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1. Einleitung

1.1. AIDS

Nach dem Auftreten erster Todesfalle 1981 diagnostizierte man eine neue Krankheit, die
durch das Humane Immunschwéche Virus (HIV) ausgelést und als erworbene
Immunschwéache (AIDS, aquired immune deficiency syndrome) bezeichnet wird. AIDS hat
heutzutage das AusmaR einer Pandemie mit weltweit 40 Millionen infizierten Menschen
erreicht. Funf Millionen Menschen haben sich im Jahre 2004 mit dem HI-Virus neu
angesteckt, wahrend drei Millionen Menschen an den Folgen von AIDS starben. Insgesamt
hat AIDS bis heute 25 Millionen Opfer gefordert. Wie Abbildung 1 zeigt sind das sudliche
Afrika und Sid-Ost-Asien am starksten betroffen. Der Anteil von HIV-Infizierten an der
Gesamtbevolkerung liegt in diesen Regionen oftmals im zweistelligen Prozentbereich. Da
HIV vorwiegend durch Sexualkontakt Ubertragen wird, sind bevorzugt relativ junge
Menschen betroffen. Dadurch wird deutlich, dass nicht nur die Gesundheit von Millionen
Menschen bedroht ist, sondern in manchen Regionen in wenigen Jahren auch die Gefahr

besteht, dass soziale und 6konomische Strukturen zusammenbrechen kénnten.t

Osteuropa /
Zentralasien

Nordamerika 1.4 Millionen

1.0 Milli Westeuropa

- nenan 610 000 Ostasien / Pazifik
1.1 Millionen
MNordafrika und Siid- und Sludostagien
Karibik Mittlerer Osten 7.1 Millionen
440 000 540 000

Lateinamerika

1.7 Millionen Zentral- /
s Sudafrika
25.4 Millionen Australien /
Neuseeland
35 000 |

Abbildung 1: Globale Schatzung der Ausbreitung von HIV Ende 2004.
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HIV wird hauptsachlich durch ungeschiitzte Sexualkontakte, durch gemeinsam benutzte
Injektionsnadeln bei Drogenabhangigen, durch kontaminierte Blutprodukte oder pra-, peri-
oder postnatal von der infizierten Mutter auf ihr Kind Gbertragen. Nach den erfolgreichen
"Safer Sex" Kampagnen der 90er Jahre in den Industriestaaten zeigen wachsende
Infektionszahlen in jlngster Zeit, dass wieder ein zunehmend risikobereites Sexualverhalten
zu beobachten ist.2 AIDS stellt aber weiterhin eine todliche Krankheit dar, gegen die es
keinen wirksamen Impfstoff gibt. Die Kombinationstherapie fur bereits Infizierte, bekannt
unter dem Namen HAART (highly active antiretroviral therapy), kann den Verlauf der
Krankheit hinauszégern, ist aber fur den breiten Einsatz in Entwicklungslandern aus
Kostengriinden derzeit nicht geeignet. Daher muss die Suche nach neuen Wirkstoffen und

Therapieansitzen fortgesetzt werden.*

1.1.1. Der Erreger: HIV

1983 publizierte die Forschungsgruppe um Luc Montagnier’ die Entdeckung des LAV
(lymphoadenopathy associated virus). Es wurde angenommen, dass LAV der Erreger von
AIDS ist. Der Zusammenhang zwischen LAV und AIDS wurde allerdings zu diesem
Zeitpunkt noch von anderen Forschungsgruppen bezweifelt. Eine dieser Forschungsgruppen
war die um Robert Gallo. Er publizierte 1984 das von ihm gefundenen HTLV-11I (Human
T-lymphotrophic Virus)* und wurde als Entdecker des AIDS-Erregers gefeiert. Erst 1986
wurde offiziell bestétigt, dass beide gefundene Viren identisch waren und der Streit wurde
beigelegt. Der Erreger bekam die Bezeichnung HIV (human immunodeficiency virus). HIV
wird den Lentiviren (lateinisch lentus: langsam) zugeordnet, d.h. es besitzt eine ungewdéhnlich
lange Inkubationszeit von mehreren Jahren.

Man unterscheidet drei verschiedene Virus-Stamme, das HIV-1, HIV-2 und SIV, wobei die
beiden ersteren den Menschen und der letztere Affen infizieren. Der Uberwiegende Teil der
humanen HIV-Infektionen ist auf das HIV-1 zurlickzufiihren, welches sich zu 40 % von dem
Genom des HIV-2 unterscheidet. Eine weitere Unterteilung des HIV-1 l&sst sich in die so
genannten M (major)-, O (outlier)-, und N (new)-Gruppen vornehmen, wovon die O- und
N-Gruppe nur in einigen Teilen Afrikas vorkommt, die M-Gruppe allerdings fir das
Auftreten von AIDS als Pandemie verantwortlich ist.>® Die M-Gruppe kann durch Vergleich
ihrer Genome in elf weitere Subtypen (A-K) unterteilt werden.® Dabei féllt das regional
vermehrte Auftreten einiger Subtypen auf. Wahrend man die Subtypen A, C, D und G

vorwiegend in Afrika findet, kommt der Subtyp B im wesentlichen in Amerika und Europa, E
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in Asien und F in Brasilien und Rumanien vor.”*® Weiterhin kommen noch so genannte CRFs
(circulating recombinant forms) vor, die Hybrid-Viren aus den oben genannten Subtypen
bezeichnen.'®

Das HI-Virus gehort zu der Familie der Retroviren und besitzt einzelstrangige RNA (SSRNA).
Durch die viruseigene Reverse Transkriptase kann das HIV seine ssSRNA in dsDNA
umschreiben, die dann durch die viruseigene Integrase in das Genom des Wirtes integriert
wird. Die virale Erbinformation wird dann zusammen mit jener der Wirtszelle repliziert und
exprimiert, welches zur Bildung von neuen Viren fiihrt. Abbildung 2 zeigt schematisch den

Aufbau des Viruspartikels (Virions).

HLA Class ll, DR

HLA Class I\
Reverse / gp 120

Transkriptase

gp 41

p17-Matrix

Lipid-
doppelschicht

p6
p24-Capsid

p7-Nucleocapsid

Abbildung 2: Schematische Darstellung des HIV. Durchmesser ~ 100 nm. *

Die duBere Hulle des Virions besteht aus einer Lipiddoppelschichtmembran, die von der
Wirtszelle stammt und daher diverse wirtseigene Strukturen wie MHC-Proteine,
Zelladhasionsproteine und Glycolipide enth&lt (HLAS). AuBerdem enthalt sie etwa 72
Trimere des integralen Proteins GP41."® An jedes GP41 ist ein peripheres GP120 nicht
kovalent gebunden.!® Das GP120 ist ein Glycoprotein mit einer Molmasse von 120 kDa.
Vorlauferprotein fur die Glycoproteine GP41 und GP120 ist das GP160, welches bei der

Virusreifung durch eine viruseigene Protease gespalten wird.?
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Im Inneren des Virions befindet sich eine Proteinhille aus ca. 2000 Matrixproteinen P17,
welche das Capsid, aufgebaut aus ca. 2000 Kopien des P24-Capsid-Proteins, umschlief3t.
Darin enthalten sind zwei Kopien des RNA-Genoms (ssRNA) stabilisiert durch einen
Ribonukleoprotein-Komplex aus ca. 2000 Kopien des P7 Nucleocapsid-Proteins und mehrere
Molekiile Reverse Transkriptase, Integrase und Protease.**

Die Mutationsrate des HIV ist besonders hoch (ca. 65 mal hoher als beim Influenza-Virus),
was auf die hohe Fehlerrate der Reversen Transkriptase des HIV zuriickzufiihren ist.** Die
Huillproteine GP41 und GP120 verdndern sich daher standig, so dass Antigendiversitat
vorliegt. Durch die Antigendiversitat der HIV-Stamme wird die Entwicklung eines

Impfstoffes gegen AIDS erheblich erschwert.*®

1.1.2. HIV-Lebenszyklus

Virion

gp41/gpl120-Trimere

Reverse +
¥, Transkriptase CD4’-Zelle
iy

3 \5‘5\5\ . : DNA-Kopie der
| Co-Rezeptor Frotease ‘(\ HIV-RNA

CCRS5 oder . .

CXCR4 HIV-RNA

Abbildung 3: Schematische Darstellung des HIV-Infektionszyklus. %

Ist das Virus in die Blutbahn gelangt, so findet eine Infektion der Wirtszelle durch
Wechselwirkung der viralen Hullproteine mit den Rezeptoren der Wirtszelle statt, die
detailliert in Kapitel 1.2.1 erortert werden. Das fihrt zur Fusion der Membranen von Virus
und Wirtszelle und damit zur Insertion des Capsids (Abbildung 3 A, B, C). Nun wird mit
Hilfe der Reversen Transkriptase die virale sSSRNA zur dsDNA umgeschrieben (D) und durch
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die Integrase, die bei der Fusion ebenfalls in das Cytoplasma gelangt ist, in das Wirtsgenom
an eine unspezifische Stelle integriert (Provirus, E) und dort schlieBlich exprimiert (F)."* Mit
Hilfe der wirtszelleigenen Proteinsynthesemaschinerie erfolgt nun Transkription zu mRNA
und Translation in neue virale Proteine. Diese Proteine sind Vorl&uferproteine, die durch die
viruseigene Protease zu funktionellen Proteinen gespalten werden (G). Im Anschluss lagern
sich die Virusproteine mit neuer viraler RNA zusammen (assembly), und knospen als reife
Virionen von ihrer Wirtszelle ab (H). Dabei umhllen sie sich mit der Lipiddoppelschicht der
Wirtszelle, in die die viralen Hullproteine schon integriert sind. Sowohl Zellproteine (HLAS),
die auf der Virusoberflache prasentiert werden, als auch die intensive Glycosylierung der
GP120 Molekile durch das zelleigene Glycosylierungssystem erschweren die Erkennung
durch das Immunsystem des infizierten Menschen.?

Das HIV-Genom kann als Alternative zur Produktion neuer Viren auch in eine Ruhephase
fallen. Das Virus kann dadurch mehrere Jahre ohne Replikation Gberdauern und ist in dieser
Zeit weder vom Immunsystem noch von Chemotherapeutika zu erreichen.

Die Wirtszelle wird bei der Replikation des HIV auf mehrere Arten geschédigt. Die Membran
der Wirtszelle wird durch den Einbau viraler Glycoproteine und durch die Knospung von
Viruspartikeln permeabel, welches schlielich zur osmotischen Lyse der Zelle fiihrt. Durch
die Préasentation der viralen Glycoproteine kdénnen an die Wirtszelle viele weitere
CDA4-Rezeptor tragende Zellen zu riesigen vielkernigen Zellhaufen gebunden werden.
Aulerdem kann l6sliches GP120 an CDA4-Rezeptoren binden und zum Auslésen der
Komplementkaskade und damit zu ihrer Zerstérung fuhren. Weiterhin wird die eigentliche
Funktion der T-Helferzellen beeintrachtigt, indem durch GP120 blockierte CD4-Rezeptoren
nicht mehr mit Peptid-MHC-KIlasse-11-Komplexen wechselwirken konnen. Durch all diese
Vorgénge wird die Zahl der funktionstuchtigen T-Helferzellen im Organismus stark reduziert
und das Immunsystem immens geschwacht.'® Die Halbwertszeit bis zur Zerstérung von mit
HIV infizierten CD4*-Zellen liegt bei weniger als zwei Tagen.”?® Das Immunsystem ist
somit besonders empféanglich fir Erreger wie Pilze oder Viren. Die an AIDS erkrankten
Individuen sterben folglich nicht direkt an der Infektion durch HIV, sondern an den Folgen

der Immunschwache.
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1.1.3. Krankheitsverlauf

Wahrend der ersten zwei bis sechs Wochen nach der Infektion steigt der Virustiter stark an
(Abbildung 4). Infolgedessen nimmt die Zahl der CD4"-Zellen stark ab und es kann zu
grippeéhnlichen Symptomen kommen. In der anschlieBenden asymptomatischen Phase der
Infektion, die einen Zeitraum von mehreren Jahren andauern kann, sind du3ere Anzeichen, die
auf eine Infektion durch HIV hindeuten, nicht zu erkennen. Aber auch hier findet eine
stdndige Interaktion zwischen Infektion, Produktion von Viren und deren Bekampfung durch
das Immunsystem statt, was zu einer allmahlichen Verringerung der CD4"-Zellen fiihrt.
Unterschreitet die Anzahl der CD4"-Zellen den Wert von 500/uL, so spricht man von der
symptomatischen Phase mit opportunistischen Infektionen. Sinkt die Zahl der CD4"-Zellen
bei gleichzeitigem Anstieg der Viruslast weiter rapide ab (weniger als 200/uL), so spricht
man von AIDS.?®® Unbehandelt versterben innerhalb von 15 Jahren etwa zwei Drittel der

Patienten an den Folgen der HIV-Infektion.?’

Infektion | Serokonversion Tod

CD4-
T-Zellen

ul \
10004 \ 0D4* PBL

500 H
200 —
0 7/
2-6 Wochen durchschnittlich etwa 10 Jahre
grippeahnliche .
Erkrankung asymptomatische Phase symp;c;gggsche AIDS
(manchmal)

Abbildung 4: Zeitlicher Verlauf einer HIV-Infektion.”’

1.1.4. Die Bekdmpfung der HIV-Infektion

1986 wurde das erste antiretrovirale Medikament mit Wirksamkeit gegen HIV présentiert. Es
handelte sich dabei um das Nukleosidanalogon Zidovudin (AZT, 3"-Azido-2",3"-didesoxy-
thymidin), welches eine hemmende Wirkung auf die Reverse Transkriptase hat. Behandelt

man einen Patienten ausschlieRlich mit diesem Medikament, so entwickeln sich nach
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spatestens zwei Jahren medikamentenresistente HIV-Stdimme und es kann keine
Verbesserung der Uberlebensrate erzielt werden.?® In den folgenden Jahren wurden neue
Nukleosidanaloga entwickelt und die Wirkstoffgruppe der Protease-Inhibitoren entdeckt.
Aullerdem wurde Mitte der 90er Jahre die Monotherapie auf eine Kombinationstherapie
umgestellt, was zu einer deutlichen Verbesserung der medikamentdsen Behandlung fiihrte.?
Diese Kombinationstherapie aus drei oder mehr unterschiedlichen Medikamenten, auch
bekannt unter dem Namen Highly Active Antiretroviral Therapy (HAART), verlangert die
Lebenszeit der Erkrankten, eine Heilung erfolgt jedoch nicht. Unter HAART normalisiert sich
das Erscheinungsbild des Immunsystems. Die Zahl an CD4*-Lymphozyten erhéht sich, es
kommt zu einer Rickverteilung von Lymphozyten aus den Lymphknoten in den Blutstrom
und oftmals werden opportunistische Infektionen bewaltigt. Aber auch bei sehr effektiv
behandelten Patienten wird eine Kkontinuierliche Evolution der persistierenden
Viruspopulation beobachtet. Dadurch kann es zur Ausbildung von resistenten Virusstimmen
kommen.?*° So bringt die Therapie durch HAART eine Erhohung der Lebenserwartung,
allerdings muss man mit starken Nebenwirkungen der Virostatika rechnen. Zu den ca.
20 Medikamenten, die heutzutage fur HAART eingesetzt werden, z&hlen Reverse
Transkriptase-Inhibitoren, Protease-Inhibitoren und ein Entry-Inhibitor.3* Der Bereich der
HIV-Entry-Inhibitoren wird detailliert in Kapitel 1.2.5 erortert. Die Reverse Transkriptase-
Inhibitoren werden in nukleosidische (NRTI), nicht-nukleosidische (NNRTI) und
nukleotidische (NtRTI) eingeteilt. Die nukleosidischen Inhibitoren wirken als Terminatoren
der DNA-Polymerisation, da ihnen die 3’-OH Gruppe fehlt und sie die Bildung der
kettenverldngernden 3’-5’-Phosphodiesterbindung verhindern. Nicht-nukleosidische RT-
Inhibitoren unterbinden die DNA-Polymerisation allosterisch.**®* Da mit HAART die
Lebenserwartung zwar verlangert, die Krankheit aber nicht geheilt werden kann und um
Resistenzbildung zu umgehen, ist es sinnvoll, die Kombinationsbehandlung von HIV-
Infizierten um weitere Wirkstoffe zu erganzen. Prinzipiell ist dabei jeder Virusbestandteil, der
zur effektiven Replikation beitragt, ein therapeutischer Angriffspunkt.®

Da Vakzinierung am ehesten flachendeckend anwendbar ist, ist die Entwicklung eines
konventionellen, d.h. préventiven Impfstoffs gegen das HIV besonders fiir
Entwicklungslander reizvoll. Leider zeichnet sich auch nach knapp 20 Jahren Forschung auf
diesem Gebiet auf Grund der extremen Variabilitat des Erregers noch kein Erfolg ab.*** Die
im Februar 2003 veroffentlichten Ergebnisse einer weltweiten Studie zur Impfung gegen HIV
zeigten, dass der verwendete Impfstoff weitgehend unwirksam war.*® Es besteht in dieser

Richtung also noch ein enormer Forschungsbedarf.
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1.2. HIV-Entry

HIV infiziert ausschlieflich Zellen, die den CD4-Rezeptor und einen passenden Corezeptor
aus der Familie der Chemokinrezeptoren an ihrer auBeren Membran prasentieren.*° Zu
diesen Zellen z&hlen hauptsdachlich T-Helferzellen, aber auch einige Makrophagen und
Monocyten. Die T-Helferzellen sind wesentlich fir die zelluldre und indirekt auch fir die

humorale Immunantwort der Organismen auf Antigene verantwortlich.*#2

1.2.1. Membranfusion

Auf molekularer Ebene findet die Internalisierung des HIV in Immunzellen nach folgendem
Mechanismus statt. Das Glycoprotein GP120 des HIV-1 bindet mit einem diskontinuierlichen
Epitop mit Aminoséuren aus sechs konstanten und variablen Doméanen an den CD4-Rezeptor
auf der Wirtszelle.*® Daraus resultiert eine Anderung der Konformation des GP120, so dass es
zusétzlich den Corezeptor (z.B. CCR5 oder CXCR4) binden kann. Es wird angenommen, dass
diese Wechselwirkung zum groBten Teil mit der VV3-Region stattfindet.®’** Es entsteht ein
trimolekularer Komplex.*” Aufgrund dieser Bindungen kommt es zu einer Destabilisierung
des GP120-CD4-Komplexes mit der Konsequenz einer Konformationsanderung des GP41, so
dass ein hydrophobes "Fusionspeptid” prasentiert wird (Abbildung 5). Jedes der drei GP41
besitzt zwei helikale Bereiche (N-Helix und C-Helix). Drei N-Helices bilden eine Coiled-
Coil-Struktur, um die sich die drei C-Helices antiparallel gruppieren und ein Blindel bilden.
Dieser postulierte Ubergangszustand ,, Trimer-of-Hairpins* bringt die Membranen zusammen
und fihrt so zur Membranfusion. Durch die Membranfusion gelangen die Virusproteine und

RNA-Kopien in das Zellinnere und das Virus kann sich replizieren.*®*°
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Zell-Membran ) .
“Trimer-of-Hairpins”

GP120——> —_— > —Bb —» 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 5: Postulierter Mechanismus der Membranfusion.

1.2.2. Das Glycoprotein GP120

Das GP120 besitzt eine Masse von 120 kDa, von der etwa 50 % auf den Kohlenhydratanteil
entfallen (Abbildung 6). Das bedeutet, dass die Oberflache vom GP120 zum grof3en Teil mit
Kohlenhydratstrukturen bedeckt ist (24 bis 26 potentielle N-Typ Glycosylierungsstellen), die
aus der wirtseigenen Glycosylierungsmaschinerie stammen und dadurch fiir das menschliche
Immunsystem schwierig zu erkennen sind.”* Wie weiterhin aus der Abbildung zu sehen ist,
konnten innerhalb der Sequenz durch Sequenzvergleiche fiinf relativ konstante Regionen
(C1-C5) und funf hypervariable Bereiche (V1-V5) identifiziert werden. Die ersten vier
variablen Bereiche bilden exponierte Loops, wobei die dritte hypervariable Schleife
(V3-Loop) maRgeblich an der GP120-Corezeptor-Wechselwirkung beteiligt ist.>* In der
V3-Loop spielt besonders die kurze hochkonservierte Sequenz GPGRAF (HIV-1, Subtyp B)
eine bedeutende Rolle. Dieses Motiv wird als prinzipiell neutralisierende Doméne (PND)
bezeichnet, da gegen diesen Sequenzbereich Antikorper gebildet werden, die entsprechende
HIV-Stamme zu neutralisieren vermdégen.>*™* Die Infektion kann dadurch allerdings nicht
langfristig inhibiert werden.

1998 konnten Kwong et al. eine Rontgenstruktur eines Konstruktes von verkirztem GP120
(GP120-core) mit einem Fragment von CD4 und einem Fragment eines CD4-induzierten
Antikorpers cokristallisieren. Die Struktur der V3-Loop konnte dadurch allerdings nicht
aufgeklart werden, da dieser Bereich im verkirzten Konstrukt des GP120 fehlte. Es zeigte

sich aber, dass das Bindungsepitop des verkirzten GP120 zum CD4 in sechs Peptidabschnitte
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uberwiegend in den konstanten Regionen diskontinuierlich tUber die Sequenz des GP120

verteilt ist (in Abbildung 6 rot gekennzeichnet).*?
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Abbildung 6: Schematische Darstellung eines HIV-1 GP120 mit potentiellen Glycosylierungsstellen (blau
und orange). Die Peptidsequenzen des GP120-core, die in der Rontgenstrukturanalyse von Kwong et al.
direkten Kontakt zu CD4 haben, sind rot dargestellt.****

Durch Bindungsstudien von V3-Peptiden an CCR5>® bzw. CXCR4> konnte gezeigt werden,
dass die VV3-Region an der Bindung zum Corezeptor beteiligt ist. In der V3-Loop befindet
sich N-terminal eine N-Glycosylierung des komplexen Typs (Aminoséuresequenz NNT), die
nahezu den gleichen Raum beansprucht, wie die Loop selber. Untersuchungen zeigten, dass
die dortige Glycosylierung die Infektiositat des Virus und den Corezeptortropismus
beeinflusst.>” Durch SPR-Bindungsstudien mit synthetischen V3-Peptiden und Glycopeptiden
konnte festgestellt werden, dass die Glycopeptide gegeniiber den Peptiden gleicher Sequenz
eine erhdhte CCR5-Affinitét aufweisen.>

Wird die V3-Loop eines Virus, der CCR5 als Corezeptor nutzt, gegen die eines Virus, der
CCR4 als Corezeptor nutzt, ausgetauscht, so nutzt das resultierende Virus anschlieend CCR4
als Corezeptor. Die V3-Region bestimmt demnach, welcher Corezeptor genutzt werden

kann 58-60
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1.2.3. HIV-Corezeptoren

HIV benétigt zur Infektion der Wirtszelle neben CD4 einen Corezeptor aus der Familie der
Chemokinrezeptoren. Diese Corezeptoren gehoren zu den G-Protein-gekoppelten Rezeptoren
(GPCR’s).*! Sie besitzen als strukturelles Merkmal ein Sieben-Helix-Transmembran-Motiv
mit drei Loops (ECL 1-3) und einem aminoterminalen Ende auf der extrazellularen Seite.3"*°
Die natirliche Aufgabe der Chemokinrezeptoren liegt in der Erkennung von Chemokinen. Bei
CCR5 sind das die Chemokine CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1pB) und CCL5 (RANTES). Die
natlirliche Chemokin-Bindung fiihrt tber G-Proteine zur Stimulierung des Immunsystems und
macht sich durch Antikdrperproduktion bemerkbar.®*® Weiterhin werden Leukozyten zu
Entzindungsorten gefiihrt, indem die Chemokinrezeptoren Chemotaxis in Richtung der am
Ort der Entziindung ausgeschiitteten Chemokine bewirken (chemoattractant cytokines).®*®’

