25
N,N-Dimethylformamid T 61-20/21-36 53-45
Natrium F,C 14/15-34 5.3-8-43.7-45
Natriumazid T+ N 28-32-50/53 28.1-45-60-61
Natriummethanolat CF 11-14-34-36/37/38 26-36
2-Propanol F, Xi 11-36-67 (2-)7-16-24/25-26
Piperidin F,T 11-23/24-34 16-26-27-45
Pyridin F, Xn 11-20/21/22 26-28.1
Schwefelsaure C 35 26-30-45
TBTU Xi 36/37/38 26-36
Toluol Xn 11-20-47 16-25-29-33
Trifluoressigséaure C 20-35-52/53 9-26-27-28.1-45-61
Triisopropylsilan Xi 10-36/37/38 26-36

Tabelle 27: Sicherheitshinweise.
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