Die verschiedenen Stdimme des HIV kdnnen unterschiedliche Corezeptoren nutzen, wobei aus
der Vielzahl von Chemokinrezeptoren fur die HIV-Infektion in vivo vorwiegend die CCR5-
und CXCR4-Rezeptoren von Bedeutung sind, um in die jeweilige Zelle einzudringen,
wahrend in vitro auch andere Vertreter dieser Proteinklasse als Corezeptor dienen konnen.®®
In der asymptomatischen Phase der HIV-Infektion kommen vorwiegend so genannte R5-trope
Viren vor, die CCR5 als Corezeptor verwenden und deshalb Makrophagen befallen (M-trop).
Mit dem Ausbruch der Krankheit AIDS wechselt der vorherrschende Tropismus nach X4.
Dadurch wird CXCR4 als Corezeptor genutzt, so dass vermehrt T-Helferzellen angegriffen
werden (T-trop).®*™ AuBer den R5- und X4-tropen Stammen kommen wahrend der Infektion
auch dual-trope Stdmme (R5X4-trop) vor, die sowohl Makrophagen als auch T-Helferzellen
infizieren konnen.”t®® Der Tropismus lasst sich auf die unterschiedlich glycosylierten
V3-Regionen des GP120 wahrend des Krankheitsverlaufes zuriickfiihren.®’? Bei noch
intaktem Immunsystem in der Friuhphase der Infektion dominieren die R5-tropen
Virenstamme mit starker glycosylierten V3-Regionen. Die Glycosylierungen haben eine
maskierende Funktion (glycan shield), und die maskierten Peptidsequenzen konnen daher
vom Immunsystem schlecht erkannt werden. Sie sind jedoch weniger virulent als die
X4-tropen Stamme aus dem HIV-Endstadium. Die X4-tropen Stamme sind deutlich weniger
glycosyliert und konnen sich vermutlich erst bei einem stark vorgeschadigten Immunsystem

durchsetzen.”>"
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1.23.1. CCR5

Besonders in der asymptomatischen Phase der HIV-Infektion kommen im wesentlichen
M-trope HIV-Stdmme vor, die CCR5 als Corezeptor nutzen. Dass CCR5 eine entscheidende
Rolle bei der Infektion spielt, zeigte sich dadurch, dass man Individuen fand, die dem Virus
mehrfach ausgesetzt waren und trotzdem nicht infiziert wurden. Untersuchungen der
CCR5-Gene dieser Individuen ergaben, dass sie ein defektes CCR5-Allel besaRen. Die
haufigste gefundene Veranderung dieses Allels (10 % bei Europdern) bestand aus einer 32 bp
Deletion im Bereich der ECL-2, die zu einer Expression eines Rezeptors mit kirzerer
AS-Sequenz fiihrte. Dieser veranderte Rezeptor wird nicht auf der Zelloberflache prasentiert.
Die homozygoten Individuen (1 % der Europder) zeigen eine deutlich hohere Resistenz gegen
die Infektion mit HIV, da das Virus keinen geeigneten Corezeptor auf der Wirtszelle findet.
Heterozygote Individuen haben eine verminderte Anzahl an CCR5-Rezeptoren auf den
Wirtszellen, so dass zwar keine erhohte Resistenz zu erkennen ist aber das Fortschreiten der

Krankheit verlangsamt wird und die Viruskonzentration nachweisbar geringer ist.®*">7

1.2.3.2.  Wechselwirkungen des Corezeptors CCR5 mit dem GP120

Das Schema des humanen CCR5 mit N-Terminus und den drei extra-cellular-loops (ECLS)
ist in Abbildung 7 gezeigt. Schwarz hinterlegte AS differieren zwischen dem humanen und
dem murinen CCR5. Ein Pfeil zeigt an, dass sich diese Aminosaure in Mutations- und

Substitutionsstudien als essentiell fiir die Corezeptor-Virus-Bindung herausgestellt hat.*’
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Abbildung 7: Schema des humanen CCRS5. Schwarz hinterlegte AS kennzeichnen Unterschiede zum
murinen CCRb5. Pfeile markieren fiir die Corezeptor-Virus-Bindung essentielle Aminosauren. Die
TY-Reste zwischen Position 8 und 9 kennzeichnen Aminosauren, die nur im murinen CCR5 vorhanden
sind.*’

An der Bindung bzw. der Ausbildung des Bindungsepitops des Corezeptors CCR5 zum
GP120 sind mehrere Aminoséduren der extrazellularen Doméanen beteiligt, wie verschiedene
Substitutions- und Mutationsstudien gezeigt haben.®® Substitutionsstudien wurden mit Hilfe
von murinem CCR5 durchgefuhrt. Die Homologie zwischen murinem und humanem CCR5
liegt bei 82 %. Murines CCR5 zeigt allerdings keine Rezeptoraktivitat in Bezug auf die
unterschiedlichen HIV-Stamme. Durch chimére Rezeptoren lasst sich daher die
Rezeptoraktivitat fir die verschiedenen HIV-Stdmme untersuchen. Die daflr verwendeten
chimaren Rezeptoren sind so aufgebaut, dass nur eine einzige extrazellulare Doméne human,
der Rest aber murin ist. Sie sind sehr empfindlich gegen Austausch einzelner Aminoséduren in
der humanen Domadane gegen die murinen Homologen. Mit dieser Methode konnte man
nachweisen, dass bei M-tropen HIV-1 Stdmmen eine Substitution von Ser-7, Asn-13, Tyr-15
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(N-Terminus) und Ser-180 (ECL-2) sowie die Kombination "Tyr-184 und Ser-185" (ECL-2)
einen negativen Effekt auf die Rezeptoraktivitat ausibt. Weitere Studien in deren Verlauf
nicht nur inaktive Corezeptoren von Mdusen, sondern auch von Affen eingesetzt wurden,
zeigten weitere wichtige Aminoséuren, wie Tyr-14 (N-Terminus), Glu-93 (ECL-1) und
Pro-183 (ECL-2). Schon die Substitution nur einer dieser Aminosauren machte einen aktiven
Corezeptor fur einige M-trope Stdmme inaktiv. Substitutionen einzelner Aminosauren durch
Alanin zeigten, dass Asp-11 (N-Terminus), kombiniert mit Lys-197 (ECL-2) und / oder
Asp-276 (ECL-3) zu einem teilweisen oder totalen Verlust der Rezeptor-Aktivitat bei
verschiedenen dual-tropen HIV-Stammen filhrten.*"¢%%3

Diese und weitere Studien zeigten, dass das aminoterminale Ende und die ECL-2 besonders
wichtige Bereiche des CCR5 fir die GP120-Bindung sind, da hier die Rezeptoraktivitat durch
Mutationen bzw. Substitutionen besonders empfindlich gestort wird.**® Aber auch die ECL-1

und ECL-3 scheinen noch zu einem geringen Teil an der Bindung beteiligt zu sein.””"

1.2.4. Bedeutung und Vorkommen von Sulfotyrosinen

1954 konnte anhand von Rinderfibrinopeptid B das erste mal gezeigt werden, dass Tyrosine
posttranslational sulfatiert werden konnen.®® Inzwischen weiR man, dass etliche Peptide und
Proteine sowohl im Pflanzen- als auch im Tierreich dieser Modifikation unterliegen.®* Zu den
zurzeit etwa 60 bekannten Proteinen mit Sulfotyrosinen gehéren vor allem l6sliche und
Transmembranproteine. Die Sulfotyrosine spielen in vielen biologischen Funktionen eine
Rolle, wie z.B. Proteinfaltung, inter- and intrazellularen Transportmechanismen, Rezeptor-
Ligand Wechselwirkungen und Zellkommunikation.®%*

Verantwortlich fir die Modifikation sind zwei Enzyme Tyrosylproteinsulfotransferase-1
und -2 (TPST-1 und TPST-2), die eine hohe Homologie untereinander aufweisen. Diese
Enzyme kommen membrangebunden hoch angereichert im Trans-Golgi-Netzwerk vor, wobei
die active site im Lumen vorliegt. Daher erfolgt diese Modifikation nur an Proteinen, die das

Trans-Golgi-Netzwerk durchwandern.®®
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Abbildung 8: Sulfat-Aktivierung und Tyrosin-Sulfatierung im Trans-Golgi-Netzwerk (TGN). Sulfationen
dringen durch einen Sulfattransporter in die Zelle ein. Dort findet die Umwandlung zu PAPS durch das
bifunktionale Enzym PAPS-Synthase statt. PAPS wird anschlieBend durch die PAPS-Translocase in das
Lumen des Golgi transportiert und dient dort als Sulfat-Donor fir die TPSTs. Die sulfatierten Produkte
werden anschlieBend aus dem Trans-Golgi-Netzwerk transportiert.®’

Welche Tyrosine in einem Protein sulfatiert werden, kann noch nicht genau vorausgesagt
werden. Es scheint allerdings so, als ob Aminosauren, die das Tyrosin umgeben, eine
wichtige Rolle spielen. Es wurde versucht Consensussequenzen zu finden, die aber nicht bei
allen sulfatierten Proteinen erfillt werden, so dass sie nur einen Anhaltspunkt fiir mégliche
Sulfatierungsstellen liefern kdnnen. Drei bis vier saure Aminosauren in einem Bereich von
+ funf Aminosauren um das Tyrosin herum sprechen allerdings stark fiir eine Sulfatierung.®®
Die TPST katalysieren den Transfer vom universellen Sulfat-Donor Adenosin-3’-phosphat-
5’-phosphosulfat (PAPS) zu einer Hydroxylgruppe eines Tyrosinrestes unter Ausbildung
eines Tyrosin O-Sulfatesters und 3’,5’-ADP (Abbildung 9).%°
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Abbildung 9: Reaktionsschema der Tyrosylproteinsulfotransferase Reaktion.

1.2.4.1. Sulfotyrosine im N-Terminus des CCR5

Chemokinrezeptoren scheinen die Sulfatierung von Tyrosin-Resten fiir die optimale Bindung
ihrer natdrlichen Liganden zu bendtigen. CCRS besitzt in seinem N-Terminus vier Tyrosine,
die sulfatiert sein konnten. Substitutionsstudien, in denen diese vier Tyrosine durch
Phenylalanine ersetzt wurden, zeigten, dass die Bindung zu den Chemokinen CCL3 (MIP-1a.)
und CCL5 (RANTES) um den Faktor 100 abnimmt. Aber auch bei der Bindung des HIV an
den Corezeptor scheinen die Sulfotyrosine eine wichtige Rolle zu spielen.® Es zeigte sich,
dass die Corezeptoren untereinander in ihren drei extrazellularen Domdnen wenige
Gemeinsamkeiten aufweisen. Eine Ausnahme bilden hierbei jedoch die N-terminalen
Regionen, welche durchgehend reich an Tyrosinen und sauren Aminosauren sind.* Gerade
diese Region spielt eine kritische Rolle in der Fahigkeit des CCR5 als HIV-1 Corezeptor flr
R5-trope Viren zu funktionieren.®%*

Es konnte bereits gezeigt werden, dass Sulfotyrosin enthaltende Peptide aus dem Bereich des
N-Terminus, jedoch nicht deren unsulfatierte Analoga, an GP120 binden. Sie fungieren als
Inhibitor und verlangsamen den HIV-1-Entry in CCR5-exprimierende Zellen, indem sie die
Assoziation zwischen CCR5 und dem GP120-CD4 Komplex behindern.”®> Diese Peptide
konnten aulRerdem die HIV-1 Corezeptor Aktivitdt einer CCR5-Variante mit fehlendem
N-Terminus regenerieren.*®

Eine andere Forschergruppe zeigte allerdings das Gegenteil, indem sie ein Peptid (AS 1-26,
sulfatiert an den Positionen Tyr-3, 10 und 14) darstellte, welches keine R5-trope HIV-1
vermittelte Infektion inhibieren konnte. Diese Diskrepanz lasst sich eventuell durch die



Einleitung 27

unterschiedliche Lange der Peptide und durch die Substitution des Cys-20 durch Cys(Acm)
anstatt durch Ser erklaren. Auch die unterschiedliche Sulfatierung konnte daflr
verantwortlich sein.®’

Besonders wichtig fiir die Bindungsaffinitdit des Corezeptors zum GP120 scheinen die
Sulfotyrosine an den Positionen Tyr-10 und Tyr-14 zu sein, da Peptide mit Sulfaten an diesen
Positionen die Bindung zu GP120-CD4-Komplexen im Gegensatz zu ihren unsulfatierten
Analoga blockieren.%%%?

Weitere Studien zeigten, dass fir die Corezeptor-Bindung Sulfate an den Positionen Tyr-3,
Tyr-10 und Tyr-14 bendtigt werden. Das Tyr-15 ist ebenfalls flr die Corezeptorbindung von
Bedeutung, allerdings ist hier vor allem der aromatische Rest der Seitenkette wichtig, da
dieser bei der Corezeptorbindung zur Ausbildung von hydrophoben Wechselwirkungen zum
GP120 befahigt ist.*9%%:%8

Um ein mogliches Sulfatierungsmuster vorhersagen zu kénnen, wurden Untersuchungen mit
TPST-1 und -2 an Peptiden des N-Terminus gemacht. Diese in vitro Untersuchungen haben
ergeben, dass beide Enzyme alle vier Tyrosine sulfatieren. Dabei unterscheiden sie sich nur in
der Reihenfolge. Wéhrend TPST-1 in der Folge Tyr-14, Tyr-15, Tyr-10, Tyr-3 sulfatiert,
beginnt TPST-2 mit Tyr-15 und danach erst Tyr-14.%°

Zusammenfassend l&sst sich feststellen, dass in vivo mindestens zwei wenn nicht sogar alle
vier Tyrosine sulfatiert sind. Am wahrscheinlichsten sind Sulfotyrosine an den Positionen
Tyr-3, Tyr-10, und Tyr-14.

1.25. HIV-Entry-Inhibitoren

Im ersten Schritt der retroviralen Infektion kommt es vermutlich durch positiv geladene
Bereiche der Virusglycoproteine und negativ geladene Heparansulfat-Proteoglycane der
Zielzelle zu einer Anheftung des Virions an die Wirtszelloberflache. Polyanionische
Verbindungen konnten demnach prinzipiell die niederaffine Virus-Zell-Assoziation Uber
polyionische Wechselwirkungen blockieren. Synthetische Zugénglichkeit, Bioverfugbarkeit
und Toxizitat dieser Verbindungen sind allerdings einige der Probleme die vermuten lassen,
dass diese Assoziation kein realistisches target in der HIV-Bekampfung sein wird.>

Im néchsten Schritt erfolgt die erste spezifische Wechselwirkung des Virusproteins GP120
mit dem Wirtszellrezeptor CD4. Diese Interaktion bietet ein attraktives Ziel fir die
Wirkstoffentwicklung, indem zum einen die CD4-Bindungsstelle und zum anderen die

GP120-Bindungstelle blockiert werden kénnen.



28 Einleitung

Im einfachsten Fall kdnnte man sich als Inhibitor ein GP120-bindendes Molekdl vorstellen,
das die Bindungsstelle fiir die CD4-Interaktion blockiert. Daflir wurde die I6sliche Form des
CD4-Rezeptors (sCD4) selbst auf inhibierende Eigenschaften hin untersucht und es zeigten
sich in vitro sehr effizient neutralisierende Eigenschaften gegentber labor-adaptierten
Virusstammen.*®* |n klinischen Studien war sCD4 jedoch wahrscheinlich auf Grund von zu
schlechter Bioverfugbarkeit und mangelnder Potenz gegen Primarisolate nicht
erfolgreich.'®'® Die Firma Progenics konnte mit einem weiterentwickelten CD4-1gG-
Fusionsprotein (PRO 542) den Plasmalevel von HIV in Phase | und Il Studien bei guter
Bioverfiigbarkeit reduzieren.*®**® Auch das noch in den praklinischen Studien befindliche
Cyanovirin-N (CV-N) ist ein guter Inhibitor der GP120-CD4-CCR5 Interaktion in vitro. Das
target des CV-N stellen dabei die hoch mannosidischen Oligosaccharide des GP120 dar. %%
Mdochte man Inhibitoren fir den humanen CD4-Rezeptor entwickeln, so hat man den Vorteil,
dass sich dieses Protein nicht veréndert wie das unter hohem Evolutionsdruck stehende Virus.
Als Nachteil bei der Blockierung eines humanen Proteins muss aber ganz deutlich das
mogliche Nebenwirkungsrisiko bedacht werden, vor allem weil das HIV-GP120 in
erstaunlich &hnlicher Weise an den CD4- Rezeptor wie das Klasse II-MHC-Protein bindet,
dessen Bindung fiir die natiirliche Funktion des Immunsystems von groBer Bedeutung ist.***%
Ein solcher Inhibitor kénnte demnach Nebenwirkungen wie Immunsuppression zur Folge
haben. Bei einer so schweren Krankheit wie AIDS ist es allerdings zu bedenken, ob nicht die
Nebenwirkungen fir eine Verbesserung des Krankheitszustandes in Kauf genommen werden
sollten. Zur Zeit gibt es eine Hand voll potentieller Inhibitoren der CD4-GP120
Wechselwirkung, die sich teilweise in den préaklinischen oder klinischen Phasen
befinden.3%1%?

Die sekundédre Wechselwirkung von GP120 mit Chemokinrezeptoren auf der Wirtszelle ist
ein  weiterer Ansatzpunkt fir die Wirkstoffentwicklung. Erste Versuche die
Chemokinrezeptoren mit ihren natirlichen Liganden wie CCL3 (MIP-1a), CCL4 (MIP-1p),
CCL5 (Rantes), CXCL12 (SDF-1a) etc. zu blockieren zeigten antivirale Aktivitat."*%*** Sie
sind aber therapeutisch nicht einsetzbar, da sie zu Fieber und Schockreaktionen fuhren.
Heutzutage gibt es mehrere Gruppen von Verbindungen, die die Interaktion zwischen GP120
und der Chemokinrezeptoren unterbinden kénnen. Man zahlt dazu Antikérper gegen CCRS5,
nicht-agonistisch wirkende Chemokin-Derivate und typische Wirkstoffmolekdle. Ein Beispiel
flr einen Antikorper ist das PRO 140 (Progenics), welches den CCR5-Rezeptor blockiert und
dadurch die Bindung zum GP120 inhibiert.*** Das TAK-779 (Takeda) hingegen ist ein CCR5-

Antagonist und zeigt antivirale Aktivitit gegen R5-trope HIV-Stamme.'*® Es bindet in eine
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Bindungstasche, die durch die transmembranen Domanen des CCR5 ausgebildet wird, und
induziert eine konformationelle Anderung in der Struktur des CCRS5, so dass eine Bindung an
das GP120 nicht mehr moglich ist. Dabei wird die natiirliche Funktion des CCR5 nicht
beeintrachtigt.'** Das UK-427, 857 (Pfizer) und das SCH-C (Schering Plough) zahlen zu der
gleichen Klasse Inhibitoren, wie das TAK-779 und zeigten in Kklinischen Studien der Phase |
neben guten inhibierenden Eigenschaften auch eine gute Vertrdglichkeit und gute
Bioverfugbarkeit.'*> Zu erwahnen ist auch noch das AMD3100 (AnorMED), das einen
CXCR4 Antagonisten darstellt und zu der Gruppe der Bicylame gehort. In klinischen Phasen |
und Il konnte gezeigt werden, dass neben guter Vertréglichkeit die Behandlung zu einem
kompletten Verlust des X4-tropen HIV-Stamme im Blut filhrte."™>*'® Das bedeutet, dass eine
selektive Blockade des CXCR4-Rezeptors den switch des Virus vom R5-tropen HIV zum
aggressiveren X4-tropen HIV verhindert, wodurch der Beginn von AIDS hinausgezogert
werden kann.

Auch auf Seiten des GP120 wird versucht, die Corezeptor-Bindungsstelle zu blockieren.
Cellulose-Acetat-Phthalat (CAP), das zum Umhillen von Tabletten verwendet wird, kann die
Corezeptor-Bindungsstelle am GP120 blockieren. Es kommt dabei in Anwesenheit von CD4
zur Ausbildung des Ubergangszustandes ,, Trimer-of-Hairpins‘ (Abbildung 5), ohne dass ein
Corezeptor gebunden ist und fihrt damit zu einer verminderten HIV-Infektiositat.*"**® Auch
Antikorper, die im Bereich der VV3-Region binden, kénnen die Corezeptor-Bindungsstelle am
GP120 blockieren. Ein Beispiel dafir ist das 447-52D (Merck Laboratories), welches an die
GPxR-Sequenz bindet und sowohl R5- als auch X4-Isolate neutralisieren kann.**°

Die Fusion von Virus- und Zellmembran stellt beim entry den letzten Schritt dar, der inhibiert
werden konnte. Peptide oder Proteinkonstrukte, die an die C- oder die N-Peptid Region des
GP41 binden, konnen deren gegenseitige Assoziation zur trimer-of-hairpins-Struktur
blockieren.*?® Mit dem Peptid T20 (Handelsname Fuzeon, Trimeris, Inc.) ist im Jahr 2002 der
erste und bisher einzige HIV-Entry-Inhibitor in der Therapie zugelassen worden, der nach
diesem Prinzip wirkt.®?*# T20 ist ein 36-Aminoséauren langes Peptid aus dem Bereich der
extracellularen C-terminalen Helix des GP41 (C-Peptid). Ein weiteres mdgliches
Strukturmotiv, welches fiir die Bindung von typischen Wirkstoffmolekilen geeignet ist, stellt
eine hydrophobe Tasche in der extrazelluliren Domane von GP41 dar. 2%
Fusionsinhibitoren mit Dissoziationskonstanten im mikromolaren Bereich konnten fur dieses

Motiv schon entwickelt werden. %2
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2. Methoden

2.1. Festphasenpeptidsynthese

Bei der Peptidsynthese gibt es heutzutage drei Methoden, bei denen die Aminoséuren in einer
vorgegebenen Reihenfolge Uber eine Peptidbindung (Amidbindung) miteinander verknlpft
werden. Neben der rein chemischen Methode, die im Folgenden noch weiter erldutert wird,

7

gibt es die enzymatischen Methoden unter Verwendung von Peptidasen,®’ sowie die

gentechnologische Synthese in Expressionssystemen, die besonders fur hoher molekulare
Peptide bzw. Proteine angewendet wird. 2%

R. B. Merrifield (Nobelpreis 1984) hat die rein chemische Synthese entscheidend durch die
Entwicklung der Festphasensynthese gepréagt, die eine Automatisierung der Peptidsynthese
ermdglichte.’® Dabei erfolgt die Synthese entgegen der biologischen Sytheserichtung an einer
festen Phase vom C- zum N-Terminus.

In Abbildung 10 ist das Prinzip der Festphasenpeptidsynthese mit Fmoc-geschitzten
Aminosduren schematisch gezeigt. Die erste Aminosdure (C-terminal) wird mit ihrer
aktivierten a-Carboxylfunktion an das Harz tiber einen Linker gebunden. Diese Fixierung an
der festen Phase ermdglicht den Einsatz hoher Uberschiisse und die problemlose Entfernung
von nicht reagierten Komponenten durch zwischengeschaltete Waschzyklen. Anschlielend
wird durch Behandlung mit Piperidin die Fmoc-Schutzgruppe entfernt. Die Kette kann nun
entsprechend der Primérsequenz aufgebaut werden, indem nun die Kupplung und Fmoc-
Abspaltung der ndchsten Aminosdure erfolgt Zur Vermeidung von Peptiden mit
Deletionsstellen wird jeweils nach der Aminosaure-Kupplung ein Blockierungsschritt durch
Acetylierung (capping) aller nicht umgesetzten, noch freien Aminofunktionen durchgefihrt.
AbschlieRend wird das Zielpeptid vom Harz abgespalten. Dabei werden seine Seitenketten-

Schutzgruppen entfernt.
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Abbildung 10: Schematische Darstellung der Festphasenpeptidsynthese nach Merrifield.
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Da Aminosauren multifunktionelle Verbindungen sind, d.h. dass viele Aminosauren in den
Seitenketten noch weitere reaktionsfahige Funktionalititen wie z.B. Hydroxy-, Carboxy-,
Amino- oder Thiolgruppen aufweisen, muss eine orthogonale Schutzgruppenstrategie
angewandt werden. Als Seitenkettenschutz dienten in dieser Arbeit Trt-, Pbf-, tBu- und Boc-
Gruppen, die sich problemlos mit wasserhaltiger TFA unter Zusatz von Triisopropylsilan als
scavenger entfernen lassen. Das Triisopropylsilan fungiert als Hydridionendonator und sorgt
durch Reaktion mit den wahrend der Abspaltung gebildeten Carbokationen dafir, dass diese
nicht wieder mit dem Peptid reagieren kénnen.'®

Die Bindung zwischen Linker und Peptidkette muss wahrend der Synthese fest, aber nach
Beendigung der Synthese leicht zu spalten sein. Als feste Phase verwendet man ein
Polystyrolharz, an dem Linkergruppen angebracht sind. Diese tragen an ihren Enden z.B.
Fmoc-geschutzte Aminofunktionen oder Hydroxybenzylgruppen. Die erste Aminosaure wird
folglich als Amid oder als Benzylester an den Linker gebunden. Nach der Abspaltung des
Peptids haben diese entweder eine am Carboxylende amidierte oder eine freie
Carboxy-Gruppe. Die chemischen Eigenschaften der Linker entscheiden weiterhin, ob
Seitenkettenschutzgruppen bei der Abspaltung vom Harz erhalten bleiben oder mit
abgespalten werden.

Die a-Aminofunktion der zu kuppelnden Aminosaure muss wahrend der Bindungsbildung
geschiitzt sein, beim néchsten Synthesezyklus jedoch wieder frei vorliegen. Hierfiir hat sich
die Fmoc-Schutzgruppe etabliert, da sie einerseits unter basischen Bedingungen
(z.B. Piperidin/DMF 1:4) leicht abspaltbar ist und andererseits sich die Ausbeute der
Kupplungsschritte photometrisch durch Messen des bei der Abspaltung entstehenden
Methylenfluorens leicht verfolgen l&sst.

Die Carboxylfunktion der zu kuppelnden Aminosdure muss aktiviert werden, um eine
Kupplung unter milden Bedingungen zu gewahrleisten. Wahrend friiher haufig Carbodiimide
zur  Aktivierung  eingesetzt  wurden, verwendet man heutzutage = meistens
Hydroxybenzotriazolderivate wie HATU oder das kostengtinstigere TBTU. Diese bieten eine
Reihe wichtiger Vorteile, wie hohe Ausbeuten, kurze Kupplungszeiten, gute
Kupplungseffektivitdt bei sterisch gehinderten Aminosduren und geringe Racemisierung
(Abbildung 11).13133:134
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Abbildung 11: Die Aktivatoren HATU und TBTU (oben) und der vorgeschlagene Mechanismus der
Aktivierung einer Saurefunktion durch HATU (unten).

Bei den heutzutage handelsublichen Peptidsynthesizern gibt es zwei unterschiedliche
Verfahren, das ,.continous flow“- und das ,batch“-Verfahren. Beim ersteren wird die
Reaktionsmischung Uber das in einer S&ule befindliche Harz gepumpt. Bei dem
»batch“-Verfahren erfolgen die Reaktionen in einem GefaB, und die Mischung der

Komponenten wird ber einen Vortex-Mechanismus erreicht.

2.2. Charakterisierung und Konformationsanalyse von Peptiden

2.2.1. Massenspektrometrie

Die Massenspektrometrie mit klassischen Methoden wie z.B. der Elektronen-Sto3-lonisation
(El) fahrt bei Verbindungen mit hoher Molmasse zu Spektren, in denen vorwiegend
Bruchstiicke der untersuchten Verbindung nachgewiesen werden (Fragmentierung). Abhilfe
schaffen hier die matrix assisted laser desorption ionization — time of flight — mass
spectrometry (MALDI-TOF-MS) und die electron spray ionization — mass spectrometry
(ESI-MS).™* Durch besonders sanfte lonisierungsmethoden koénnen hier vor allem

unfragmentierte Molekdile nachgewiesen werden. Die Schnelligkeit und hohe Empfindlichkeit
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bis in den femtomolaren Bereich hinein machen sie zu einer wertvollen Methode zur Analytik
von nur in kleinen Mengen zur Verfiigung stehenden Substanzen, wie z.B. Biomolekdilen.

Bei der MALDI-TOF-Massenspektrometrie wird die zu untersuchende Substanz zusammen
mit einer geeigneten Matrix (z.B. DHB oder CCA) cokristallisiert. Ein Laser l&sst durch
lokale Erhitzung die Matrixmolekiile schlagartig verdampfen, wobei die Probenmolekile
mitgerissen werden.** Die lonisation der Probenmolekiile findet durch einen Ladungstransfer
von den vorher durch Photoionisation angeregten Matrixmolekulen statt. Die lonen werden
dann in einem elektrischen Feld beschleunigt, und im nachfolgenden TOF-Analysator wird
dann anhand der Flugzeit der lonen das Masse-Ladungsverhéltnis bestimmt.

Bei der ESI-Massenspektrometrie handelt es sich um ein homogenes lonisationsverfahren, bei
dem die Probe aus einer Losung in einem elektrischen Feld verspriiht wird.**” Hierbei treten
neben den einfach geladenen auch mehrfach geladene Molekilionen auf. Die Bestimmung
des Masse-Ladungsverhaltnisses geschieht hier in der Regel Uber einen Quadrupol. Ein
Vorteil dieser Methode gegentber der MALDI-TOF-Massenspektrometrie liegt in der
maoglichen Kopplung mit einer HPLC, so dass auch Substanzgemische nach vorheriger

Trennung direkt vermessen werden kénnen.

2.2.2. NMR

1D-NMR-Spektren reichen nicht mehr aus, wenn grofiere Molekile wie z.B. Peptide
charakterisiert werden sollen, da es zu Signaliiberlagerungen kommt und damit die Spektren
nicht mehr eindeutig auswertbar sind. Abhilfe schaffen hierbei zweidimensionale
NMR-Spektren.*® Mit Hilfe der im Folgenden erlauterten 2D-Experimente lassen sich die
einzelnen Spinsysteme identifizieren und skalare sowie dipolare Kopplungen ermitteln.

Das TOCSY (Total Correlation Spectroscopy)-Experiment ermoglicht die Zuordnung der
NMR-chemischen Verschiebungen der einzelnen Aminosaurespinsysteme eines Peptids.
Dabei wird das Spektrum mdoglichst in Wasser aufgenommen, da die NH-Spuren hierbei am
besten dispergiert und von den anderen Signalen separiert sind. Uber die NH-Spuren lassen
sich die meisten Signale der einzelnen Aminosduren ihren Protonen eindeutig zuordnen.
Idealerweise kann man auf einer Spur das gesamte Spinsystem einer Aminoséure beobachten.
Eine totale Korrelation der gekoppelten Spins innerhalb eines Spinsystems wird durch
Anlegen eines sog. Spinlockfeldes im TOCSY-Experiment erreicht. Die Spinlockzeit und die
Kopplungskonstanten des Spinsystems sind dabei verantwortlich fur die Ausdehnung des
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Magnetisierungstransfers. Bei 3Juy-Kopplungen, die kleiner als zwei Hertz sind, wird bei
Standardparametern nur noch wenig Transfer beobachtet.

Das NOESY (Nuclear Overhauser and Exchange Spectroscopy)-Experiment dient zur
Sequenzbestimmung eines Peptids, da NOEs von einer Aminosdure zur benachbarten zu
sehen sind (Kontakt NHasx-Haasx-1). Durch die Analyse der NH-NH-Kontakte kann man
weiterhin Aussagen Uber die Sekundarstruktur machen. Darlber hinaus kdénnen durch das
Auftreten von weiteren NOE-Kontakten interatomare Absténde zwischen 2 und 5 A ermittelt

werden, die Anhaltspunkte fur die dreidimensionale Struktur des Proteins oder Peptids geben.
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Abbildung 12: Sequentielle NOE-Kontakte zwischen benachbarten Aminosauren.

Bei der dipolaren Spin-Kopplung, die Uber den Raum stattfindet, beeinflussen sich die Spins
zweier Kerne durch einen Magnetisierungstransfer gegenseitig in ihrem Relaxationsverhalten
(Kreuzrelaxation).*® Die Kreuzrelaxation fiihrt zum Phanomen des Nuclear-Overhauser-
Enhancement (NOE).*** Der raumliche Abstand der Kopplungspartner zueinander wirkt sich
dabei auf die Intensitat eines NOESY-Kreuzsignals aus. Da es sich beim NOE um ein reines
Relaxationsphanomen handelt, ist es unerheblich, ob die Spins zusétzlich Gber eine skalare

Kopplung miteinander in Verbindung stehen.

2.2.3.  Circular Dichroismus (CD)

Um die dreidimensionale Struktur eines Proteins oder Peptids zu bestimmen, nutzt man NMR
oder réntgenkristallographische Methoden, die einen gewissen Aufwand bedeuten. Mdchte
man aber schnell Informationen Uber die Sekundéarstruktur erhalten oder konformationelle
Anderungen uber einen Zeitraum hinweg beobachten, so kann man auf die Technik der CD-

Spektroskopie zuriickgreifen,'3"142143
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Die CD-Spektroskopie stellt eine spezielle Art der Absorptionsspektroskopie im UV- bzw. im
VIS-Bereich des Spektrums dar. Grundlage der Methode ist die Wechselwirkung linear
polarisierten Lichts mit optisch aktiven Substanzen. Eine linear polarisierte Welle l&sst sich
als Uberlagerung zweier entgegengesetzt gerichteter circular polarisierter Wellen von gleicher
Amplitude und Phase beschreiben. Werden die beiden circular polarisierten Komponenten
beim Durchgang durch eine Probe verschieden stark absorbiert, so liegt Circulardichroismus

vor. 14

Abbildung 13: Links: Linear polarisiertes Licht kann als Uberlagerung zweier entgegengesetzt gerichteter
circular polarisierter Wellen gesehen werden. Rechts: Verschiedene Absorptionen der links und rechts
polarisierten Komponente fiihren zu Elliptizitat (CD) und optischer Rotation (OR).

Der Unterschied der Extinktionskoeffizienten Ae = g - eg ist dabei die eigentliche MessgroRe.
Es wird jedoch unter Verwendung der molaren Extinktionskoeffizienten eine molare

Elliptizitat angegeben (Gleichung 1).

[6],=3300 - 4¢ Gleichung 1

Voraussetzung fur optische Aktivitat ist eine vorhandene Chiralitdt des Molekuls. Hierbei
kann aufler eines asymmetrischen C-Atoms auch die Molekulstruktur eine Asymmetrie
induzieren. Dies ist fur die biochemische Anwendung der CD-Spektroskopie an Proteinen von
groBer Bedeutung. In diesem Fall ist die Carbonyl-Gruppe der Peptid-Bindung das
Chromophor. Die induzierte Asymmetrie tritt dabei aufgrund des benachbarten
asymmetrischen C-Atoms auf, wodurch der Chromophor optisch aktiv wird. Aber nicht nur
dieser statische Einfluss ist in Proteinen von Bedeutung, sondern es muss weiterhin die

Kopplung mit anderen Chromophoren berticksichtigt werden. So erzeugt eine asymmetrische
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Sekundarstruktur, wie z.B. eine o-Helix, optisch aktive Chromophore durch Bildung
gekoppelter Oszillatoren ohne Symmetriezentrum oder Symmetrieebene. Chiralitat eines
Stoffes kann also auch aus der Struktur eines Makromolekdls resultieren. Das CD-Spektrum
zeigt die Abhangigkeit der Elliptizitat von der Wellenlange des Lichtes. Daftir wird meistens
der Bereich von 180-250 nm aufgenommen. Man erhalt eine Absorptionsbande, wobei ein
positiver bzw. negativer Circulardichroismus (Cotton-Effekt) unterschieden wird, je nachdem
ob die rechts- oder linkscircular polarisierte Komponente starker absorbiert wird. Anhand des
Cotton-Effektes ist es nun moglich, durch Vergleich mit Referenzspektren Konformationen

von biologischen Makromolekiilen zu bestimmen.**
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Abbildung 14: Poly-L-Lysin CD-Spektren in wassriger Losung bei 100 % a-Helix (pH < 10.4, RT), 100 %
B-Faltblatt (pH < 10.4, T =50 °C) und 100 % Zufallskn&auel (pH > 10.4, RT).

In Abbildung 14 sind CD-Spektren des Poly-L-Lysins unter verschiedenen Bedingungen zu
sehen. Deutlich erkennt man in den Spektren die Unterschiede in den Banden zwischen
a-Helix, B-Faltblatt und Zufallsknduel. Ein CD-Spektrum eines Proteins kann nun als Summe
von Einzelspektren dieser in Abbildung 14 gezeigten Sekundarstruktur-Komponenten
betrachtet werden. Um aus dem Proteinspektrum wieder die einzelnen
Sekundérstrukturanteile zu erhalten, nutzt man Computerprogramme, welche auf eine
Datenbank von Spektren unterschiedlicher Proteine mit bekannter Sekundarstruktur

zuriickgreifen.*
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2.3. Bindungsstudien

Fur die Bestimmung der Dissoziationskonstanten und Bindungsepitope wurden in dieser
Arbeit zwei unterschiedliche Methoden angewendet, die im Folgenden néher erlautert werden

sollen.

2.3.1. Surface Plasmon Resonance (SPR)

Bereits 1959 wurden die physikalischen Grundlagen fir die heute oft angewandte
Oberflachen-Plasmonen-Resonanz-Technik (Surface Plasmon Resonance, SPR) beschrieben,
die auf der Interaktion von totalreflektiertem Licht mit Oberflachenplasmonen eines
reflektierenden Metallfilms beruhen.**” Trifft linear polarisiertes Licht unter Totalreflexion
auf eine reflektierende Schicht, so erzeugt es eine so genanntes evaneszierendes Feld jenseits
dieser Schicht. Durch Wechselwirkung mit einem Metallfilm wird dieses Feld verstarkt und
kann unter bestimmten Bedingungen mit den Oberflachenplasmonen des Metallfilms in
Resonanz treten. Dies geschieht bei einem Reflexionswinkel, der vom Brechungsindex
jenseits der Reflexionsebene abhéngt, und fihrt zu einer Intensitatsverringerung des
reflektierten Lichts.**

Die SPR-Messungen werden in einer Messzelle vollzogen, bei der die eine Wand aus dem
Messchip besteht. An dieser Wand wird die Losung des Bindungspartners vorbeigeleitet. Eine
weitere Zelle dient als Referenzzelle. Kommt es nun in der Messzelle zu einer
Komplexbildung mit den immobilisierten Molekulen auf dem Messchip, so findet eine
Anreicherung des gel6sten Stoffes und damit eine Massenzunahme statt. Dadurch &ndert sich
der Brechungsindex der Losung an der Chipoberflache und die Wechselwirkung mit der
evaneszierenden Welle &ndert sich. Eine auftretende Resonanz wird als eine
Intensitatsabschwachung des Lichtes bei einem bestimmten Winkel als resonance units (RU)

detektiert (Abbildung 15 oben rechts).
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Abbildung 15: Schematische Darstellung des SPR-Experiments.'*®

Als optische Methode ist die SPR-Technik sehr empfindlich. Die Oberfldche des Messchips in
der Messzelle betragt in etwa 1 mm?. Es ist so mdglich, Massenanderungen von wenigen
Pikogramm (1 Pikogramm ca. 1 resonance unit [RU]) zu detektieren und die Bindung von
niedermolekularen Verbindungen mit Molekulargewichten deutlich unter 1000 Da z.B. an
immobilisierten Proteinen bis in den Bereich von Dissoziationskonstanten im Millimolbereich
zu untersuchen. Aber auch gréRRere Systeme wie Bakterien, Viren und Zellen konnten schon

erfolgreich untersucht werden.t*%*%?
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Abbildung 16: Immobilisierung von z.B. Proteinen durch Amin-Kupplung an einen CM5-Chip.

Je  nach Anwendung stehen unterschiedliche Messchips und entsprechende
Immobilisierungsverfahren zur Verfiigung.**® Der gebrauchlichste CM5-Messchip besteht aus
einer Glasschicht mit darauf aufgedampfter Goldschicht, auf der sich wiederum eine Uber
Linker fixierte carboxymethylierte Dextran-Matrix befindet. Die Immobilisierung findet bei
einem CM5-Messchip tber eine kovalente Amid-Bindungen statt (Abbildung 16). Zundchst
werden die Carboxyl-Funktionen der Dextran-Schicht durch Zugabe von NHS und EDC in
Aktivester uberfuhrt. AnschlieBend kann der Ligand kovalent (ber eine vorhandene
Aminogruppe gebunden werden. Zum Schluss werden alle nicht belegten, aber aktivierten

Carboxylfunktionen mit einem Uberschuss an Ethanolamin umgesetzt und so inaktiviert.
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Abbildung 17: Schematische Darstellung eines SPR-Sensorgramms.**

In Abbildung 17 ist ein Sensorgramm fir ein idealisiertes SPR-Experiment abgebildet. Es
sind die drei Stufen Assoziation, Dissoziation und Regeneration zu erkennen. Die Assoziation
oder Komplexbildung beginnt mit der Zugabe des Bindungspartners zur Losung. Es findet
eine Komplexbildung mit dem immobilisierten Bindungspartner statt. Dadurch nimmt das
SPR-Resonanzsignal (gemessen in RU) zu. Die Steigung des Signals wird nach einiger Zeit
geringer, da fast alle Bindungsstellen auf der Chipoberflache mit I6slichem Bindungspartner
belegt sind. SchlieBlich stellt sich ein Gleichgewicht ein und man erhélt eine Sé&ttigung
(steady state). Nach dem Entfernen des Bindungspartners aus der Ldésung dissoziiert der
Komplex langsam und die RU-Antwort fallt durch den verdnderten Brechungsindex ab. Bei
nicht vollstandiger Dissoziation mufR die Chipoberflache durch eine geeignete Methode wie
z.B. Anderung des pH-Werts regeneriert werden.

Die Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation (Kon und Dissoziation (Ko konnen direkt
aus dem Signalverlauf ermittelt werden. Daraus ergibt sich die Gleichgewichtskonstante der
Dissoziationsreaktion Kp nach Gleichung 2.'%

Kb = Kot / Kon Gleichung 2
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Weiterhin kann der Kp-Wert beispielsweise bei einem angenommenen one-site binding
Modell durch eine Konzentrationsreihe ermittelt werden. Hierbei verhalten sich die im SPR
gemessenen response units (RU) im steady state proportional zur Konzentration (c.), wie
Gleichung 3 wiedergibt. Nachdem man die Gleichgewichts-RU-Werte gegen die
Konzentration aufgetragen hat, kann man eine Regressionsanalyse durchfiihren. Das Ergebnis

ist eine Funktion, deren Wert bei RUnax/2 der Dissoziationskonstante Kp entspricht.

RU =RUpax * ¢/ Kp + cL Gleichung 3

2.3.2. SPR-Bindungsstudien mit Zellen

Um in SPR-Bindungsstudien die Wechselwirkung von GP120 mit dem CCR5-Corezeptor
studieren zu konnen, kann man so genannte GHOST-HI5-Zellen einsetzen, die diesen
Corezeptor Uberexprimieren. Dabei liegt die Zahl der auf der Zelloberflache befindlichen
CCR5-Corezeptoren bei ca. 10* bis 10° Kopien pro Zelle. Es handelt sich um eine humane
Osteosarkoma-Zelllinie (HOS). Als Negativkontrolle dienen GHOST-Parentalzellen. Sie sind
mit den HI5-Zellen identisch, exprimieren allerdings kein CCR5 auf ihrer Zelloberflache.

Bei der gewohnlichen SPR-Messung mit Molekdilen ist die Anzahl der detektierten RUs ein
MaR fiir die Zahl der entstandenen Komplexe. Bei Zellen hingegen steigt die Massenzunahme
nicht linear mit der Zahl der gebildeten Komplexe an, da eine einzelne Zelle tber mehrere
Rezeptoren an mehrere immobilisierte Liganden bindet. AufRerdem bedingt die dufiere Gestalt
der Zelle, dass viele Rezeptoren nicht die Moglichkeit haben in die Nahe der Bindungspartner
zu gelangen, da sie sich auf der von der Chipoberflache abgewandten Seite der Zelloberflache

befinden. Ein Kp-Wert kann daher bestenfalls abgeschatzt werden.

2.3.3. Saturation Transfer Difference (STD)-NMR-Spektroskopie

Mit Hilfe der STD-NMR-Spektroskopie konnen Bindungsaktivitdten zwischen nieder-
molekularen Liganden und makromolekularen Rezeptoren untersucht werden.>***® Man kann
nach dieser Methode Bindungsepitope von Liganden charakterisieren,
Dissoziationskonstanten bestimmen und Substanzbibliotheken nach bindenden Substanzen
durchsuchen.”**® Das Prinzip der STD-NMR-Spektroskopie ist in Abbildung 18 gezeigt.
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Abbildung 18: Prinzip der saturation transfer difference (STD)-NMR-Spektroskopie. Nach der selektiven
Séttigung des Rezeptorproteins wird diese auf den Liganden Ubertragen und in Lésung nach der
Dissoziation beibehalten. Je enger der Kontakt zum Rezeptor war, desto mehr Sattigung wurde
Ubertragen und desto intensiver sind die resultierenden Signale im STD-Spektrum. Nichtbinder erhalten
keine Sattigung und zeigen im STD-Spektrum keine Signale.

Das STD-NMR-Experiment besteht aus zwei Teilspektren, die on resonance-Spektrum und
off resonance-Spektrum genannt werden. Die Differenz dieser beiden Spektren ergibt das
STD-NMR-Spektrum. Signale des Proteins konnen bei der Messung z.B. durch ein
Spinlockfeld herausgefiltert werden.

Im on resonance-Spektrum werden Resonanzen des Proteins selektiv durch Einstrahlen einer
passenden Frequenz gesattigt. Die selektive Sattigung von Proteinresonanzen wird maoglich,
da zum einen Anisotropieeffekte in geordneten Bereichen auftreten, die zu extremen
chemischen Verschiebungen fiihren, und zum anderen Linienverbreiterungen bei Proteinen ab
einer Grole von etwa 10 kDa stattfinden (Spindiffusionsgrenze). Dadurch gehen
Signalauslaufer Uber das normale spektrale Fenster von 0-12 ppm hinaus. Bei einem

Einstrahlpunkt von beispielsweise -1 ppm mit selektiven Pulsen (z.B. einer Gauss-Anregung)
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kdnnen die Resonanzen des Proteins selektiv gesattigt werden, wahrend kleine Molekile mit
scharfen Resonanzen davon nicht beeinflusst werden. Da in Proteinen ab einer Grofie von
etwa 10 kDa die Spindiffusion sehr effektiv ist (Magnetisierungstransfer ber das gesamte
Molekil innerhalb weniger 100 ms), kdnnen durch selektive Sattigung einzelner Resonanzen
samtliche Signale eines Proteins im NMR-Spektrum ausgeldscht werden.

Im off resonance-Spektrum liegt der Einstrahlpunkt beispielsweise bei 40 ppm, so dass keine
Proteinsignale getroffen werden. Die Einstrahlung ist aber trotzdem notig, um bei der
Differenzbildung der on und off resonance-Spektren gleiche Bedingungen zu schaffen und
dadurch Subtraktionsartefakte zu umgehen, die sonst durch Temperaturschwankungen wegen
der absorbierte Energiemenge in dem einen aber nicht in dem anderen Spektrum entstehen
wirden.

Nicht bindende Molekiile zeigen im on und off resonance-Spektrum gleiche Resonanzen und
werden im Idealfall bei der Differenzbildung zu Null subtrahiert. Liganden hingegen zeigen
im Differenz-Spektrum Signale. Dabei sind deren Intensitaten umso starker, je mehr Sattigung
sie unter on resonance-Bedingungen durch intermolekularen Sattigungstransfer erhalten
haben. Dieser Sattigungstransfer gehorcht der r®-Abhangigkeit der Kreuzrelaxationsrate und
ist damit umso stérker, je enger die zugehorigen Protonen mit dem Protein in Kontakt treten.
Die Intensitatsunterschiede der einzelnen Protonen eines Liganden innerhalb eines STD-
NMR-Spektrums kann man somit zur Bestimmung des Bindungsepitops nutzen. Die
Intensitdten der Signale héngen aber noch von weiteren Parametern ab, wie z.B. den
Aufnahmebedingungen und der Probenzusammensetzung. AulRerdem bestimmen Kinetik und
Thermodynamik der Ligand-Protein-Interaktion und auch die T;-Relaxationszeiten der
beteiligten Protonen die Intensitaten mit.****** Ein Proton mit einer langen T;-Relaxationszeit
kann mehr Sattigung akkumulieren, als eines, das sehr schnell relaxiert. Dieser Effekt nimmt
mit steigender Séttigungszeit zu. Unter ungunstigen Umstanden kann das beim epitope
mapping anhand von STD-NMR-Spektren mit langer Sattigungszeit, d.h. sehr
unterschiedlichen T;-Relaxations-zeiten der betrachteten Protonen, die eigentlichen Abstande
der Ligandprotonen zur Bindungstasche verfélschen. Hier gilt, je langer die Sattigungszeit,
desto mehr machen sich die Unterschiede in den Ti-Relaxationszeiten bemerkbar. In solchen
Fallen kann eine STD-Aufbaurate ermittelt werden, indem mehrere STD-NMR-Spektren mit
verschiedenen Séttigungszeiten ts;; aufgenommen werden. Die ermittelten STD-Effekte
werden dann gegen ts,; aufgetragen. Die initiale Steigung dieser Kurven ist frei vom Betrag

der Relaxationsrate und spiegelt die extrapolierte Séattigungsrate bei tix = 0 wieder.
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Limitierend wirkt sich bei dieser Methode allerdings die Qualitat der Spektren bei kurzen
Sattigungszeiten aus, da dort naturgemald nur kleine STD-Effekte erreicht werden.

Der Quotient aus dem Integral eines individuellen Protonensignals im STD-NMR-Spektrum
(lo-lsat) und dem im off resonance-Spektrum (lp) wird im Allgemeinen durch die absoluten
STD% angegeben (Gleichung 4).

B Isat

|
STD% =22t

Gleichung 4
I0
o lo -1 _ .
STD Amplifkationsfaktor = %*ngand Uberschuss Gleichung 5
0
- STD Amplifikationsfaktor, ., *C
STD Amplifkationsfaktor = P e Gleichung 6

Kp +cC

Die Dissoziationskonstanten kénnen durch die Aufnahmen mehrerer STD-NMR-Spektren mit
verschiedenen Ligandlberschiissen ermittelt werden. Eine Auftragung des STD-
Amplifikationsfaktors (Gleichung 5) gegen die jeweilige Konzentration kann nach dem one-
site binding Modell (Gleichung 6) gefittet werden. Der EinfluR der Sattigungszeit und der fir
jedes Proton individuellen Relaxationszeit wird bei dieser Verfahrensweise nicht
berucksichtigt.

Beim STD-NMR-Experiment steigt der STD-Amplifikationsfaktor bei Erhéhung der
Ligandkonzentration durch den Effekt des turn over selbst bei praktisch vollstandiger
Rezeptorbelegung noch weiter an. Das fuhrt bei der Auftragung im Gegensatz zu
Bindungsassays, bei denen direkt die Belegung von Bindungsstellen gemessen wird (SPR,
ELISA), zu einem spateren Erreichen des Plateaus und damit folglich zu
Dissoziationskonstanten, die gegentber den eigentlichen Werten zu hoch liegen.

Allerdings kann man durch hohe Ligandiiberschusse die maximale Empfindlichkeit des
STD-NMR-Experiments erlangen, indem die Wahrscheinlichkeit gesenkt wird, dass ein
Ligandmolekil wahrend einer Sattigungsphase mehrfach in die Bindungstasche gelangt und
diese schon geséttigten bzw. partiell geséttigten Molekile nicht mehr so effizient am
Sattigungstransfer teilnehmen kdnnen wie ungeséttigte Liganden.

Die STD-NMR-Spektroskopie lasst Untersuchungen von Bindungen in einem grof3en
Kp-Wertebereich (pM-mM) zu und l&sst sich mit vielen bekannten Pulsprogrammen
kombinieren (z.B. STD-HSQC-Spektren fir groliere spektrale Dispersion). Limitierend wirkt
sich allgemein jedoch die Geschwindigkeitskonstante der Dissoziationsreaktion aus. Eine zu
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schnelle Dissoziation fuhrt zu nicht genigend Sattigung, die auf den Liganden Ubertragen
wird, so dass Spektren mit einem sehr schlechten Signal/Rausch-Verhdltnis entstehen. Das
gleiche Problem entsteht, wenn der Ligand zu lange am Protein gebunden bleibt, so dass zu
wenig gesattigte Liganden in Ldsung vorliegen, die detektiert werden kodnnen. Folglich
kénnen nicht alle Protein-Ligand Wechselwirkungen aufgrund ihrer Kinetik untersucht
werden. Die STD-NMR-Methode konnte inzwischen erfolgreich auf Festphasensysteme,*® in
Liposomen eingebettete Transmembranproteine* und sogar auf ganze Zellen iibertragen

werden.*%?
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3. Problemstellung

Zu Beginn einer HIV-1 Infektion dominieren M-trope Stdmme, die bei der Bindung an die
Wirtszelle neben der Wechselwirkung mit CD4 den Chemokinrezeptor CCR5 als Corezeptor
nutzen.®*® Eine Blockierung der fiir die Infektion nétigen GP120-CCR5 Wechselwirkung ist
das Ziel bei der Entwicklung von so genannten Entry-Inhibitoren. Um einer Leitstruktursuche
fir einen Entry-Inhibitor den Weg zu bereiten, ist es von besonderer Bedeutung, die
Wechselwirkung zwischen dem GP120 und dem CCR5 auf atomarer Ebene zu
charakterisieren. Durch Mutations- bzw. Substitutionsstudien innerhalb des CCR5 konnte
bereits gezeigt werden, dass der N-Terminus besonders wichtig fiir die Bindung zum GP120
ist.*"%%% Dabei scheinen die vier Tyrosine innerhalb des N-Terminus, von denen einige
posttranslational sulfatiert werden, eine besonders wichtige Rolle zu spielen.*®-%+%

Im Rahmen dieser Arbeit sollen daher Peptide aus dem Bereich des N-Terminus des humanen
CCR5-Rezeptors dargestellt werden und mittels SPR und STD-NMR auf ihre
Bindungseigenschaften zum GP120 hin untersucht werden. Da sich in vorherigen Arbeiten
zeigte, dass Peptide aus dem CCR5 N-Terminus oftmals schwerléslich in wassrigen Systemen
sind,’®® soll im ersten Teil dieser Arbeit die Loslichkeit der Peptide verbessert werden. Dies
soll zum einen durch Substitutionen einzelner, meist hydrophober Aminoséuren in mehreren
Peptiden als auch durch Verkirzung der Peptidsequenzen erreicht werden.

Im zweiten Teil der Arbeit sollen auf Basis der optimierten Peptidsequenzen Peptide mit
sulfatierten Tyrosinen dargestellt werden. Um Peptide darstellen zu koénnen, in denen die
enthaltenen Tyrosine teilweise sulfatiert vorliegen, muss zun&chst eine entsprechende
Methode fur die Festphasenpeptidsynthese entwickelt werden. Dafir soll ein Fmoc-
geschiitzter Sulfotyrosin-Baustein synthetisiert werden.

Die Charakterisierung der Peptide soll durch MALDI-TOF- oder ESI-Massenspektrometrie
bzw. durch NMR-Spektroskopie erfolgen. Mit Hilfe von CD-Spektroskopie sollen
Sekundarstrukturmerkmale erkannt werden. Die Bindungseigenschaften der Peptide zum
GP120 sollen durch SPR-Messungen auch hinsichtlich des Sulfatierungsmusters untersucht
werden. AbschlieBend sollen STD-NMR-Untersuchungen detaillierte Aussagen tber die an
der Bindung beteiligten Atomgruppen machen und so eine Formulierung des Bindungsepitops

des CCR5 N-Terminus erlauben.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1. Festphasenpeptidsynthese

Im ersten Teil dieser Arbeit wurden in vier separaten Ansatzen 27 Peptide bestehend aus
15 bis 31 Aminosauren mit vollautomatischen Festphasen-Peptidsynthesizern dargestellt.
Dabei kam fur das Peptid Als das continous flow-Verfahren an einem Pioneer Peptide
Synthesizer der Firma Perseptive zum Einsatz und fir alle anderen Peptide das batch-
Verfahren an einem Parallelsyntheseroboter MOS 496Q2 der Firma Advanced ChemTech. Bei
dem letzteren Gerét kdnnen in einem Teflon-Block bis zu 96 Parallel-Synthesen durchgefihrt
werden, wobei sehr geringe Volumina genau pipettiert werden kénnen und das Totvolumen
Klein ist. Dieses System bietet sich also fir die Parallelsynthese mehrerer Peptide unter
Verwendung teurer Aminosaurebausteine an.

Als Festphase diente ein mit Polyethylenglycol copolymerisiertes Polystyrolharz
(Fmoc-PAL-PEG-PS-Harz). Dieses Harz tragt einen (5-(4-Aminomethyl-3,5-dimethoxy-
phenoxy)valeriansaure)-Linker (PAL), der an der Aminofunktion Fmoc-geschitzt ist. Bei den
eingesetzten Aminosauren handelte es sich um seitenkettengeschutzte Fmoc-Aminoséuren. In
Peptid Al wurde das im N-Terminus nattrlich vorkommende Cys-20 durch Alanin ersetzt, in
allen anderen Peptiden wurde Cys-20 durch Serin ersetzt, um bei der Synthese und
Aufarbeitung unerwiinschte Nebenreaktionen hinsichtlich des Cysteins auszuschlielRen.

Bei allen Kupplungsschritten wurde eine Dreifachkupplung (30, 60, 90 min) bei einem
vierfachen Aminosaureuberschuss in Bezug auf die freien Aminofunktionen durchgefiihrt, um
eine moglichst hohe Kupplungsausbeute zu erhalten. Als Aktivator wurde bei der Synthese
TBTU verwendet, welches wie auch die Base DIPEA im fiinffachen Uberschuss zugesetzt
wurde.

Nicht umgesetzte Aminogruppen nach einem Kupplungszyklus wurden mit einer 10 %igen
Losung von Acetanhydrid in DMF acetyliert.

Bei einigen Peptiden wurde die letzte Fmoc-Schutzgruppe nicht automatisch sondern manuell
abgespalten. Das bei der Abspaltung entstehende Methylenfluoren wurde photometrisch
vermessen, um eine vorlaufige Aussage Uber die Ausbeute zu erhalten. Die freie terminale
Aminogruppe wurde anschlieBend nur bei Peptid Al mit Essigsdureanhydrid in DMF

acetyliert.
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Die Abspaltung der am Harz synthetisierten Peptide erfolgte durch Schiitteln des Harzes in
einem Gemisch bestehend aus TFA/TIPS/H,O (90:5:5). Es wurden ausschliellich solche
Aminosdurederivate eingesetzt, deren Seitenkettenschutzgruppen eine vollstdndige
Abspaltung auch ohne weitere scavenger zulassen.

Vor der Aufreinigung des abgespaltenen Rohproduktgemisches per RP-HPLC fand eine
Vorreinigung statt. Dazu wurde das bis zur Trockne eingeengte Rohproduktgemisch mit
eiskaltem Diethylether versetzt, im Ultraschallbad homogenisiert, zentrifugiert und
abdekantiert. Der Rickstand wurde in Wasser lyophilisiert und zeigte bei den nachfolgenden
Probenvorbereitungen fur RP-HPLC verbesserte Loslichkeitseigenschaften im jeweiligen

Laufmittelsystem.

4.2. Synthese des Peptids Als

5 10 15 20 25 30
N-Terminus HN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPCQKINVKQIAAR - Protein

Al AcHN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPAQKINVKQIAAR - CONH,

Als HN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPSQKINVKQIAAR - CONH,

Abbildung 19: Aminosauresequenz des N-Terminus des CCRS5, des Peptids Al und des Peptids Als. In
blau hervorgehobene Aminosauren kennzeichnen Substitutionen in Bezug auf den N-Terminus des CCRb.

In meiner Diplomarbeit wurde das Peptid A1 mit der Sequenz des 31 Aminosauren langen
N-Terminus synthetisiert, wobei das Cys-20 durch ein Alanin substituiert wurde. Der
N-Terminus des Peptids lag acetyliert und der C-Terminus als Amid vor. SPR-Studien
zeigten, dass das Peptid A1 an GP120 bindet. Da dieses Peptid aber schwerldslich in dem
verwendeten Puffersystem war, musste DMSO zugesetzt werden, um eine ausreichende
Loslichkeit fir die SPR-Messungen zu erreichen.*®

Um weitergehende Untersuchungen auch ohne Zugabe von DMSO durchfiihren zu kénnen,
sollte die Loslichkeit des Peptids erhoht werden. Daher wurde in einer ersten Synthese das
Peptid Als dargestellt, bei dem das Cys-20 nicht durch ein Alanin sondern durch ein
hydrophileres Serin substituiert wurde. Um die Loslichkeit des Peptids noch weiter zu
steigern, wurde der N-Terminus nicht acetyliert und lag als freies Amin vor.

Durch die Substitutionen des Cys-20 geht man unter Umstdnden das Risiko ein, das
Bindungsepitop zum GP120 zu zerstoren, da im CCR5 eine Disulfidbriicke zur ECL-3
besteht. Es konnte sich um ein diskontinuierliches Epitop handeln, welches sowohl Teile des
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N-Terminus als auch der ECL-3 beinhaltet. Auf jeden Fall aber wird die strukturinduzierende
Funktion der Disulfidbriicke fehlen, die wahrscheinlich zu einer Verringerung der
Bindungsaffinitat von diesen Peptiden zu GP120 flhren wird.

Das 3ler Peptid Als wurde komplett in einer vollautomatischen Synthese mit
Dreifachkupplungen am Peptidsynthesizer in einem 50 pmol Ansatz hergestellt. Da in
vorhergehenden Synthesen bei Peptid Al die Analyse des automatischen Fmoc-Monitoring
zeigte, dass die Kupplung des Arginins-31 an das Harz nur mit schlechten Ausbeuten
durchfuhrbar war, wurde die erste Kupplung mit dreimal 120 min durchgefuhrt. Dabei war im
Vergleich zu der Synthese von Peptid Al eine deutlich bessere Ausbeute des
Kupplungsschrittes zu erkennen. Nach Aufreinigung mittels HPLC ergab sich eine Ausbeute
von 5.5 %. Das entspricht nur einer Durchschnittausbeute von 91 % pro Aminosdureposition.
Es ist daher zu vermuten, dass es noch weitere Synthesepositionen im Peptid mit
unbefriedigenden Kupplungsausbeuten gibt. Es ist bekannt, dass sich bei der Festphasen-
Peptidsynthese insbesondere bei Sequenzen mit mehr als sechs Aminosauren
Sekundarstrukturen ausbilden kénnen. Diese Sekundarstrukturen konnen die Kupplung der
nachsten Aminoséaure sterisch hindern, so dass es an dieser Position zu Ausbeuteverlusten
kommt. Darlber hinaus entstehen bei der Aufreinigung durch HPLC zusatzliche
Ausbeuteverluste, die ebenfalls fiir eine geringe Ausbeute verantwortlich sind. Da aber
genugend Substanz erhalten wurde, brauchte keine erneute Synthese unter optimierten
Bedingungen durchgefuihrt zu werden. Nach Aufreinigung liber RP-HPLC konnte das Produkt
(MW = 3619.78 g/mol) im MALDI-TOF-Spektrum durch sein [M+H]"-Signal bei
m/z = 3622.04 identifiziert werden.

Das Peptid Als zeigte schon bei der Aufarbeitung per HPLC bessere
Loslichkeitseigenschaften in H,O/MeCN/TFA (95:5:0.1) als das Peptid Al. So war eine
Aufreinigung tber HPLC problemlos moglich. AnschlieBend sollte das Peptid Als NMR-
spektroskopisch vermessen werden. Bei der Probenpréparation kam es allerdings zu
Schwierigkeiten, da das Peptid geldst in H,O/D,0 (9:1, pH 4.0) mit einer Konzentration von
4 mM den Spin-X Zentrifugenfilter (0.2 pm, Celluloseacetat) stark zugesetzt hat. Das
anschlieRend aufgenommene *H-NMR-Spektrum zeigte keine Signale. Die gesamte Substanz
ist demnach beim Filtrieren an der Filter-Membran haften geblieben, oder es haben sich
Aggregate gebildet, die nicht durch den Filter gepasst haben. Ein anschlielend
aufgenommenes *H-NMR-Spektrum, bei dem die Probe nicht filtriert wurde, zeigte, dass es
sich um Aggregate handeln muss, da eine starke Linienverbreiterung zu erkennen war. Auch

eine Zugabe von 20 % deuteriertem TFE brachte keine Verbesserung.
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Die Loslichkeit des Peptids Al ist also durch die Substitution und den freien N-Terminus im
Peptid Als verbessert worden, allerdings lag eine Aggregatbildung vor. Es mussten demnach
noch weitere Peptide in einer Parallelsynthese dargestellt und auf ihre Loslichkeit hin

untersucht werden (Kapitel 4.4).

4.3. Optimierung der Festphasen-Peptidsynthese fiir das Peptid Al

5 10 15 20 25 30
N-Terminus HN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPCQKINVKQIAAR - Protein

Al AcHN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPAQKINVKQIAAR - CONH,

Abbildung 20: Aminosduresequenz des N-Terminus des CCR5 und des Peptids Al. In blau
hervorgehobene Aminosauren kennzeichnen Substitutionen in Bezug auf den N-Terminus des CCR5.

Fur die Optimierung der Festphasenpeptidsynthese wurde das Peptid Al synthetisiert,
welches im Vergleich zu dem CCR5 N-Terminus eine Substitution von Cys-20 durch Alanin
und einen acetylierten N-Terminus sowie eine Amidgruppe am C-Terminus besitzt.

Die Optimierung sollte Aufschluss dariiber geben, mit welcher Belegung des Harzes, mit
welchen Ldsungsmittelmengen und mit welcher Abspaltmethode (automatisiert bzw. manuell)
eine hohere Ausbeute erlangt werden kann. Wichtig waren diese Ergebnisse fir die
nachfolgende Parallelsynthese von 16 Peptiden mit jeweils einer L&nge von 31 Aminosauren
(Kapitel 4.4), bei denen eine grolle Menge an Reagenzien eingesetzt werden musste. Eine
Verbesserung der Ausbeute bedeutet bei solch groRen Synthesen eine erhebliche Einsparung
von Reagenzien und damit auch von Kosten.

Es wurden zwei unterschiedliche Harze mit einer Belegung von jeweils 0.19 und 0.7 mmol/g
fiir eine AnsatzgrofRe von 20 umol flr einen Parallelsyntheseansatz verwendet. Ob es bei
hoher belegten Harzen und groReren Peptiden aber zu einer Behinderung beim
Kettenwachstum wahrend der Synthese kommen kann, sollte durch die nachfolgende
Synthese geklart werden. AuBerdem wurden mit jeder Harzbelegung jeweils zwei Ansétze
gefahren, um festzustellen, ob das Abspalten des Peptids vom Harz besser manuell oder
automatisch geschehen sollte. Es ergaben sich daraus die in Tabelle 1 aufgeflihrten vier
Methoden a-d. Es wurde ermittelt, welche Mengen an Reaktionslésung nétig sind, um eine
ausreichende Bedeckung des Harzes und damit eine gute Durchmischung bei der Synthese zu
gewahrleisten. Es zeigte sich, dass fiir das hoéher belegte Harz nur 510 pL und fir das

niedriger belegte Harz 710 uL bendtigt wurden. Der Unterschied von 40 %, der aufgrund des



52 Ergebnisse und Diskussion

kleineren Volumens des hoher belegten Harzes zwischen diesen beiden VVolumina liegt, macht
deutlich, welchen Einfluss die Wahl der Belegung des Harzes auf die bendtigten

Reaktionsldsungen haben kann.

Tabelle 1: Synthesebedingungen und Ausbeuten bei der Optimierung.

Methode a Methode b Methode ¢ Methode d
Belegung des Harzes
0.19 0.19 0.7 0.7

[mmol/g]
Volumen beim
Kupplungsschritt [uL] 710 710 510 510
Bestimmung des
Ermoc-Wertes nein ja nein ja
Acetylierung und

automatisch manuell automatisch manuell
Abspaltung vom Harz
Ausbeute nach Fmoc-Wert -| 8.9 pmol, 44.7 % -| 12.0 umol, 59.8 %
Ausbeute nach HPLC 23mg,32%| 22mg,30%| 2.6mg,3.5% 2.7mg,3.7%

Als Kupplungsbedingungen fur alle Synthesen wurden Dreifachkupplungen gewahlt, wobei
die erste Kupplung des Arginins mit dreimal 120 min durchgefuhrt wurde. Nach Auf-
reinigung mittels RP-HPLC ergaben sich Ausbeuten von 3.0 bis 3.7 %. Das Produkt
(MW = 3645.82 g/mol) konnte im MALDI-TOF-Spektrum durch ein [M+H]"-Signal bei
m/z = 3648.92 identifiziert werden. Allgemein kann man erkennen, dass die vorlaufigen
Ausbeuten nach Fmoc-Wert bei dem hoher belegten Harz um ca. 15 % besser waren. Dies
scheint sich auch bei den Ausbeuten nach der RP-HPLC widerzuspiegeln. Die geringere
Ausbeute beim niedriger belegten Harz ist auf die weniger konzentrierten Reaktionslésungen
bei der Kupplung zurlickzufuhren, da diese flr eine optimale Bedeckung des Harzes
zusétzlich mit 200 uL DMF versetzt werden mussten. Da eine hohe Belegung kein stérender
Faktor beim Kettenwachstum war, sollte die Synthese der 16 3ler Peptide folglich mit dem
hoher belegten Harz durchgefiihrt werden. Es konnen so bei geringerem DMF-Verbrauch
hohere Ausbeuten erwartet werden.

Ob die Acetylierung und Abspaltung vom Harz automatisch oder manuell erfolgt, scheint
keinen Einfluss auf die Ausbeute zu haben. Allerdings kann bei manueller Abspaltung noch

ein Fmoc-Wert bestimmt werden, der eine vorldufige Ausbeutebestimmung zul&sst. Dies ist
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bei einer Parallelsynthese von vielen Peptiden allerdings unhandlich, so dass in der folgenden

Synthese die Abspaltung automatisiert durchgefuhrt werden sollte.

4.4, Synthese und Bindungsstudien der Peptide A1-A16

5 10 15 20 25 30
N-Terminus HN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPCQKINVKQIAAR - Protein
Al AcHN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPAQKINVKQIAAR - CONH,
A2 HN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPSQKSNSKQSAAR - CONH,
A3 HN - MDYQVSSPIFDINFFTSEPSQKSNSKQSAAR - CONH,
A4 HN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPSQKDNDKQDAAR - CONH,
A5 HN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPSQKFNFKQFAAR - CONH,
AL HN - MDYQVSSPIYDINFYTSEPSQKINVKQIAAR - CONH,
A7 HN - MDYQVSSPIFDINYYTSEPSQKINVKQIAAR - CONH,
A8 HN - MDYQVSSPIYDINYFTSEPSQKINVKQIAAR - CONH,
A9 HN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPSEKINVKETIAAR - CONH,
Al10 HN - MDYQSSSPIYDINYYTSEPSQKINSKQSAAR - CONH,
All HN - MDYQODSSPIYDINYYTSEPSQKSNSKQSAAR - CONH,
Al2 HN - MDFOSSSPIYDINYYTSEPSQKINVKQIAAR - CONH,
Al3 HN - MDFQSSSPIYDINYYTSEPSEKSNSKESAAR - CONH,
Ald HN - MDFQSSSPIFDINYYTSEPSQKSNSKQSAAR - CONH,
Al5 HN - MDFQSSSPIFDINFFTSEPSQKINVKQIAAR - CONH,
Al6 HN - MDFQSSSPIYDINYYTSEPSQKINSKQSAAR - CONH,

Abbildung 21: Aminosduresequenz des N-Terminus des CCR5 und der Peptide Al-Al6. In blau
hervorgehobene Aminosauren kennzeichnen Substitutionen in Bezug auf den N-Terminus des CCR5.

Es wurden 16 Peptide ausgehend von der Sequenz des N-Terminus dargestellt, die an
unterschiedlichen Positionen substituiert wurden (Abbildung 21). Ziel war es, die Léslichkeit
zu erhéhen und so zu ermitteln, welche Aminoséuren oder Bereiche im Peptid Al fur die
schlechte Loslichkeit verantwortlich sind. Ein weiteres Ziel war es herauszufinden, welche
Tyrosine fur die Bindung an das GP120 wichtig sind. Substitutionen wurden vorgenommen
an Tyr-3, Val-5, Tyr-10, Tyr-14, Tyr-15, Cys-20, GIn-21, lle-23, Val-25, GIn-27, und lle-28.
Diese Uiberwiegend unpolaren Aminoséuren wurden durch Ser, Asp, Glu oder Phe substituiert.
Tyrosine wurden ausschlieSlich durch Phe ersetzt, um herauszufinden, inwieweit die
OH-Gruppe auch an der Bindung beteiligt ist, da in diesem Bereich das Bindungsepitop
vermutet wurde. Durch diese Substitution lasst sich eventuell mit Hilfe von
SPR-Experimenten erkennen, ob und welche Tyrosine vorhanden sein mussen, d.h. welche
Hydroxylgruppe von welchem Tyrosin zur Bindungsaffinitét beitragt.

Alle 16 Peptide wurden parallel in einer vollautomatischen Synthese mit Dreifachkupplungen

an einem Peptidsynthesizer in 20 umol Ansétzen hergestellt. Dabei wurde unter optimierten
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Bedingungen mit der Methode ¢ aus dem vorherigen Kapitel gearbeitet. Die erste Kupplung
des Arginins-31 an das Harz wurde wieder aufgrund der schlechten Kupplungsausbeuten in
vorherigen Experimenten mit dreimal 120 min durchgefuhrt. Das Peptid Al wurde als
einziges am N-Terminus acetyliert. Nach Aufreinigung mittels RP-HPLC ergab sich eine
Ausbeute von 2.9 bis 8.0 %. Auch hier ist daher zu vermuten, dass es noch weitere
Synthesepositionen in den Peptiden mit unbefriedigenden Kupplungsausbeuten gibt. Die
Peptide konnten alle in MALDI-TOF-Spektren durch ihre spezifischen [M+H]*-Signale

identifiziert werden.

4.4.1. CD-Messungen

Die CD-Messung wurde mit einer Peptidkonzentration von 2-10° M in Wasser mit drei Scans
uber einen Wellenldngenbereich von 180 nm bis 260 nm durchgefihrt. In Abbildung 22 ist
das CD-Spektrum des Peptids Al und die Auswertung durch das Programm CDPro
abgebildet.
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Abbildung 22: CD-Spektrum und Bestimmung der Sekundarstrukturanteile des Peptids Al durch
verschiedene Auswertungsmodule des Programms CDPro.

Die unterschiedlichen Programme mit den verwendeten Datensdtzen SP43 und SMP56 zur
Berechnung der Sekundarstrukturanteile zeigen alle vergleichbare Resultate. Mit dem
Programm SELCON3 konnten keine Ergebnisse erzielt werden. Die Auswertung des
CD-Spektrums zeigt, dass das Peptid Al zu ca. 40 % aus B-Faltblatt und zu ca. 30 % aus
Zufallsknduel besteht. Einen grofien Anteil macht auch noch der pB-turn aus, wohingegen auf

die a-Helix kaum prozentuale Anteile entfallen. Das Peptid Al scheint demnach einen hohen
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Anteil an geordneter Struktur aufzuweisen. Die UnregelmaRigkeiten in den Messkurven im
Bereich zwischen 180 nm und 190 nm sind auf die geringere Lampenleistung bei Kkleineren

Wellenldngen und die Absorption durch Sauerstoff zurlickzuftihren.

4.4.2. SPR-Bindungsstudien

Grundsatzlich missen Bindungsstudien von Peptiden an GP120 vor dem Hintergrund gesehen
werden, dass beim HIV-Entry vermutlich ein trimolekularer Komplex aus CD4, GP120 und
dem Chemokinrezeptor vorliegt. Dabei wird diskutiert, dass die Bindung des CD4 die
Bindungsstelle am GP120 fiir den Chemokinrezeptor erst freilegt."***® Da bei diesen SPR-
Bindungsstudien kein CD4 verwendet wurde, war die Bildung des trimolekularen Komplexes
nicht moglich. Wie sich aber aus vorherigen Untersuchungen am Peptid Al zeigte, kann eine
Bindung an das monomere GP120 aber auch ohne vorherige Aktivierung durch CD4
stattfinden. Es ist dabei aber zu vermuten, dass die Bindung bedeutend schwacher sein
wird.*®

Die Peptide A2 bis A16 wurden mittels SPR an einem Biacore J in einem HBS-EP-Puffer auf
ihre Bindung zum auf dem Sensorchip immobilisierten GP120 hin untersucht. Das Peptid Al
wurde schon in vorherigen Untersuchungen vermessen.'®® Hierbei hatten sich
Loslichkeitsprobleme ergeben, so dass nur durch Zusatz von DMSO SPR-Messungen
durchgefiihrt werden konnten. Um im Rahmen dieser SPR-Messungen vergleichbare
Ergebnisse zu erhalten, wurde auf die Zugabe von DMSO und somit auf die Messung des
Peptids Al verzichtet. Es wurde ein CMb5-Sensorchip verwendet, der mit 2989 RU
(24.9 fmol) GP120 (Bal) belegt wurde. Zur Kontrolle der Aktivitdt des GP120 wurde ein
I6sliches, in CHO-Zellen exprimiertes CD4-Konstrukt verwendet. Dieses wurde in einer
Konzentration von 1 uM uber den Chip geleitet (low flow, Kontaktzeit 240 s) und die Kurve
extrapoliert. Daraus ergab sich eine Aktivitat von 27 % des immobilisierten GP120 (6.7 fmol
aktives GP120). Diese Aktivitat ist nur ein Anhaltspunkt, da die Bindung des CD4 nicht in
der gleichen Region wie die vom CCR5 stattfindet. Aufgrund der ermittelten Aktivitat des
GP120 lieR sich fur die vermessenen Peptide eine maximale RU-Antwort von ca. 24 RU
erwarten. Da die héchsten gemessenen RU-Antworten fiir die Peptide bei etwa 45 RU lagen,
ist davon auszugehen, dass die CD4-Bindungsregion der Chipoberflache zugewandt vorlag
und die Aktivitatsbestimmung mit dem CD4 daher eine zu geringe Aktivitat hervorgebracht
hat.
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Es wurden unterschiedliche Konzentrationen der Peptide vermessen (500, 250, 125,
62.5 uM). Die Assoziationszeit betrug 180 s. Die Dissoziationsphase wird in den folgenden
Kurven nicht abgebildet, da diese unter den geratebedingten Spikes beim Umschalten von
Probenlosung auf Laufpuffer nicht zu erkennen ist. Sofern es ndétig war, wurde die
Regeneration des Sensorchips mit einer 0.025 %igen SDS-Puffer-Lésung durchgefihrt.
Nachdem von allen Peptiden eine Konzentration von 500 puM vermessen wurde, musste der
Puffer erneuert werden. Hierbei scheint es Unterschiede in der Pufferqualitat gegeben zu
haben, da die nachfolgenden Messungen nicht mehr mit den vorherigen korreliert werden
konnten. Bei der Auswertung der Ergebnisse wurde daher die Messwerte fir die
Konzentration von 500 uM vernachlassigt. Einige Kurven konnten weiterhin nicht zur
Auswertung herangezogen werden, da bei diesen Injektionen Luft in das Flusssystem
gekommen war. Eine zweite Messung unter gleichen Bedingungen war aufgrund der teilweise
geringen vorhandenen Peptidmengen nicht immer moglich.

Alle vermessenen Peptide zeigten Bindung an das GP120. Dabei war der Verlauf der
Bindungskurven aller Peptide vergleichbar. Daher sind in Abbildung 23 exemplarisch die
SPR-Bindungskurven der Verdinnungsreihe des Peptids A15 abgebildet. Der leicht
sigmoidale Kurvenverlauf zu Beginn einer jeden Messung ist auf die Subtraktion der reinen
Pufferkurve von der Peptidkurve zurlickzufuhren. Diese Subtraktion wurde durchgefiihrt, um
den Fehler in der RU-Antwort zu minimieren, da eine reine Pufferinjektion bereits ein Signal
von bis zu funf RU ergab. Bei der Bindungskurve fur die Konzentration von 250 puM erkennt
man nach 20 s einen spike, der auf Luft bei der Injektion zurtickzufiihren ist aber fur die
Auswertung nicht weiter beriicksichtigt werden muss.

Das Peptid A15 erzielte beim fit in einem one-site binding Modell (Abbildung 24) von allen
vermessenen Peptiden mit vier auswertbaren Datenpunkten den niedrigsten Kp-Wert von
116 uM und zeigt damit die grofite Bindungsaffinitdit zum GP120. Das ist in sofern
erstaunlich, da dieses das einzige Peptid war, in dem alle vier Tyrosine durch Phenylalanine
ersetzt wurden. Da angenommen wird, dass ein grof3er Beitrag zur Bindungsaffinitat durch
Sulfatgruppen an diesen Tyrosinen (wahrscheinlich Tyr-3, Tyr-10 und Tyr-14) geleistet
wird,” kann nur spekuliert werden, ob das Peptid A15 durch die zusétzlichen Substitutionen
von Val-5 durch Ser und Cys-20 durch Ser einen anderen Bindungsmodus aufweist, oder ob

die Aromaten eine zusatzliche allgemeine hydrophobe Wechselwirkung eingehen.
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Abbildung 23: SPR-Verdunnungsreihen des Peptids A15. Das zu geringe RU-Signal fir die Konzentration

von 500 UM wurden mit einer anderen Puffercharge erhalten und daher vernachlassigt.
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Abbildung 24: Ermittlung des Kp-Wertes von Peptid A15 Gber das one-site binding Modell. Aufgetragen
ist die jeweilige RU-Antwort gegen die Peptid-Konzentration.

In Tabelle 2 sind alle Peptide mit zugehtrigen Kp-Werten, die aus diesen SPR-Messungen
hervorgingen, aufgefiihrt. Die Kp-Werte bewegen sich dabei im Bereich zwischen 3 und
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2500 puM. Der niedrigste Kp-Wert wurde dabei von Peptid A4 ermittelt. Hier ist allerdings zu
beachten, dass nur drei Datenpunkte in die Berechnung mit einbezogen wurden, wovon der
erste der theoretisch begriindete Nullpunkt ist. Der Kp-Wert von Peptid A13 liegt bei
2500 uM und ist auf unspezifische Bindung zuriickzufiihren, da die SPR-Bindungskurven
einen linearen Anstieg zeigten und nach der Injektion keine Dissoziation zu beobachten war.

Die Fehler, mit denen diese Messergebnisse belastet sind, wurden anhand der Chi%-Werte
abgeschatzt. Wie in Tabelle 2 zu sehen ist, liegen die meisten Chi%-Werte unter zehn, so dass

die Fehler als klein angenommen werden kénnen.'®

Tabelle 2: Ergebnisse der SPR-Studien an den Peptiden A2 bis Al6.

Ko [uM] | Chi® | Datenpunkte
A2 280 115 4
A3 Keine Auswertung moglich
A4 3] 0.0 3
A5 119| 5.9 4
A6 145| 0.0 3
A7 288| 5.7 4
A8 314 27 4
A9 423| 34 4
A10 550 0.0 3
All 292| 14.1 4
Al2 729 1.0 4
Al13 2500| 18.1 4
Al4 Keine Auswertung moglich
Al5 116| 7.5 4
Al6 296| 0.0 3

Bei Peptid A3 konnten keine typischen Bindungskurven gemessen werden. Aufgrund von
sehr starker unspezifischer Bindung, die wahrscheinlich auf Aggregate zurtickzufihren ist,
war hier keine Auswertung moglich. Bei Peptid Al4 konnte auch kein Kp-Wert ermittelt
werden, da nur zwei Datenpunkte aufgrund von Luft im System bei einigen Injektionen zur
Auswertung vorlagen.

Insgesamt lasst sich feststellen, dass die Peptide A4, A5, A6 und A1l5 die besten
Bindungseigenschaften zeigten. Allerdings ist zu beachten, dass bei Peptid A4 und A6 nur
drei Datenpunkte in die Auswertung mit eingegangen sind. Die unterschiedlichen
Bindungseigenschaften kdnnen einerseits aufgrund von einzelnen Substitutionen von direkt an

der Bindung beteiligten Aminosauren hervorgerufen worden sein. Andererseits kann eine
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Substitution auch eine Anderung der dreidimensionalen Struktur bewirken und damit das
Bindungsepitop verandern, obwohl die Aminosaure selbst nicht direkt an der Bindung
beteiligt ist.

Welche Hydroxylgruppen der Tyrosine fir die Bindung wichtig sind, konnte nicht ermittelt
werden. Der Vergleich der Dissoziationskonstanten von A7 (Y10F) und A8 (Y15F) zeigt,
dass kein Unterschied zu erkennen ist. Im Gegensatz dazu zeigt A6 (Y14F) eine um Faktor
zwei kleinere Dissoziationskonstante, es konnten hier allerdings nur drei Datenpunkte in die
Berechnung der Dissoziationskonstante einflie3en, was einen Vergleich schwierig macht. Die
Tyrosine an Position 3, 10 und 14 liegen wahrscheinlich sulfatiert vor. Findet die Bindung
zum GP120 Uber die Sulfatgruppen statt, sind daher durch die gemachten Substitutionen des
Tyrosins durch Phenylalanin nicht unbedingt Anderungen der Dissoziationskonstanten zu

erwarten.

4.4.3. Loslichkeitsversuche

Beim Ansetzen der Stammlosungen fir die SPR-Messungen konnten die
Loslichkeitseigenschaften der Peptide im Puffersystem relativ zueinander abgeschatzt werden.
Hierbei stellte sich heraus, dass die Peptide A2, A3, A4, All, A13 und Al4 eine deutlich
hohere Loslichkeit zeigten, als die anderen Peptide. Betrachtet man die Substitutionen, die an
diesen Peptiden gemacht wurden, so erkennt man, dass die unpolaren Aminosduren lle-23,
Val-25 und Ile-28 durch die polaren Aminosauren Ser oder Asp substituiert wurden.
Besonders das lle-23 scheint ausschlaggebend fur eine schlechte Loslichkeit zu sein, da alle
Peptide, bei denen diese Aminosaure durch Ser oder Asp substituiert wurde, gut lI6slich sind.
Substitutionen in diesem Bereich durch Phe wie in A5 Dbrachten dagegen eine
Verschlechterung der Loslichkeit. Es ist daher davon auszugehen, dass fur die schlechte
Loslichkeit aller Peptide, die dem N-Terminus des CCR5 nachempfunden sind, der Bereich
ab lle-23 mitverantwortlich ist.

Um zu (berpriifen, ob die Loslichkeit fur eine NMR-Auswertung ausreichen wirde, wurden
die Loslichkeiten der Peptide, die die besten SPR-Ergebnisse zeigten (A1, A4, A5, A6, Al5),
in H,O/D,0 (9:1, pH = 4) anhand von NMR-Experimenten mit internem Standard bestimmt.
Als Standard diente DSS in einer Konzentration von 610 uM. Durch Vergleich der Integrale
eindeutiger Protonensignale eines Peptids mit den Signalen des DSS konnten folgende
maximale Loslichkeiten ermittelt werden (Tabelle 3).
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Tabelle 3: Maximale Loéslichkeiten der Peptide Al, A4, A5, A6 und Al5 in H,O/D,0 (9:1, pH = 4).

Al | A4 | A5 | A6 | AL5
c[mM] | 098 12.20| 0.45| 1.14 | 1.33

Erstaunlich ist die hohe Loslichkeit des Peptids A1, welche in vorherigen Untersuchungen auf
10 uM bestimmt wurde.'®® Dieses kann auf den pH-Wert zuriickgefihrt werden, da das Peptid
durch Protonierung in eine leichter 16sliche Form Uberfiihrt werden konnte.

Das Peptid A4 zeigte sogar eine um Faktor 10 hohere Loslichkeit als die anderen Peptide.
Peptid A5 zeigte dagegen eine um Faktor 2 geringere LOslichkeit, was sich in den
Probenpraparationen fir die SPR-Messungen auch schon angedeutet hatte. Die fir die Peptide
bestimmten Konzentrationen wéren ausreichend, um damit NMR-Studien durchfiihren zu
kdnnen.

Vor der Durchfuhrung von NMR-Studien sollten aber noch weitere Modifikationen an den
Peptiden vorgenommen werden, wie die Verkirzungen der Peptidsequenz (Peptide C1-C6)
und der Einbau von Sulfotyrosinen (Peptide E, D1, D2, F1-F5). Da diese beiden
Modifikationen zusammen schon eine ausreichende Ldslichkeit dieser Peptide brachten
(Kapitel 4.9), wurde das Konzept der Substitution einzelner hydrophober Aminosduren der
Peptide A1-A16 nicht weiter verfolgt.

4.5. Synthese der Peptide C1-C6

5 10 15 20 25 30
N-Terminus HN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPCQKINVKQIAAR - Protein
C1 HN - SSPIYDINYYTSEPS - CONH,
C2 HN - MDYQVSSPIYDINYYTSE - CONH,
C3 HN - DYQVSSPIYDINYYTSEPS - CONH,
C4 HN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPS - CONH,
C5 HN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPSQK - CONH,
C6 HN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPSQKINVK - CONH,

Abbildung 25: Aminosduresequenz des N-Terminus des CCR5 und der Peptide C1-C6. In blau
hervorgehobene Aminosauren kennzeichnen Substitutionen in Bezug auf den N-Terminus des CCR5.

Es wurden 6 Peptide ausgehend von der Sequenz des N-Terminus dargestellt, wobei nach
Maglichkeit alle vier Tyrosine in der Sequenz erhalten blieben. Verkirzungen wurden sowohl
N-terminal als auch C-terminal vorgenommen, um den Effekt auf die Loslichkeit des

jeweiligen Peptids bestimmen zu kdnnen. C-terminal wurde ausgehend von den Ergebnissen



Ergebnisse und Diskussion 61

aus Kapitel 4.4.3 auf einen GroRteil der Sequenz verzichtet, da hier wahrscheinlich der Grund
fiir die Unl6slichkeit der bisher untersuchten Peptide lag und das Bindungsepitop in diesem
Bereich nicht vermutet wird (Kapitel 1.2.3.2). Das Cys-20 wurde wie zuvor durch Ser-20
substituiert, um Nebenreaktionen bei der Aufreinigung zu vermeiden. Es ist zu vermuten, dass
man durch die Verkirzungen der Sequenz besser l6sliche Peptide mit &hnlichen
Bindungseigenschaften an das GP120 erhdlt. Diese ermdglichen weitergehende
Untersuchungen hinsichtlich Sulfatierungen an den Tyrosinen.

Alle sechs Peptide wurde parallel in einer vollautomatischen Synthese mit
Dreifachkupplungen am Peptidsynthesizer in einem 20 umol Ansatz hergestellt. Dabei wurde
unter optimierten Bedingungen mit der Methode ¢ aus dem Kapitel 4.3 gearbeitet. Nach
Aufreinigung mittels RP-HPLC ergaben sich Ausbeuten von 2.9 bis 9.9 %, die wieder auf
Kupplungsschritte mit schlechten Ausbeuten schlieRen lassen. Das Peptid C2 war schon in
den HPLC-Laufmitteln so schlecht 16slich, dass auf eine Aufreinigung verzichtet wurde. Die
Peptide konnten mittels MALDI-TOF-MS durch ihre spezifischen [M-+H]*-Signale
identifiziert werden.

Die Peptide C3, C4 und C6 zeigten im *H-NMR-Spektrum in H,0/D,0 (9:1, pH = 4) nur eine
geringe Loslichkeit, so dass auf eine NMR-Charakterisierung verzichtet werden musste. Das
Peptid C5 zeigte eine gute Loslichkeit, es traten allerdings Linienverbreiterungen im
'H-NMR-Spektrum auf, die durch Aggregatbildung hervorgerufen sein kénnten. Eine Zugabe
von 30% TFE als Losungsvermittler konnte die Aggregation vermindern, so dass im
Spektrum dispergierte Signale erschienen, die aber fiir eine Auswertung eine zu geringe
Intensitat hatten. Auf eine NMR-Charakterisierung wurde daher auch hier verzichtet. Das
Peptid C1 zeigte die beste Loslichkeit. Zur genauen Charakterisierung wurden 2D-NMR-
Experimente aufgenommen. Im TOCSY-Spektrum des Peptids C1 konnten die Spinsysteme
aller Aminosauren identifiziert werden. Durch Auswertung der NH-Region konnten 13 NH-
Spuren, im Bereich von 7.846 bis 8.653 ppm, den entsprechenden Aminosauren zugeordnet
werden. Die zwei Prolinspuren konnten anhand ihrer CHg,g:-Spuren zugeordnet werden. Die
Sequenzierung des Peptids gelang durch Analyse der Nachbarschafts-NOE’s in einem
NOESY-Spektrum. Die *H-NMR-chemischen Verschiebungen sind in Tabelle 18 angegeben.
Vergleicht man die Peptide und deren Loslichkeiten untereinander, so lasst sich feststellen,
dass Peptid C1 besser I6slich ist als Peptid C4, also eine Verkirzung auf der N-terminalen
Seite zur Steigerung der Loslichkeit beitragt. Auf der C-terminalen Seite zeigt der Vergleich
von Peptid C2 mit Peptid C4, dass Pro-19 und Ser-20 stark zur Loéslichkeit beitragen. Eine

Verlangerung der Sequenz um weitere zwei Aminosauren wie bei Peptid C5 fuhrt zwar zu
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einer weiteren Loslichkeitssteigerung allerdings unter Bildung von Aggregaten. Die
Verlangerung der Sequenz an dieser Stelle um noch weitere vier Aminosauren fiihrt dann
schlieBlich zu einer Verschlechterung der Loslichkeit. Aus diesen Ergebnissen l&sst sich
folgern, dass der Sequenzabschnitt mit der besten Loslichkeit, der zudem noch alle vier
Tyrosine beinhaltet, von Tyr-3 bis Ser-20 gehen musste. Diese Sequenz wurde daher in
spateren Synthesen fir die Peptide F1-F5 gewdhlt.

Weitergehende SPR-Bindungsstudien wurden mit diesen Peptiden nicht durchgefihrt, da
lediglich der Einfluss der Verkiirzungen der Peptidsequenz auf die Loslichkeit untersucht

werden sollte.

4.6. Synthese des Sulfotyrosin-Bausteins S2

Um Peptide darzustellen, die Sulfotyrosine in ihrer Sequenz enthalten, gibt es folgende
Maglichkeiten: Zum einen kénnen Enzyme verwendet werden, die nach der Peptidsynthese
Tyrosine sulfatieren konnen. Zu diesen Enzymen gehoren TPST-1 und -2. Das
Sulfatierungsmuster ist vorher nicht abzusehen, so dass diese Methode fiir eine zielorientierte
Synthese mit sulfatierten und nicht sulfatierten Tyrosinen an bestimmten Positionen im Peptid
nicht angewendet werden kann.” Den hohen Kosten fir die Enzyme stehen geringe
Ausbeuten gegenuber. Bei den chemischen Methoden wird grundsatzlich zwischen Synthese
mit orthogonaler Schutzgruppenstrategie und Bausteinsynthese unterschieden. Bei ersterer
kdénnen die zu sulfatierenden Tyrosine mit orthogonaler Schutzgruppenstrategie in der
Peptidsynthese eingesetzt werden, indem nach abgeschlossener Synthese und Abspaltung des
Peptids vom Harz die Sulfatierung an den entschutzten Tyrosinen durch Behandlung mit
einem DMF.SO3 oder Pyridin.SO; Addukt erfolgt.*® Hier kann es allerdings aufgrund von
sterischer Hinderung innerhalb des Peptids zu unvollstandiger Sulfatierung kommen, die eine
Aufreinigung erheblich erschwert. Bei der Bausteinsynthese wird das Natriumsalz des
Sulfotyrosins als Baustein eingesetzt und wéhrend der Synthese direkt an spezifischen
Positionen eingebaut.’® Da es mit dieser Methode mdglich ist, bestimmte
Sulfatierungsmuster im Peptid in annehmbaren Ausbeuten zu verwirklichen, wurde in den
folgenden Peptidsynthesen nach letzterer Methode vorgegangen. Fir langere Peptide bietet
sich auch die konvergente Bausteinsynthese an, die den Vorteil der leichteren Aufreinigung
per HPLC mit sich bringt. Fir die in dieser Arbeit dargestellten Peptide war diese

Vorgehensweise allerdings nicht nétig.
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Fur die Synthese der Peptide E, D1, D2 und F1-F5 wurde als Baustein Tyrosin, dessen
Phenylring an der OH-Gruppe sulfatiert wurde, benétigt. Daher musste vor Beginn der
Synthese dieser Baustein synthetisiert werden. Aufgrund der Fmoc-Strategie in der
Festphasenpeptidsynthese war es auflerdem notwendig, die Aminofunktion mit der Fmoc-

Schutzgruppe zu schiitzen. Der Syntheseweg ist in Abbildung 26 skizziert.

OH OH
COOH Fmoc-Succinimid (OOH
K > Fmoc o
H,N' \H st
0SO, Na'
OH COOH
COOH DMF*SO,
—— Fmoc~_ . S2
Fmoc o N’
\{}|| H

Abbildung 26: Syntheseschema fiir die Synthese des Fmoc-geschiitzten Sulfotyrosin-Bausteins S2.

Die Synthese des Fmoc-geschitzten Tyrosins S1 erfolgte ausgehend vom Tyrosin mit Fmoc-
Succinimid und ergab eine Ausbeute von 2.15 g, was einer Ausbeute von 38 % bezogen auf
das eingesetzte Tyrosin entspricht. Die anschliefende Charakterisierung durch NMR-
Spektroskopie zeigte, dass es sich bei der erhaltenen Substanz um das gewtinschte Produkt
handelte.

Im né&chsten Schritt der Synthese sollte das Fmoc-geschitzte Tyrosin S1 an der phenolischen
Hydroxylgruppe sulfatiert werden. Als Sulfatierungsmittel wurde ein SOz;DMF-Addukt
gewahlt.”®” Zunachst wurde die Reaktion bei Raumtemperatur durchgefihrt und tiber DC
verfolgt (Laufmittel: CHCls/Methanol 3:2). Hierbei ergab sich eine Reaktionsdauer von 24 h
bis das Edukt vollstaindig umgesetzt war. Um diese zu verkirzen, wurde die
Reaktionstemperatur auf 40 °C erhoht. Die Reaktionszeit konnte so auf 5 h gesenkt werden.
Die  anschlieBende  Reinigung  des  Reaktionsgemisches  erfolgte  zunéchst
sdulenchromatographisch. Das erhaltene Produkt konnte jedoch nicht zur Kristallisation
gebracht werden. Daher wurde das Produkt zunéchst wieder in Methanol aufgenommen und
Fallungsversuche mit Losungsmitteln unterschiedlicher Polaritdt durchgefiihrt. Eine
quantitative Fallung konnte mit 1-Butanol erreicht werden. Das Produkt wurde mit einer
Ausbeute von 21 % erhalten. Bei der anschlieBenden NMR-spektroskopischen
Charakterisierung konnte die eingefuhrte Sulfatgruppe indirekt Gber die VVeranderungen der
chemischen Verschiebung der *H als auch der **C-Signale nachgewiesen werden.
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Abbildung 27: Strukturformel des Fmoc-geschiitzten Sulfotyrosin-Bausteins S2 mit Nummerierung der
Atome.

Im *H-NMR-Spektrum zeigt sich dies durch eine Verschiebung des Signals H-15 von
6.66 ppm beim Fmoc-geschitzten Tyrosin nach 7.03 ppm beim Fmoc-geschitzten
Sulfotyrosin (Abbildung 28). Alle weiteren Protonen zeigten keine deutliche Veranderung der
chemischen Verschiebung ihrer Protonensignale. Im **C-Spektrum ist die Veranderung der
chemischen Verschiebung noch deutlicher zu erkennen. Das Signal fur Kohlenstoffatom
C-16, welches die Hydroxylgruppe im Fmoc-geschitzten Tyrosin tragt, ist durch die Bindung
der Sulfatgruppe um 24 ppm tieffeldverschoben. Die beiden zur Sulfatgruppe ortho-standigen
Kohlenstoffatome (C-15) zeigen ebenfalls eine Veranderung. Die chemische Verschiebung
andert sich in diesem Fall um 5 ppm zu tieferem Feld. Bei den beiden zur Sulfatgruppe meta-

stdndigen Kohlenstoffatomen (C-14) ist schlieBlich kein deutlicher Effekt mehr zu erkennen.
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Abbildung 28: Ausschnitt aus den beiden NMR-Spektren des Fmoc-geschitzten Tyrosins S1 (rot) und des
Fmoc-geschitzten Sulfotyrosin-Bausteins S2 (blau).
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4.7. Festphasenpeptidsynthesen mit dem Sulfotyrosin-Baustein S2

Im Zuge dieser Arbeit wurde ein Verfahren etabliert, durch das Peptide dargestellt werden
kdnnen, die an Tyrosinen in ihrer Sequenz ein bestimmtes Sulfatierungsmuster aufweisen. Im
Gegensatz zu dem Standardverfahren der Festphasenpeptidsynthese (Kapitel 4.1) ist diese
Synthese unter Verwendung eines Fmoc-geschiitzten Sulfotyrosin-Bausteins bedeutend
aufwendiger. Der Grund dafur liegt in der sdurelabilen Sulfatgruppe.

In Abbildung 29 ist der Fmoc-geschitzte Sulfotyrosin-Baustein S2 zu sehen, der bei der
Peptidsynthese eingesetzt wird. Die Sulfatgruppe am Phenylring stellt einen
Schwefelsaureester dar, der im sauren Milieu leicht gespalten wird. Der Mechanismus der

Desulfatierung ist in Abbildung 30 dargestellt.®®
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Abbildung 30: Mechanismus der Desulfatierung von Arylmonosulfaten im sauren Milieu.

Bei der Aufarbeitung der Peptide stellt die Empfindlichkeit der Sulfatgruppe ein erhebliches
Problem dar, da die Schutzgruppen der Seitenketten im sauren Milieu abgespalten werden
mussen. Dies geschieht im Allgemeinen mit TFA bei Raumtemperatur ber einen Zeitraum
von ca. einer Stunde. Diese Bedingungen wiirden allerdings zu einem fast vollstandigen

Verlust der Sulfatgruppen fuhren. Kitagawa et al. zeigte sich jedoch, dass die Desulfatierung
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in 90 %iger TFA stark temperaturabhangig ist.°®* Die Halbwertszeit steigt von ca. 20 min
bei 30 °C Uber 2 h bei 18°C auf Uber 30 h bei 0°C. Die Abspaltzeiten der einzelnen
Schutzgruppen der Seitenketten verlangern sich ebenfalls, aber nicht im gleichen Umfang wie
die der Desulfatierung, so dass eine Abspaltung der Schutzgruppen bei gleichzeitigem Erhalt
der Sulfatgruppen bei tiefen Temperaturen moglich ist.**%*"

Die Peptide D1, D2 und F1-F5 wurden an vollautomatischen Festphasenpeptidsynthesizern
hergestellt. Das Peptid E wurde von Hand synthetisiert. Bei einem PAL-PEG-PS-Harz wirde
die Abspaltung vom Harz bei Raumtemperatur in 90 % TFA durchgefiihrt werden, was eine
unerwinschte Desulfatierung der Tyrosine bewirken wirde. Das konnte in ersten
Vorversuchen solcher Peptidsynthesen gezeigt werden, in denen die Tyrosine der
synthetisierten Peptide nach der Abspaltung vom Harz keine Sulfatgruppen mehr trugen.
Deswegen wurde als feste Phase ein 2-Chlortrityl-Polystyrolharz eingesetzt, an das die erste
Aminosaure bereits gekuppelt war und dessen Aminogruppe Fmoc-geschitzt vorlag. Eine
Abspaltung der Peptide vom Harz ist hierbei unter milden Bedingungen mit HFIP/DCM
(30 min bei 25 °C) mdglich, wobei nicht das Amid sondern die freie Sdure am C-Terminus
entsteht.

Die fir die Synthese eingesetzten Aminosdauren trugen an den Seitenketten sdurelabile
Schutzgruppen und waren an der Aminofunktion Fmoc-geschitzt. Die Aminosauren wurden
durch Dreifachkupplungen (30, 60, 90 min) an die bestehende Peptidkette gekuppelt. Als
Kupplungsreagenzien fur die nattrlichen Aminosauren wurden PyBob und NMM verwendet,
fiir die Kupplung der Sulfotyrosine wurde stattdessen HOBt und DIPCDI verwendet, da diese
Kupplungsreagenzien, im Vergleich zu den oben genannten, in Vorversuchen zu besseren
Ergebnissen gefiihrt hatten. Dabei wurden die in Tabelle 4 aufgefilhrten Aquivalente
eingesetzt. Erste Versuche, Peptide Uber die Standardmethode mit TBTU und DIPEA
darzustellen, hatten zu keinem nachweisbaren Produkt gefiihrt. Hier kommt es vermutlich zu

Nebenreaktionen, die eine Synthese des Produktes unmdéglich machen.

Tabelle 4: Aquivalente der Reagenzien bei der Aminosaurekupplung.

Sulfotyrosin-Baustein S2 3eq. AS| 3eq.DIPCDI | 3eq. HOBt
andere Aminosauren 3eq. AS| 3eq.PyBOP | 9eq. NMM

Im Anschluss an den letzten Kupplungsschritt wurde die Fmoc-Schutzgruppe der terminalen

Aminosaure manuell abgespalten, und die Abspaltlésung, die das Methylenfluoren-Piperidin-
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Addukt enthielt, wurde photometrisch vermessen. Es konnte so die Rohausbeute der Synthese
ermittelt werden.

Die Abspaltung der Schutzgruppen wurde unter Eiskiihlung bei 0 °C in 90 % aq. TFA fir
5-7h durchgefihrt. Die TFA wurde im Vakuum entfernt, wobei die Temperatur des
Reaktionsgemisches ohne Unterbrechung bei 0 °C gehalten werden musste. AnschlieRend
wurde kaltes H,O hinzugegeben und lyophilisiert.

Die Aufreinigung der Peptide wurde mit RP-HPLC durchgefiihrt. Dabei konnten aufgrund der
séurelabilen Sulfatgruppen nicht die TFA-haltigen Laufmittel fir die vorherigen Synthesen
verwendet werden. Anstelle dessen wurden Laufmittelgemische mit NH;OAc-L6sung

gewahlt.

4.8. Synthese des Peptids E

E HN - T ¥ K - COCH

Abbildung 31: Aminosauresequenz des Peptids E. Das Sulfotyrosin ist rot hervorgehoben.

Auch das Tripeptid E wurde mittels Festphasenpeptidsynthese dargestellt. Da es sich hierbei
lediglich um ein Tripeptid handelte, wurde dieses Peptid manuell in einem 20 pmol Ansatz
mit Dreifachkupplung synthetisiert. Es wurde nur ein Teil der Rohsubstanz mittels RP-HPLC
aufgereinigt, da das Peptid nur Charakterisierungszwecken diente.

Dieses Peptid wurde als einfaches Testsystem hergestellt, um die Charakterisierung von
Peptiden, die Sulfotyrosin enthalten, durch massenspektrometrische Methoden zu optimieren,
da bei den bis dahin synthetisierten Peptiden mit Sulfotyrosinen keine ausreichenden
Charakterisierungsmoglichkeiten durch MALDI-TOF-MS bzw. ESI-MS gefunden wurden.
Durch die lonisationsmethode der Probe im UV-MALDI-TOF-MS kann es u.a. zu
Photoreaktionen kommen, die zu einem vollstandigen Verlust der Sulfatgruppen fihren. Es
konnte daher auf diesem Wege weder im positive- noch im negative ion mode eine
Charakterisierung der sulfatierten Peptide erfolgen, obwohl die durch Photoreaktionen
desulfatierten Peptide nachgewiesen werden konnten. Auch die Verwendung einer Vielzahl
an Matrices kombiniert mit unterschiedlichen Pré&parationsmethoden erbrachte keine
Ergebnisse.

Die Charakterisierung des Peptids E tUber MALDI-TOF-MS war nur schwer durch das
[M+H]"-Signal bei m/z = 503.2 mdglich, so dass diese Nachweismethode bei groReren

Peptiden mit mehreren Sulfotyrosinen nicht mehr anwendbar ist.
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Das Peptid E konnte allerdings gut durch ESI-MS im negative ion mode unter Erhalt seiner
Sulfatgruppe an seinem [M]-Signal bei 501.2 g/mol charakterisiert werden. Die Probe wurde
dafir mit 1 % Triethylamin versetzt und Uber Direkteinspritzung injiziert. Die
Charakterisierung aller Peptide mit Sulfotyrosinen erfolgte daher stets nach dieser Methode.

4.9. Synthese und Bindungsstudien der Peptide D1 und D2

5 10 15 20 25 30
N-Terminus HN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPCQKINVKQIAAR - Protein
D1 HN - NYYTSEPSQK - COOH
D2 HN - NYYTSEPSQK - COOH

Abbildung 32: Aminosauresequenz des N-Terminus des CCR5 und der Peptide D1 und D2. In blau
hervorgehobene Aminosauren kennzeichnen Substitutionen in Bezug auf den N-Terminus des CCR5.
Sulfotyrosine sind rot hervorgehoben.

Die Peptide D1 und D2 sollten ausgehend von der Sequenz des N-Terminus des CCR5
dargestellt werden und dienten unter anderem dazu, die Synthesebedingungen fiir Peptide mit
Sulfotyrosinen zu optimieren. Dafur wurde eine Sequenz von zehn Aminoséuren gewéhlt, die
an zwei Positionen Tyrosine beinhaltet. Nach der Synthese sollten SPR- und STD-
Experimente an GP120 durchgefihrt werden. Das verwendete 2-Chlortrityl-Polystyrolharz
bewirkt nach der Abspaltung der Peptide am C-Terminus eine freie Sdurefunktion.

Die Peptide wurden parallel in einer vollautomatischen Synthese mit Dreifachkupplungen am
Peptidsynthesizer in einem 20 pumol Ansatz hergestellt. Dabei wurde das Peptid D1 parallel in
drei Ansatzen mit drei unterschiedlichen Methoden bezuglich des capping-Schrittes
synthetisiert. Der capping-Schritt stellt bei der Synthese von Peptiden, die Sulfotyrosine
enthalten, eine besondere Herausforderung dar. Bei der standardmaRigen Peptidsynthese
werden nach jedem Kupplungsschritt freie Aminofunktionen mit Ac,O/DMF (1:10) acetyliert
(capping).*® Dieser Schritt ist notwendig, um Aminosduren, die am Harz bzw. am Peptid
gebunden sind aber nicht im vorangegangenen Kupplungsschritt reagiert haben, durch die
Acetylierung fur weitere Reaktionen zu blockieren. Es sollte hier nun untersucht werden,
welchen Einfluss das Essigséureanhydrid und vor allem die bei der Reaktion entstehende
Essigsaure auf die Sulfatgruppen hat. Aus den Ergebnissen sollten sich optimierte capping-
Bedingungen fur die Synthese der nachfolgenden Peptide F1-F5 ergeben. Im Folgenden sind
die Methoden a bis ¢ des capping-Schrittes fir die Synthese des Peptids D1 aufgefihrt.
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Methode a

Bei dieser Methode wurde mit Ac,O/DMF (1:10) nur bis zur Syntheseposition 8 gecappt. An
dieser Position der Synthese erfolgt die Kupplung eines Sulfotyrosins. Nach der Kupplung
wurde auf das cappen komplett verzichtet, um spater im Vergleich mit den anderen Methoden

die Auswirkungen auf das Sulfotyrosin zu untersuchen.

Methode b
Im Unterschied zur Methode a wurde der capping-Schritt bis zur letzten Syntheseposition

durchgefiihrt.

Methode ¢
Es wurde mit einem Gemisch von Ac,O/Pyridin/DMF (1:1:38) bis zur letzten
Syntheseposition gecappt.

Bei dem Peptid D2 handelt es sich um ein Kontrollpeptid, das kein Sulfotyrosin in seiner
Sequenz enthalt. In dieser Synthese wurde mit Ac,O/DMF (1:10) bis zur letzten
Syntheseposition gecappt.

Die Aufreinigung aller Peptide erfolgte Gber RP-HPLC. Die Peptide zeigten eine sehr gute
Loslichkeit. Das Peptid D1 [M = 1295.60 g/mol] konnte durch ESI-MS (negative ion mode)
durch das [M]*-Signal bei m/z = 646.9 identifiziert werden. Das Peptid D2 konnte im
MALDI-TOF-MS durch das [M+H] *-Signal bei m/z = 1216.5 identifiziert werden.

Waihrend die Ausbeuten nach HPLC bei Peptid D1 abhdngig von der capping-Methode
zwischen 2.3 und 9.3 % lagen, konnte das Peptid D2 in einer Ausbeute von 26 % erhalten
werden. Dies verdeutlicht die schlechten Kupplungsausbeuten bei der Kupplung eines
Sulfotyrosin-Bausteins. Die Ausbeute von nur 2.3 % bei der capping-Methode b zeigt die
Empfindlichkeit des Bausteins gegeniiber dem standard capping-Protkoll.

Die Synthese nach der Methode c stellte die schonendste Variante mit guter Ausbeute dar. Es
wurde die beim cappen freigesetzte Essigsaure durch das zugegebene Pyridin neutralisiert, so
dass es zu keiner sichtbaren sdaureinduzierten Desulfatierung am Tyrosin kam. Zuséatzlich
wurde auch die Abspaltung des Peptids vom Harz verhindert, da die 2-Chlortrityllinkergruppe
ebenfalls sehr sdurelabil ist. In den folgenden Synthesen wurde daher dieses schonende
Verfahren zum cappen verwendet.

In 'H-NMR-Spektren in H,O/D,O (9:1, pH = 4) zeigte sich, dass die Peptide gut I&slich

waren. Zur genauen Charakterisierung wurden 2D-NMR-Experimente aufgenommen. Im
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TOCSY-Spektrum der Peptide konnten die Spinsysteme aller Aminosauren identifiziert
werden. Durch Auswertung der NH-Region konnten neun NH-Spuren, fiir D1 im Bereich von
6.592 bis 8.453 ppm, fir D2 im Bereich von 6.594 bis 8.483 ppm, den entsprechenden
Aminoséauren zugeordnet werden. Die Prolinspur konnten anhand ihrer CHg,g--Spuren
zugeordnet werden. Die Sequenzierung des Peptids gelang durch Analyse der Nachbarschafts-
NOE’s in einem NOESY-Spektrum. Die ‘H-NMR-chemischen Verschiebungen sind in
Tabelle 21 und Tabelle 22 angegeben.

49.1. CD-Messungen

Die CD-Messungen wurden entsprechend der Messungen in Kapitel 4.4.1 durchgefihrt. In
Abbildung 33 sind die CD-Spektren der Peptide D1 und D2 und die Auswertung durch das
Programm CDPro abgebildet.
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Abbildung 33: CD-Spektren und Bestimmung der Sekundéarstrukturanteile der Peptide D1 und D2 durch
verschiedene Auswertungsmodule des Programms CDPro.

Die etwas unterschiedlichen Kurvenverlaufe der beiden Spektren kdnnen entweder auf leichte
Unterschiede in der Sekundérstruktur oder auf die Anwesenheit der Sulfatgruppe bei
Peptid D1, die als starkes Chromophor dient, zuriickgefiihrt werden. Die verschiedenen
Programme mit den verwendeten Datensdtzen SP43 und SMP56 zur Berechnung der
Sekundarstrukturanteile zeigen leichte Abweichungen voneinander. Wahrend die Ergebnisse
der Programme CONTINLL und CDSSTR wieder gut tbereinstimmen, zeigt das Programm
SELCONS etwas andere Ergebnisse. Mit dem Programm CDSSTR und dem Datensatz SP43
konnten keine Ergebnisse erzielt werden.

Die Auswertung der CD-Spektren zeigt, dass die Peptide D1 und D2 eine ahnliche
Sekundarstruktur aufweisen. Sie bestehen zu ca. 30 % aus Zufallskn&uel und zu ca. 40 % aus
B-Faltblatt. Rund 20 % macht der B-turn aus, wohingegen auf die a-Helix kaum prozentuale
Anteile entfallen. Das Programm SELCONS3 zeigt hingegen bei Peptid D2 nur 20 %
[B-Faltblatt, dafir aber fast 50 % Zufallskn&uel.



72 Ergebnisse und Diskussion

Verglichen mit den Ergebnissen der CD-Messung von Peptid Al (Kapitel 4.4.1), welches die
gesamte Sequenz des N-Terminus beinhaltet, zeigen die Peptide D1 und D2 vergleichbare
Ergebnisse. Trotz der relativ kleinen Sequenz von zehn Aminoséuren Lange scheinen die

Peptide einen hohen Grad an geordneter Struktur aufzuweisen.

4.9.2. SPR-Bindungsstudien

Zu Beginn der SPR-Experimente wurde das Peptid D2, welches keine Sulfotyrosine enthalt,
an einem Biacore 3000 in einem HBS-EP-Puffer auf seine Bindung zum GP120 hin
untersucht. Fir die Messungen wurde ein CM5-Goldchip verwendet, der mit 9322 RU
(77.7 fmol) GP120 (Bal) belegt wurde. Die Aktivitat des GP120 wurde durch ein l6sliches, in
CHO-Zellen exprimiertes CD4-Konstrukt bestimmt. Aus der Extrapolation der
Bindungskurve ergab sich eine Aktivitat von 36 % des immobilisierten GP120 (28.1 fmol
aktives GP120).

Fur die Injektion wurde das Injektionsprogramm KINJECT bei einer FluRrate von 10 ul/min
verwendet. Das effektiv vermessene Volumen lag bei 100 ul der Substanz. Als
Dissoziationszeit wurden jeweils 300 s gewahlt. Zur Regeneration wurde nach jeder Messung
10 uL einer 0.0025 %igen Natriumdodecylsulfat-Losung mit einer Flussrate von 20 pL/min
uber die Zelle geleitet. Anschlielend erfolgte eine Injektion von 100 pL des Laufpuffers.

Das HBS-EP-Puffersystem wurde als Laufpuffer verwendet, in dem auch die Proben geldst
wurden. Es wurden Verdunnungsreihen mit unterschiedlichen Konzentrationen (150, 100, 60,
30, 10, 5, 2 uM) vermessen. In Abbildung 34 sind die Bindungskurven der Verdinnungsreihe
des Peptids D2 abgebildet.
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Abbildung 34: SPR-Bindungskurven der Verdiinnungsreihe des Peptids D2 .

Ein fit der Assoziations- und Dissoziationskurven fiir die Konzentration ¢ = 100 uM an ein
Geschwindigkeitsgesetz erster Ordnung ergibt eine off rate von 0.12 s und einen Kp-Wert
von 15 uM. Da bei einer Konzentration von 100 uM allerdings schon unspezifische Bindung
auftritt, wie in Abbildung 35 zu sehen ist, ist die hier ermittelte off rate wahrscheinlich
Kleiner. Dementgegen wirkt der sogenannte rebinding-Effekt auf der hochbelegten
Chipoberflache, durch den die wahre Dissoziationsrate hoher liegen kann. Fur die
Konzentrationen kleiner 100 uM konnte kein fit erhalten werden.

Das Peptid D2 erzielte beim fit in einem one-site binding Modell (Abbildung 35) einen
Kp-Wert von 475 uM. Wie aber deutlich zu erkennen ist, scheint es ab einer Konzentration
groler 60 UM verstarkt zu unspezifischer Bindung zu kommen. Daher wurde noch eine
weitere Auswertung vorgenommen, in der nur die Konzentrationen bis 60 uM beriicksichtigt
wurden. Die Anderung des Chi>-Wertes von 7.34 nach 1.53 zeigte eine deutliche
Verbesserung des fits. Der Kp-Wert lag so bei 14 uM, was erstaunlich gut mit dem aus den
kinetischen Daten ermittelten Kp-Wert von 15 pM (bereinstimmt. Dieser Vergleich ist
allerdings kritisch zu betrachten, da die verwendete Konzentration von 100 uM zwar fir die
kinetische Auswertung jedoch nicht fir die Auswertung des one-site binding Modells

verwendet wurde.
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Abbildung 35: Ermittlung des Kp-Wertes von Peptid D2 tber das one-site binding Modell. Aufgetragen ist
die jeweilige RU-Antwort gegen die Peptid-Konzentration.

Das Peptid D1 wurde unter gleichen Bedingungen wie Peptid D2 allerdings bis zu einer
Konzentration von 100 uM vermessen. Wie am Kurvenverlauf zu erkennen ist (Abbildung
36), verhalten sich die Bindungskurven dieses Peptids anders als die des Peptids D2. Die

Bindungskurven gaben hier negative RU-Antworten.
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Abbildung 36: SPR-Bindungskurven der Verdiinnungsreihe des Peptids D1

Da der einzige Unterschied zwischen den beiden Peptiden in der Sulfatgruppe am Tyr-14
liegt, muss davon ausgegangen werden, dass dies die Ursache fir die unterschiedlichen
Kurvenverlaufe ist. Dieser Effekt lasst sich Uber den veranderten Brechungsindex der
Probenlosung erklaren, da die zusatzliche Sulfatgruppe bei Peptid D1 eine Solvathille mit
positivem Gegenion erzeugt. Dadurch kann die RU-Antwort durchaus negative Wertebereiche
annehmen. Der Bindungskurvenverlauf kann weiterhin Gber ionische Wechselwirkungen
zwischen Sulfatgruppe bzw. dessen Solvathille und GP120 erklart werden. Versuche mit
anderen Puffersystemen, in denen vor allem die lonenstdrke der Losung veréndert wurde,
brachten keine Verdnderung der Bindungskurven. Daher wurde fur die Auswertung Gber das
one-site binding Modell nicht RUnax sondern der Betrag von RUni, bestimmt (Abbildung 37).
Da fir die Bestimmung des Kp-Wertes nur die Konzentrationsabhangigkeit wichtig ist, ist

diese Vorgehensweise zuléssig.
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Abbildung 37: Ermittlung des Kp-Wertes von Peptid D1 Uber das one-site binding Modell. Aufgetragen ist
die jeweilige RU-Antwort gegen die Peptid-Konzentration.

Fur das Peptid D1 konnte mit dem fit in einem one-site binding Modell ein Kp-Wert von
35 UM (Chi? = 3.5) bestimmt werden. Hierbei wurde der gesamte Messbereich bis 100 pM
ausgewertet.

Der Kp-Wert des Peptids D1 liegt im Vergleich zu dem des Peptids D2 ca. um Faktor zwei
héher. Da die Sulfatgruppe an der Bindung zum GP120 beteiligt sein soll, wurde zuvor eine
Erniedrigung der Dissoziationskonstante vermutet. Ausserdem zeigt Peptid D2 ab einer
Konzentration von 60 UM eine unspezifische Bindung wahrend Peptid D1 diesen Effekt nicht
zeigt. Die Auswertung der unterschiedlichen Bindungskurven (positiv und negativ) der beiden

Peptide konnte eine Erkl&rung fir diese Effekte sein.

49.3. STD-NMR-Experimente

Die STD-NMR-Experimente wurden bei 285 K an einem 700 MHz-Spektrometer
aufgenommen. Die Peptide D1 und D2 wurden in Tris-D,O-Puffer als Liganden gegen

GP120 (Bal) in einem Shigemi-R6hrchen vermessen. Fir jedes Peptid wurde sowohl ein
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epitope mapping als auch Titrationsexperimente zur Bestimmung von Affinitatskonstanten

durchgefiihrt.

Epitope mapping Peptid D2

Fiir das Peptid D2 wurde ein 1D-'H-STD-Spektrum fiir das epitope mapping mit einer
Konzentration von 500 uM (100facher Uberschuss bezogen auf die Protein-Konzentration)
aufgenommen. Trotz der relativ langsamen Dissoziationsrate von ko = 0.12 s, die aus den
SPR-Kurven abgeschétzt werden konnte (Kapitel 4.9.2), zeigte das Peptid D2 starke STD-
Effekte. Es ist daher anzunehmen, dass in den SPR-Bindungsstudien rebinding-Effekte auf
der hochbelegten Chipoberflache auftraten und die wirkliche Dissoziationsrate daher héher
liegt. Es konnten im gesamten Peptid STD-aktive Gruppen identifiziert werden (Abbildung
38).

A: 1D-NMR-Spektrum des Liganden (WATERGATE)
B: 1D-STD-NMR-Spektrum des Liganden ohne Protein (Artefakt-Bestimmung)
C: 1D-STD-NMR-Spektrum des Liganden mit Protein

JLL l "
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Abbildung 38: Vergleich des NMR-Spektrums des Peptids D2 mit WATERGATE-Wasserunterdriickung
(oben) und des STD-NMR-Spektrums ohne Protein (mitte) mit dem STD-NMR-Spektrum mit Protein
(unten).
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Besonders wichtig scheinen die Aromaten von Tyr-14 und Tyr-15 und die Ha-Protonen von
Tyr-15 und Thr-16 zu sein, da diese den groRten STD-Effekt zeigten (Abbildung 39). Daher

wird hier ein wesentlicher Teil des Bindungsepitops vermutet.
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Abbildung 39: Epitope mapping des Peptids D2 gegen GP120 (Bal) per STD-NMR. Protonen, die einen
STD-Effekt zeigen, sind rot markiert und der GrofRe nach in drei Kategorien (schwach, mittel, stark)
eingeteilt. Der rotliche Hintergrund deutet den wesentlichen Teil des Bindungsepitops an.

Titration Peptid D2

Um die Dissoziationskonstanten der Protonen im Peptid zu bestimmen, wurden mehrere
1D-'H-STD-NMR-Spektren mit unterschiedlichen Ligandkonzentrationen (5-100facher
Uberschuss bezogen auf die Protein-Konzentration von 5 uM) aufgenommen. Die
Ligandkonzentration wurde von Messung zu Messung erhoht. Es wurden flr jede Messung
nur die STD-Amplifikationsfaktoren der Protonen bestimmt, die im epitope mapping den
starksten STD-Effekt zeigten. Die ermittelten Datenpunkte kénnen nach einem one-site
binding Modell gefittet werden. Da einige Parameter nicht bekannt waren (die Kinetik der
Austauschreaktion, die Zeitkonstanten fur die Sattigung und die Ti-Relaxationszeiten fur die
betrachteten Protonen), um den exakten Kurvenverlauf beschreiben zu kénnen, mussten diese
Effekte vernachlassigt werden (Abbildung 40).
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Abbildung 40: STD-Titration von Peptid D2. Fir die Bestimmung der Kp-Werte individueller Protonen
wurden die Datenpunkte Uiber ein one-site binding Modell gefittet.

Die ermittelten Kp-Werte reichen von 3 mM (Tyr-15 He,He*-Protonen) bis 36 mM (Thr-16
Ha-Proton). Betrachtet man den fit in Abbildung 40, so scheint dieser fast linear und es kann
nicht eindeutig von einer spezifischen Bindung ausgegangen werden. Die Kp-Werte flr die

betrachteten Protonen sind in Tabelle 5 zusammengestellt.

Tabelle 5: Kp-Werte individueller Protonen von Peptid D2. Die Datenpunkte wurden Uber ein one-site
binding Modell gefittet.

Proton Kp-Werte [MM]
Tyr-14 H3,H&" 7
Tyr-14 He,He* 7
Tyr-15 H,Ho* 13
Tyr-15 He, He' 3
Tyr-15 Ho 12
Thr-16 Ha 36

Die bei den STD-NMR-Titrationen ermittelten Kp-Werte der einzelnen Protonen zeigen

teilweise Abweichungen untereinander, die wie folgt erklart werden kénnen: Zum einen
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zeigen Protonen, die nahe am Protein stehen, einen starkeren STD-Effekt als Protonen, die
vom Protein abgewandt sind. Diese Eigenschaft wird fir das epitope mapping verwendet und
flhrt bei der Berechnung der Kp-Werte zu Unterschieden zwischen einzelnen Protonen. Zum
anderen kann es in den 1D-'H-NMR-Spektren auf Grund von sehr &hnlichen chemischen
Verschiebungen mehrerer Protonen zu Signallberlagerungen kommen. Zeigen diese Protonen
unterschiedliche STD-Effekte, so kann bei der Auswertung nur der starkste bestimmt und
jedem Proton zugeordnet werden. Eine anschlieBende Kp-Wert Berechnung fuhrt somit zu
Ungenauigkeiten.

Verglichen mit den SPR-Ergebnissen von Peptid D2, wo ein Kp-Wert von 475 uM Uber den
Konzentrationsbereich bis 150 uM bestimmt wurde, ist der kleinste Kp-Wert der STD-NMR-
Ergebnisse um den Faktor 6 groRer. Wie bei den SPR-Ergebnissen aber schon erkannt wurde,
kommt es bei Konzentrationen grofler 60 pM zu unspezifischen Bindungen, die z.B. auf
Aggregatbildung zurickzufihren sind. Da die STD-NMR-Messungen verglichen mit den
SPR-Messungen in einem hoheren Konzentrationsbereich von 25-500 puM durchgefihrt
wurden, konnte der gleiche Effekt auch hier aufgetreten sein. Da bei STD-NMR das Protein
in Losung und nicht an eine Oberflaiche gebunden vorliegt und die unterschiedlichen

Puffersysteme und kénnten zudem noch eine Veranderung des Kp-Wertes bewirken.

Epitope mapping Peptid D1

Auch fiir das Peptid D1 wurde ein 1D-'H-STD-NMR-Spektrum fiir das epitope mapping mit
einer Konzentration von 500 pM (100facher Uberschuss bezogen auf die Protein-
Konzentration) aufgenommen. Im gesamten Peptid konnten STD-aktive Gruppen identifiziert
werden, wobei eine hohe Ubereinstimmung im Vergleich zu Peptid D2 gefunden wurde.
Besonders wichtig scheinen auch hier die Aromaten von Tyr-14 und Tyr-15 zu sein wéhrend
die Ha-Protonen von Tyr-15 und Thr-16 etwas geringere STD-Effekte zeigen als bei Peptid
D2 (Abbildung 41). Der Bindungsmodus des Peptids D1 scheint dem des Peptids D2 sehr

ahnlich zu sein.



Ergebnisse und Diskussion 81

H
Ca. _OH HN o
c c. CH OH " _CH
e’ NH H.c” >c” H,c” H,C—cy e’
2) 2 2 2
' N N i i
Y H 20N H sUN. H 2 oE~. H PN H
HNT H Y Ny Cc—N H7¢ N H C—N H C—N_}y_C N HNc—Ny c—nTH N_j_C—OH
[l c H [l C H Il C [l c H [l c
o E H o : 0 : o : o :
HC C~ c, HC H HC
H \ICI/ \?H H,c” H o H \?HZ “Son 2 \cl:Hz
c. _C C H.C
H Sy Ho” o 2 \(|:H2
H SO_H NH

Abbildung 41: Epitope mapping des Peptids D1 gegen GP120 (Bal) per STD-NMR. Protonen, die einen
STD-Effekt zeigen, sind rot markiert und der Grolie nach in drei Kategorien (schwach, mittel, stark)
eingeteilt. Der roétliche Hintergrund deutet den wesentlichen Teil des Bindungsepitops an. Die
Sulfatgruppe an Tyr-14 ist gelb hervorgehoben.

Titration Peptid D1

Es wurden mehrere 1D-"H-STD-NMR-Spektren mit unterschiedlichen Ligandkonzentrationen
(5-100facher Uberschuss bezogen auf die Protein-Konzentration von 5 pM) aufgenommen,
um die Dissoziationskonstanten der Protonen im Peptid zu bestimmen, wobei die
Ligandkonzentration von Messung zu Messung erhéht wurde. Es wurden fir jede Messung
nur die STD-Amplifikationsfaktoren der Protonen bestimmt, die im epitope mapping den
stirksten STD-Effekt zeigten. Die ermittelten Datenpunkte wurden wieder nach einem one-
site binding Modell gefittet (Abbildung 42).
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Abbildung 42: STD-Titration von Peptid D1. Fir die Bestimmung der Kp-Werte individueller Protonen
wurden die Datenpunkte Uiber ein one-site binding Modell gefittet.

Die ermittelten Kp-Werte reichen von 902 uM (Tyr-14 He,He*-Protonen) bis 1962 uM
(Tyrl5 He,He*-Proton). Die Kp-Werte fur die betrachteten Protonen sind in Tabelle 6

zusammengefasst.

Tabelle 6: Kp-Werte individueller Protonen von Peptid D1. Die Datenpunkte wurden Uber ein one-site
binding Modell gefittet.

Proton Kp-Werte [uM]
Tyr-14 H3,H3" 906
Tyr-14 He,He* 902
Tyr-15 H5,H&" 837
Tyr-15 Heg, He* 1962

Verglichen mit den SPR-Ergebnissen von Peptid D1, wo ein Kp-Wert von 35 UM uber den
Konzentrationsbereich bis 100 uM bestimmt wurde, ist der kleinste Kp-Wert der STD-NMR-
Ergebnisse um den Faktor 24 groRer. Diese Tendenz deckt sich mit der von Peptid D2, wo der
Unterschied bei Faktor 6 lag. Da die SPR-Ergebnisse von Peptid D1 aus den negativen RUpn



Ergebnisse und Diskussion 83

Werten ermittelt wurden und die Bindungskurven wahrend der Messung in eine fast lineare
Steigung Ubergingen, ist die durch SPR-Experimente ermittelte Dissoziationskonstante eher
ungenau. STD-NMR scheint fir das System mit Sulfotyrosinen eine bessere
Untersuchungsmethode darzustellen.

Vergleicht man die durch STD-NMR ermittelten Dissoziationskonstanten von Peptid D1 und
D2 untereinander, so scheint die Sulfatgruppe in Peptid D1 eine Erniedrigung der
Dissoziationskonstanten um den Faktor drei zu bewirken. Diese Ergebnisse sprechen dafir,
dass sich die Sulfatgruppe direkt an der Bindung zum GP120 beteiligt und dadurch eine
héhere Affinitdt zum GP120 vorhanden ist.

4.10. Synthese und Bindungsstudien der Peptide F1-F5

5 10 15 20 25 30
N-Terminus HN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPCQKINVKQIAAR - Protein
F1 HN - YQVSSPIYDINYYTSEPS - COOH
F2 HN - YOQVSSPIYDINYYTSEPS - COOH
F3 HN - YQVSSPIYDINYYTSEPS - COOH
F4 HN - YOQVSSPIYDINYYTSEPS - COOH
F5 HN - YOQVSSPIYDINYYTSEPS - COOH

Abbildung 43: Aminosauresequenz des N-Terminus des CCR5 und der Peptide F1-F5. In blau
hervorgehobene Aminosauren kennzeichnen Substitutionen in Bezug auf den N-Terminus des CCRS5.
Sulfotyrosine sind rot hervorgehoben.

Die optimierten Synthesebedingungen mit Hilfe der Ergebnisse der Synthese des Peptids D1
und die Mdglichkeit zum Nachweis von Peptiden mit Sulfotyrosinen durch Peptid E bildeten
die Voraussetzungen flr eine neue Festphasenpeptidsynthese von fiinf weiteren Peptiden
(Abbildung 43). Wie sich bei den Peptiden C1-C6 gezeigt hatte, verspricht ein Peptid mit der
Sequenz von Tyr-3 bis Ser-20 gut I6slich zu sein. Zudem beinhaltet diese Sequenz alle vier
Tyrosine des N-Terminus vom CCR5 und alle fiir die Bindung an das GP120 relevanten
Aminosauren, die sich aus Mutations- und Substitutionsstudien ergeben haben (Ser-7, Asp-11,
Asn-13, Tyr-14, Tyr-15, vgl. Abbildung 7). Es ist daher anzunehmen, dass die gewéhlte
Peptidsequenz einen Grofdteil des Bindungsepitops zum GP120 beinhaltet. Daher sollten alle
fiinf Peptide dieser Sequenz entsprechen und ein unterschiedliches Sulfatierungsmuster an
den vier Tyrosinen aufweisen, um den Einfluss der Sulfatgruppen auf die Bindung zum
GP120 mit SPR- und STD-NMR-Experimenten untersuchen zu konnen. Dabei diente das
Peptid F1 ohne Sulfotyrosine als Referenzpeptid. Da angenommen wird, dass mindestens
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zwei Tyrosine im nativen N-Terminus des CCR5 sulfatiert sind®°*%, sollten im Rahmen
dieser Synthese zwei-, drei- und vierfach sulfatierte Peptide erhalten werden. Durch die
Sulfatgruppen wurde eine zusatzliche Loslichkeitsverbesserung der Peptide vermutet. Das
Cys-20 wurde wie bisher durch Serin substituiert, um Nebenreaktionen bei der Aufreinigung
zu vermeiden.

Alle funf Peptide wurden parallel in einer vollautomatischen Festphasenpeptidynthese mit
Dreifachkupplungen an einem Peptidsynthesizer in einem 40 pmol Ansatz dargestellt. Das
capping der Peptide wurde nach Methode ¢ (Kaptiel 4.9) mit einem Gemisch aus
Ac,0O/Pyridin/DMF (1:1:38) durchgefuhrt. Nach Aufreinigung mittels RP-HPLC ergab sich
eine Ausbeute von 2.7 bis 3.1 %. Die geringe Ausbeute bei Peptid F1 ist auf die unerwartet
schlechte Loslichkeit zurtickzufiihren, wéhrend die geringen Ausbeuten bei den anderen
Peptiden auf die schlechten Kupplungsausbeuten bei der Kupplung der Sulfotyrosin-
Bausteine hindeuten. Dieses konnte anhand von Abbruchpeptiden im HPLC-Lauf erkannt

werden.

Abbruchpeptid F2 mit F2 mit
YTSEPS 2 Y-SlO3H 1 Y;SO3H
+ OtBu -Schutz-
l l \ / 215 nm
gruppe

275 nm

I

w\fu\)m)‘wkﬁ

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
Zeit [s]

Abbildung 44: HPLC-Diagramm der Aufreinigung des Peptids F2 aufgenommen bei Wellenldngen von
215 und 275 nm. Die ldentifizierung der einzelnen Fraktionen gelang mit MALDI-TOF- und ESI-MS.

In Abbildung 44 ist ein HPLC-Diagramm der Aufreingung des Peptids F2 abgebildet,

welches bei einer Wellenlange von 215 und 275 nm (Amid- und Aromatenbande)
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aufgenommen wurde. Bei t = 550 s ist deutlich ein Peak des Abbruchpeptids YTSEPS vor der
ersten Kupplung des Sulfotyrosin-Bausteins zu erkennen. Die Kupplung dieses Bausteins ist
demnach nur mit geringer Ausbeute gelungen. Daher fihren mehrere solcher Bausteine in
einem Peptid zu drastischen Ausbeuteverlusten. Bei t = 1100 s erkennt man das gleiche
Abbruchpeptid allerdings mit noch vorhandener OtBu-Schutzgruppe. Die Entschutzung der
Seitenkettenschutzgruppen mit 90 % ag. TFA bei 0°C ist demnach nicht quantitativ
verlaufen. Eine Verldngerung der Reaktionszeit oder Erhéhung der Reaktionstemperatur bei
der Entschutzung kann aber auch nicht vorgenommen werden, da unter den durchgefiihrten
Bedingungen schon etwa. 50 % Desulfatierungen beobachtet werden kdnnen, wie man im
Vergleich von Peptid F2 mit nur einem Sulfotyrosin (Peak bei t = 2050 s) mit Peptid F2 mit
zwei Sulfotyrosinen (Peak bei t = 1950s) erkennen kann. Das Verhéltnis zwischen
Abspaltung der Schutzgruppen und der Desulfatierungsrate ist abhangig von der
Reaktionszeit. Dieses Problem wird umso komplizierter, je mehr Sulfotyrosine im Peptid
vorliegen. Eine Ausbeuteerhdhung lieBe sich demnach nur durch Optimierung der
Einzelkupplung wie z.B langere Reaktionszeiten bei der Bausteinkupplung erzielen, um
weniger Abbruchpeptide zu erhalten.

Das Peptid F1 konnte im MALDI-TOF-MS-Spektrum durch sein [M+H]'-Signal bei
m/z = 2127.9 nachgewiesen werden. Die Peptide F2-F4 konnten alle im ESI-MS-Spektrum
(negative ion mode) durch ihre spezifischen [M]*- bzw. [M]*-Signale identifiziert werden.
Bei Peptid F5 gelang keine Identifizierung. Es war hier mit einem [M]*-Signal zu rechnen,
welches im Spektrum nicht beobachtet werden konnte. Unklar bleibt, ob die Synthese des
Peptids F5 vielleicht aufgrund der benachbarten Sulfotyrosine an den Positionen Tyr-14 und
Tyr-15 nicht erfolgreich war, oder ob der Nachweis des Peptids durch ESI-MS zu
unempfindlich war.

Das Peptid F1 zeigte bei der NMR-Probenvorbereitung in H,O/D,0 (9:1, pH = 4) entgegen
den vorherigen Vermutungen nur eine geringe Loslichkeit. Auch sukzessive Zugabe von
DMSO bzw. TFE bis zu einer Konzentration von 50 % konnten die Ldslichkeit nicht soweit
steigern, dass NMR-Untersuchungen durchgefiihrt werden konnten. Das Peptid F1 konnte
schlieBlich nur in reinem DMSO durch 2D-NMR-Experimente charakterisiert werden. Die
Peptide F2-F4 zeigten eine ausgezeichnete Loslichkeit in wassrigen Systemen und wurden
daher in H,O/D,O (9:1, pH = 4) durch 2D-NMR-Experimente charakterisiert. Im
TOCSY-Spektrum der Peptide konnten die Spinsysteme aller Aminosauren identifiziert
werden. Durch Auswertung der NH-Region konnten 16 NH-Spuren den entsprechenden

Aminosauren zugeordnet werden. Die jeweils zwei Prolinspuren konnten anhand ihrer
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CH,-Spuren zugeordnet werden. Die Sequenzierung der Peptide gelang durch Analyse der
Nachbarschafts-NOE’s in den zugehérigen NOESY-Spektren. Die ‘H-NMR-chemischen
Verschiebungen sind in Tabelle 24 bis Tabelle 27 angegeben. In Abbildung 45 ist
stellvertretend der NH-Bereich des TOCSY-Spektrums des Peptids F4 abgebildet.
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Abbildung 45: Ausschnitt des NH-Bereichs des TOCSY-Spektrums von Peptid F4, gemessen bei 285 K in
H,0O/D,0 (9:1, pH = 4.0).

4.10.1. CD-Messungen

Die CD-Messungen wurden entsprechend der Messungen in Kapitel 4.4.1 durchgefihrt. In
Abbildung 46 sind die CD-Spektren der Peptide F1-F4 und die Auswertung durch das
Programm CDPro abgebildet, wobei die unterschiedlichen Programme und verwendeten

Datensatze zur Berechnung der Sekundarstrukturanteile alle vergleichbare Resultate zeigen.
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Abbildung 46: CD-Spektren und Bestimmung der Sekundarstrukturanteile der Peptide F1-F4 durch
verschiedene Auswertungsmodule des Programms CDPro.
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Es zeigte sich, dass die Peptide F1-F4 alle eine dhnliche Sekundarstruktur aufweisen. Zu ca.
30 % bestehen sie aus Zufallsknduel und zu ca. 40 % aus pB-Faltblatt. Weitere 20 % macht

noch der B-turn aus, wohingegen auf die a-Helix kaum prozentuale Anteile entfallen. Bei
Peptid F3 zeigte das Programm CDSSTR mit dem Datensatz SP43 etwas abweichende
Ergebnisse, da hier die p-Faltblatt Anteile nur ca. 20 % betragen, wahrend die Zufallsknduel
Anteile auf fast 50 % steigen.

Trotz der der relativ kurzen Sequenz von 18 Aminoséduren scheinen die Peptide einen hohen
Grad an geordneter Struktur aufzuweisen, der verglichen mit den Ergebnissen der CD-
Messung von Peptid Al (Kapitel 4.4.1), welches die gesamte Sequenz des N-Terminus
beinhaltet, sehr &hnlich ist. Es ist demnach davon auszugehen, dass trotz der Verkirzung der

Sequenz von 31 auf 18 Aminosauren die Sekundarstrukturanteile erhalten bleiben.

4.10.2. SPR-Bindungsstudien

Die Peptide F1-F4 wurden unter den gleichen Bedingungen wie die Peptide D1 und D2
(Kapitel 4.9.2) an einem Biacore 3000 in einem HBS-EP-Puffer auf ihre Bindung zum GP120
hin untersucht.

Es wurden Verdinnungsreihen mit unterschiedlichen Konzentrationen (100, 60, 30, 10, 5,
2 uUM) vermessen. Zu Beginn wurde die Bindung des Peptids F1, welches keine Sulfotyrosine
enthalt, zum GP120 hin untersucht (Abbildung 47). Die SPR-Messungen zeigten jedoch unter
den gewéhlten Messbedingungen unspezifische Wechselwirkungen zwischen dem Peptid und
dem GP120.
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Abbildung 47: SPR-Bindungskurven der Verdiinnungsreihe des Peptids F1.

Das Peptid F1 zeigte beim fit in einem one-site binding Modell (Abbildung 48) (ber den
gesamten Konzentrationsbereich einen nicht bestimmbaren Kp-Wert, da die Kurve keinem
Sattigungswert zustrebt. Ab einer Konzentration groRer 5 UM scheint es zu unspezifischer
Bindung zu kommen, die durch Aggregation des Peptids bei htheren Konzentrationen erklart
werden konnte. Daflr sprechen auch die sehr hohen RU-Antworten von bis zu 300 RU bei
einer Konzentration von 100 uM. Die theoretisch maximale RU-Antwort des Peptids F1
durfte bei der durch CD4 bestimmten Aktivitat nur bei 60 RU liegen. Daher wurde noch eine
weitere Auswertung vorgenommen, in der nur die Konzentrationen bis 5 pM beriicksichtigt

wurden. Der Kp-Wert lag demnach bei 4 pM.



90 Ergebnisse und Diskussion

300

250

200

150

100

SPR-Signal [RU]

a1
o
1

1 -~ 1 "1 1T 1 1T "1 1T 1T 1 "1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110

¢ [uM]

Abbildung 48: Ermittlung des Kp-Wertes von Peptid F1 Giber das one-site binding Modell. Aufgetragen ist
die jeweilige RU-Antwort gegen die Peptid-Konzentration.

Das Peptid F2 zeigte unter gleichen Messbedingungen wie bei Peptid F1 einen vollstandig
anderen Kurvenverlauf (Abbildung 49). Die Bindungskurven geben hier am Anfang negative
RU-Antworten wie bei Peptid D1 (Kapitel 4.9.2) bevor ein fast linearer Anstieg der RU-
Antwort erfolgt. Nach beendeter Injektion konnte so gut wie keine Dissoziation des Peptids
von der Chipoberflache beobachtet werden. Das deutet daraufhin, dass eine irreversible
Bindung des Peptids an das GP120 vorlag. Die Ursache fur die unterschiedlichen
Kurvenverldufe von Peptid F1 und F2 ist erneut auf die Sulfatgruppen (Tyr-3 und Tyr-14) bei
Peptid F2 zurtickzufihren (Kapitel 4.9.2).
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Abbildung 49: SPR-Bindungskurven der Verdiinnungsreihe des Peptids F2.

Es konnte trotzdem eine Konzentrationsabhangigkeit im Bereich der ersten 100 s beobachtet
werden, so dass auch hier fur die Auswertung Uber das one-site binding Modell nicht RUpax
sondern RUpin bestimmt wurde (Abbildung 50), da fur die Bestimmung des Kp-Wertes nur

die Konzentrationsabhangigkeit wichtig ist.
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Abbildung 50: Ermittlung des Kp-Wertes von Peptid F2 Gber das one-site binding Modell. Aufgetragen ist
die jeweilige RU-Antwort gegen die Peptid-Konzentration.

Fur das Peptid F2 konnte mit dem fit in einem one-site binding Modell ein Kp-Wert von
7 UM bestimmt werden. Hierbei wurde Uber den gesamten Messbereich bis 100 uM
ausgewertet.

Die Bindungskurven der Peptide F3 und F4 zeigten mit Peptid F2 vergleichbare
Kurvenverlaufe. Diese wurden daher entsprechend ausgewertet. Der lineare Anstieg der
Kurve bei den Peptiden mit Sulfotyrosinen scheint mit der Anzahl an Sulfotyrosinen zu
korrelieren. Er ist umso starker, je mehr Sulfotyrosine im Peptid vorhanden sind. Aus
welchem Grund die Sulfotyrosine diesen Anstieg bewirken, konnte im Rahmen dieser Arbeit
nicht genau geklart werden. Es wird aber vermutet, dass ionische Wechselwirkungen
zwischen Sulfatgruppe bzw. Hydrathille und Protein die Ursache dafir sind.

Eine Auflistung der bestimmten Kp-Werte der Peptide F1-F4 findet sich in Tabelle 7.
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Tabelle 7: Ergebnisse der SPR-Studien der Peptide F1 bis F4.

Ko [UM]| Chi?| Messbereich [uM]
F1 4 0.0 0-5
F2 7 0.3 0-100
F3 16 0.4 0-100
F4 66 0.9 0-100

Ein Vergleich der Dissoziationskonstanten von Peptid F1 mit den Peptiden F2-F4 ist
schwierig, da das Peptid F1 ab einer Konzentration von 10 uM eine unspezifische Bindung
zeigt und daher Uber einen anderen Messbereich ausgewertet wurde. Die Peptide F2-F4
zeigen Kkeine unspezifische Bindung. Hier konnte man deshalb unterschiedliche
Bindungsmodi annehmen.

Es wurde vermutet, dass die Sulfatgruppen an den Tyrosinen zur Bindung des Peptids F2 an
das GP120 beitragen und damit die Dissoziationskonstante erniedrigen mdassten (vgl.
Kapitel 4.9.2). Dieser Effekt kann nicht beobachtet werden. Es zeigt sich, dass mit
zunehmender Anzahl an Sulfotyrosinen im Peptid der Kp-Wert steigt. Eine
Erklarungsmoglichkeit dafur liegt in der Methode der Auswertung. Da die Bindungskurven
der Peptide mit Sulfotyrosinen erst negative RU-Werte aufweisen und dann einen linearen
Anstieg zeigen, der wahrscheinlich auf unspezifische ionische Wechselwirkungen

zurlickzufuhren ist, kann die Methode der Auswertung hier insofern in Frage gestellt werden.

4.10.3. SPR-Bindungsstudien mit Zellen

Mit Hilfe der SPR-Bindungsstudien mit Zellen wurden erste Versuche zur Inhibition der
GP120-CCR5-Wechselwirkung gemach. Daflir wurden CCR5-0berexprimierende vitale
HOS-Zellen (human osteo sarcoma, HI5-Zellen) eingesetzt. Als Negativkontrolle dienten
HOS-Zellen ohne CCR5-Corezeptor (Parentalzellen).

Die SPR-Bindungsstudien wurden an einem Biacore J in einem PBS-Puffer durchgefihrt. Fur
die Messungen wurde ein CM5-Goldchip verwendet, der mit 2694 RU (22.5 fmol)
GP120 (SF162) belegt wurde. Die Aktivitat des GP120 wurde durch ein losliches, in CHO-
Zellen exprimiertes CD4-Konstrukt bestimmt. Dieses wurde in einer Konzentration von 1 uM
uber den Chip geleitet (low flow, Kontaktzeit 360 s) und die Kurve extrapoliert. Aus der
Extrapolation der Bindungskurve ergab sich eine Aktivitat von 42 % des immobilisierten
GP120 (9.4 fmol aktives GP120).
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Die Zellkulturen bestehend aus Osteosarkoma HI5- bzw. Parentalzellen wurden bei 37 °C in
Wachstumsmedium kultiviert. Nach Abernten und Waschen der Zellen wurde deren
Vitalitatsrate durch Auszéhlung der mit Trypanblau angefarbten Zellen auf ca. 90 %
bestimmt. Auf Basis der Zellanzahlbestimmungen wurde eine Konzentration der Zellkulturen
von 400 Zellen pro pL prapariert, mit denen die Messungen erfolgten.

Zu Beginn wurden 180 ul der Zellsuspension bei einer Flulrate von 15 pl/min injiziert. Die
HI15-Zellen zeigten eine eindeutige Bindung an das auf dem Chip immobilisierte GP120. Zur
Regeneration wurde nach jeder Messung 30 pL einer 0.0025 %igen Natriumdodecylsulfat-
Losung mit einer Flussrate von 30 pL/min Gber die Zelle geleitet.

In weiteren Experimenten wurden Konzentrationen der Peptide F2 bzw. F4 von 400 uM in
der Zellsuspension hergestellt, um eine mogliche Inhibition der GP120-CCR5-
Wechselwirkung beobachten zu konnen. Dabei sollten die Peptid die Bindungsstelle des
GP120 auf der Chipoberflache blockieren, so dass keine Bindung des CCR5 zum GP120
mehr stattfinden konnte. Die Bindungskurven dieser SPR-Experimente lieBen allerdings noch
keine eindeutigen Aussagen Uber mdgliche Inhibitionseffekte zu. Aufgrund der geringen
Menge an Peptid, die fur diese Experimente noch zur Verfiigung stand, konnte deshalb keine

weitere Auswertung erfolgen.

4.10.4. STD-NMR-Experimente

Die STD-NMR-Experimente wurden bei 285 K an einem 700 MHz-Spektrometer
aufgenommen. Die Peptide F2 und F4 wurden in Tris-D,O-Puffer als Liganden gegen
GP120 (SF162) in einem Shigemi-Rohrchen vermessen. Es wurde hier das Isolat SF162
verwendet, da sich nach einer Sequenzanalyse der Isolate Bal und SF162 (HIV Sequence
Database) zeigte, dass das Isolat SF162 das hochkonservierte GPGRAF-Motiv der V3-Loop
beinhaltet, wahrend das Isolat Bal in diesem Bereich Substitutionsmuster aufweist.'”* Die
Vergleichbarkeit der STD-Ergebnisse der Peptide D1, D2 und F1-F4 untereinander scheint
auch gewabhrleistet zu sein, da vorherige SPR-Messungen der Peptide vergleichbare
Ergebnisse in Bezug auf die Isolate (Bal bzw. SF162) zeigten. Fir jedes Peptid wurde sowohl
ein epitope mapping als auch Titrationsexperimente zur Bestimmung von Affinitatskonstanten

durchgefhrt.
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Epitope mapping Peptid F2 und F4
Es wurden 1D-"H-STD-NMR-Spektren fiir das epitope mapping mit einer Konzentration von
333 uM fiir das Peptid F2 bzw. 500 uM fiir das Peptid F4 (100facher Uberschuss bezogen auf

die Protein-Konzentration) aufgenommen.

A: 1D-NMR-Spektrum des Liganden (WATERGATE)
B: 1D-STD-NMR-Spektrum des Liganden ohne Protein (Artefakt-Bestimmung)
C: 1D-STD-NMR-Spektrum des Liganden mit Protein
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Abbildung 51: Vergleich des NMR-Spektrums des Peptids F4 mit WATERGATE-Wasserunterdriickung
(oben) und des STD-NMR-Spektrums ohne Protein mit dem STD-NMR-Spektrum mit Protein.

Es konnten in den gesamten Peptiden STD-aktive Gruppen identifiziert werden. Beispielhaft
ist dies anhand von Peptid F4 in Abbildung 51 zu sehen. Besonders groRe STD-Effekte
zeigen die Aromaten von Tyr-10, Tyr-14 und Tyr-15 und weitere Protonen in diesen
Bereichen der Peptide. Daher wird hier ein wesentlicher Teil des Bindungsepitops vermutet.
In Abbildung 52 sind die Ergebnisse des epitope mappings der Peptide F2 und F4 dargestellt.



96 Ergebnisse und Diskussion

SOH
H |
RN

Hc‘ \T (‘iH3 ﬁ
)\ CH H.C_H_-CH, OH H.C<_ wCH c
H,c c“ N7 e e 3 H,e” ow
! . P
c H U H ZUN U H ~
ZEN — N Re— NN e— —N H c—NH _c—NHc—--m--
H,N c—N HC N C—N_H C—N c N H,C—N c—NH c—N"H'¢c
2! H \C/ H H \C/ H HHC/ C/ N1 H H
o : o oHY I H o
H,C H,C —CH HC [
\‘?H2 2"Non H'(f' 2 2 \ICI/ \?H
SN c._ ~C
N No H NPT
H \
SO,H
'5' oH
NS
i S
c c_ .C OH
He™ M, hg” S H e HC—cn
i I i i
H 20N H 2N PN H H'N O H
7777777 N\Ic'l/ci’: H ﬁ N H C—N"H ﬁiN\g/ciu H ﬁiN\H/C NTH HfN\H/C OH
z o B o : o
¢ Heo O C., HC HC
H(‘: H\CH3 \ﬁ ScH He” HoH 2 \‘CHL “Son
CH Hecw = CN
¢ e 0" o
H

Abbildung 52: Epitope mapping der Peptide F2 und F4 gegen GP120 (SF162) per STD-NMR. Protonen,
die einen STD-Effekt zeigen, sind rot markiert und der GroRRe nach in drei Kategorien (schwach, mittel,
stark) eingeteilt. Der rétliche Hintergrund deutet den wesentlichen Teil des Bindungsepitops an, wobei die
Ha-Protonen an lle-12 und Asn-13 nur bei F2 sehr starke STD-Effekte zeigten. Die Sulfatgruppen sind
gelb hinterlegt. Die Sulfatgruppe an Tyr-10 ist nur in Peptid F4 vorhanden (gelber Kasten).

Verglichen mit dem Bindungsepitop der Peptide D1 bzw. D2 sind hier deutliche
Gemeinsamkeiten zu erkennen. Es scheinen die gleichen Bereiche an der Bindung beteiligt zu
sein. Der Wechsel von GP120 (Bal) auf GP120 (SF162) scheint keine wesentliche Anderung

des Bindungsepitops zu bewirken.

Titration Peptid F2

Es wurden mehrere 1D-'H-STD-Spektren mit unterschiedlichen Ligandkonzentrationen
(5-100facher Uberschuss bezogen auf die Protein-Konzentration von 3.3 uM) aufgenommen,
um die Dissoziationskonstanten der Protonen im Peptid zu bestimmen. Die
Ligandkonzentration wurde von Messung zu Messung erhéht. Es wurden flr jede Messung
nur die STD-Amplifikationsfaktoren der Protonen bestimmt, die im epitope mapping den
starksten STD-Effekt zeigten. Die ermittelten Datenpunkte wurden nach einem one-site
binding Modell gefittet (Abbildung 53).
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Abbildung 53: STD-Titration von Peptid F2. Fur die Bestimmung der Kp-Werte individueller Protonen
wurden die Datenpunkte Uber ein one-site binding Modell gefittet.

Die ermittelten Kp-Werte reichen von 135 pM (Asn-13 Ho—Proton) bis 523 uM (Tyr-10 Ha-

Proton). Die Kp-Werte fir die betrachteten Protonen sind in Tabelle 8 zusammengestellt.

Tabelle 8: Kp-Werte individueller Protonen von Peptid F2. Die Datenpunkte wurden Uber ein one-site
binding Modell gefittet.

Proton Kp-Werte [UM] Proton Kp-Werte [uM]
Tyr-10 HJ,H5" 276 Tyr-10 Ha 523
Tyr-10 He,He' 364 Tyr-10HB 163
Tyr-14 HJ,H5" 299 Asp-11 Ha 296
Tyr-14 He He* 256 lle-12 Ho 270
Tyr-15 Hj,H&" 342 Asn-13 Ha 135
Tyr-15 He,He' 266 Tyr-14 HB,Hp* 199

Tyr-15 Ha 415

Im Unterschied zu dem durch SPR-Experimente ermittelten Kp-Wert von 7 uM liegt der
Kleinste Gber STD-NMR bestimmte Kp-Wert um Faktor 19 héher. Der Kp-Wert der SPR-
Experimente wurde aus den negativen RUpmin Werten ermittelt, so dass die ermittelte
Dissoziationskonstante eher ungenau ist. Aulerdem wurde bei den SPR-Experimenten
GP120 (Bal) und bei den STD-Experimenten GP120 (SF162) verwendet, was eventuell doch
zu Abweichungen fiihren kann, ohne dass diese in den SPR-Bindungsstudien detektiert

werden konnten.
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Titration Peptid F4

Es wurden mehrere 1D-'H-STD-Spektren mit unterschiedlichen Ligandkonzentrationen
(5-100facher Uberschuss bezogen auf die Protein-Konzentration von 5 pM) aufgenommen.
Die Ligandkonzentration wurde von Messung zu Messung erhoht. Wieder wurden fur jede
Messung nur die STD-Amplifikationsfaktoren der Protonen bestimmt, die im epitope
mapping den starksten STD-Effekt zeigten. Die ermittelten Datenpunkte wurden nach einem
one-site binding Modell gefittet (Abbildung 54).
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Abbildung 54: STD-Titration von Peptid F4. Fur die Bestimmung der Kp-Werte individueller Protonen
wurden die Datenpunkte Uiber ein one-site binding Modell gefittet.

Es konnten Kp-Werte von 181 pM (Asn-13 Ho-—Proton) bis 825 puM (Tyr-10 HS,H&-
Protonen) bestimmt werden. Die Kp-Werte flr die betrachteten Protonen sind in Tabelle 9

zusammengestellt.

Tabelle 9: Kp-Werte individueller Protonen von Peptid F4. Die Datenpunkte wurden Uber ein one-site
binding Modell gefittet.

Proton Kp-Werte [uM] Proton Kp-Werte [uM]
Tyr-10 HS,Hd" 825 Tyr-10 Ha 447
Tyr-10 He,He* 427 Asp-11 Ha 230
Tyr-14 H§,Hd" 310 lle-12 Ha 361
Tyr-14 Hg,He' 426 Asn-13 Ha 181
Tyr-15 HJ,Hd" 327 Tyr-15 Ha 347
Tyr-15 He,He* 431
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Wie in Abbildung 54 zu sehen ist, kommt es ab einer Ligandkonzentration gréf3er 100 uM
teilweise zu einer unspezifischen Bindung, da die Messpunkte in diesem Bereich
Uberproportional ansteigen und dadurch der fit des one-site binding Modells nicht gut
angepasst ist. Dies konnte durch Aggregation verursacht werden. Die Dissoziationskonstanten

wurden daher noch einmal aus den Titrationspunkten bis 100 uM errechnet (Abbildung 55).
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Abbildung 55: Ausschnitt der STD-Titration von Peptid F4 in einem Konzentrationsbereich bis 100 pM.
Der fit Uber das one-site binding Modell passt sich den Datenpunkten besser an als Gber den gesamten
Konzentrationsbereich bis 500 uM.

Es konnten Kp-Werte von 9 uM (Tyr-10 Ha—Proton) bis 58 pM (Tyr-15 H8,H5*-Protonen)
bestimmt werden. Die im Konzentrationsbereich bis 100 uM ermittelten Kp-Werte fir die

betrachteten Protonen sind in Tabelle 10 zusammengestellt.

Tabelle 10: Kp-Werte individueller Protonen von Peptid F4. Die Datenpunkte wurden Uber ein one-site
binding Modell gefittet.

Tyr-15 Heg,He*

Proton Kp-Werte [uM]
Tyr-10 H,Hs" 34
Tyr-10 He,He* 33
Tyr-14 Hg,H&* 39
Tyr-14 He,He* 54
Tyr-15 HJ,Ha* 58

42

Proton Kp-Werte [uM]
Tyr-10 Ha 9
Asp-11 Ha 33
lle-12 Ha 41
Asn-13 Ha 46
Tyr-15 Ha 19

Verglichen mit den Kp-Werten von Peptid F4, die Giber den gesamten Konzentrationsbereich

bestimmt wurden, sind diese Kp-Werte ca. um den Faktor zehn kleiner. In Bezug auf den Kp-
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Wert aus den SPR-Ergebnissen von Kp = 66 UM ist der kleinste durch STD-NMR ermittelte
Kp-Wert um den Faktor sieben kleiner.

AbschlieBend wurde noch untersucht, ob eine &quimolare Menge CD4 in der Probenlésung
einen Einfluss auf die Dissoziationskonstante bzw. das epitope mapping von Peptid F4 hat.
Da die Bindung des GP120 an das CD4 erst die Bindungsstelle fir das CCR5 freilegt, 3"+
wurde bei diesem Versuch mit einer Verringerung der Kp-Werte bzw. mit einer Veranderung
des Bindungsepitops gerechnet. Es wurden wieder mehrere 1D-'H-STD-Spektren mit
unterschiedlichen Ligandkonzentrationen (5-100facher Uberschuss bezogen auf die Protein-
Konzentration von 3.3 uM) aufgenommen, wobei die Ligandkonzentration von Messung zu
Messung erhoht wurde. Da das Epitop mit CD4 in der Probenlésung dem Epitop ohne CD4
vergleichbar war, wurden die STD-Amplifikationsfaktoren der gleichen Protonen wie vorher
bestimmt. Die ermittelten Datenpunkte wurden nach einem one-site binding Modell gefittet
(Abbildung 56).

18+

18 4
Tyr-10 Hg,Hg' ol " Tyr-10 Ha
164 | » Tyr-10 HeHe' 4 ® Asp-11 Ha
1| = Tyr-14 HsHE _— 14 lle-12  Ha
14 _— v Asn-13 Ha
® Tyr-14 HgHe' -
124 | A Tyr-15 HsH8 - 124 Tyr-15 Ha
o] LY Ty HeHe 0]

STD-Amplifikations-
faktor
o]
1

STD-Amplifikations-
faktor
o
1
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Abbildung 56: STD-Titration von Peptid F4. In der Probenldsung waren &quimolare Mengen GP120
(SF162) und CDA4. Fur die Bestimmung der Kp-Werte individueller Protonen wurden die Datenpunkte
Uber den gesamten Konzentrationsbereich mit einem one-site binding Modell gefittet.



Ergebnisse und Diskussion 101

Wie aus den Titrationskurven zu sehen ist, kommt es hier nicht zu einer unspezifischen
Wechselwirkung ab einer Konzentration grofRer 100 UM, wie es bei den gleichen Messungen
ohne CD4 der Fall war. Daher wurde der Kp-Wert aus dem fit Uber den gesamten
Konzentrationsbereich bestimmt. Es konnten Kp-Werte von 108 uM (Tyr-15 Ha—Proton) bis
183 uM (Tyr-15 HS,H6 -Protonen) bestimmt werden. Die Kp-Werte fur die betrachteten

Protonen sind in Tabelle 11 zusammengestellt.

Tabelle 11: Kp-Werte individueller Protonen von Peptid F4 mit &quimolaren Mengen GP120 (SF162) und
CD4 in der Probenlésung. Die Datenpunkte wurden tiber ein one-site binding Modell gefittet.

Proton Kp-Werte [uM] Proton Kp-Werte [uM]
Tyr-10 H,Hs" 177 Tyr-10 Ha 110
Tyr-10 He,He' 113 Asp-11 Ha 119
Tyr-14 HG,HG* 132 lle-12 Ha 166
Tyr-14 He,He* 148 Asn-13 Ha 126
Tyr-15 HJ,Ho" 183 Tyr-15 Ha 108
Tyr-15 He,He' 151

Der kleinste Kp-Wert ist damit im Vergleich zu dem Kp-Wert der Messungen ohne CD4
(Kp =9 uM fiir das Tyr-10 Ha—Proton, Konzentrationsbereich bis 100 uM) um den Faktor
zehn schlechter. Durch die Zugabe von CD4 tritt jedoch im gesamten vermessenen
Konzentrationsbereich im Unterschied zu der Messung ohne CD4 keine unspezifische
Bindung mehr auf. Uber die Ursachen fiir den schlechteren Kp-Wert kann allerdings nur
spekuliert werden. Eine Ursache konnte sein, dass der trimolekulare Komplex aus CD4,
GP120 und Peptid F4 entropisch ungunstiger ist als der bimolekulare Komplex aus GP120
und Peptid F4. Man koénnte auch diskutieren, dass durch die Bindung des CD4 an das GP120
die V3-Loop exponiert wird, die dadurch eine groRere Flexibilitat als vorher aufweist. Das
Peptid F4 kann in diesem Fall nur durch einen induced fit binden, wodurch der Kp-Wert
schlechter wird. Wiirde man kein Peptid sondern das gesamte CCR5 als Bindungspartner
betrachten, so wirde die exponierte VV3-Loop wahrscheinlich trotzdem gunstiger fir die

Bindung sein, da vermutlich auch andere Teile des GP120 an der Bindung beteiligt sind.



102 Ergebnisse und Diskussion

4.11. Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass sulfatierte Peptide aus dem Bereich des
N-Terminus des CCR5 an das GP120 des HIV-1 binden. Der nachste logische Schritt auf der
Suche nach einer Leitstruktur fir einen Entry-Inhibitor dieser Wechselwirkung wére die
Aufnahme von trNOE-Aufbaureihen des Peptids F4, die Aussagen (ber die bioaktive
Konformation dieses Liganden machen kénnen. Mit Hilfe dieser Daten kann anschlielend
durch molecular modeling eine dreidimensionale Struktur berechnet werden. Anhand der
ermittelten dreidimensionalen Struktur des Peptids F4 und der durch STD-NMR ermittelten
Bindungsepitopanteile kann eine umfassende Aussage uber die raumlichen VVorgaben fir eine
Leitstruktur gemacht werden. Auf Basis dieser Leitstruktur kénnen peptidomimetische
Liganden mit Entry-inhibitorischen Fahigkeiten entwickelt werden.

Die Weiterentwicklung der Inhibitionsversuche der GP120-CCR5-Wechselwirkung auf SPR-
Basis mit Osteosarkoma HI5-Zellen kdnnte zum Testen dieser Substanzen hilfreich sein.
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5. Zusammenfassung

Bei der Infektion einer Zelle mit dem HIV-1 bindet das virale Glycoprotein GP120 unter
Ausbildung eines trimolekularen Komplexes an die Membranrezeptoren CD4 und CCR5. Bei

der Bindung des CCR5-Rezeptors spielt der mehrere Sulfotyrosine enthaltende N-Terminus

eine wichtige Rolle.*46%

5 10 15 20 25 30
N-Terminus HN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPCQKINVKQIAAR - Protein
Peptid F4 HN - YQVSSPIYDINYYTSEPS - COOH

Abbildung 57: Aminoséauresequenz des N-Terminus des CCR5-Rezeptors und beispielhaft des Peptids F4.
C20 wurde in den entsprechenden Peptiden durch A oder S substituiert (blau). Die Sulfotyrosine sind rot
hervorgehoben.

Im Laufe dieser Arbeit wurden zahlreiche Peptide aus dem Bereich des CCR5 N-Terminus
auf dem Wege der Festphasenpeptidsynthese dargestellt und durch RP-HPLC aufgereinigt.
Die Charakterisierung dieser Peptide gelang durch MALDI-TOF- bzw. ESI-MS sowie durch
NMR-Spektroskopie. Informationen ber die Sekundérstrukturanteile ausgewéhlter Peptide
konnten weiterhin durch CD-Spektroskopie gesammelt werden. Dabei zeigte sich, dass alle
vermessenen Peptide eine ahnliche Sekundéarstruktur mit einem hohen Anteil an B-Faltblatt
aufwiesen.

Im ersten Teil der Arbeit wurden Substitutionen von Aminosauren und Sequenzverkiirzungen
bei Peptiden aus dem Bereich des CCR5 N-Terminus im Hinblick auf Loslichkeits-
eigenschaften untersucht. Dafiir wurde zu Beginn das Peptid Als mit einer Lange von 31 AS
entsprechend des N-Terminus des CCR5 synthetisiert. NMR-spektroskopische
Untersuchungen zeigten, dass dieses Peptid gut l6slich war, allerdings Aggregate bildete und
daher nicht fir Bindungsstudien eingesetzt werden konnte.

Mit vorher optimierten Bedingungen fir die Festphasenpeptidsynthese wurden weitere
16 Peptide (A1-A16) basierend auf dieser Sequenz mit einer L&nge von 31 AS dargestellt, die
an unterschiedlichen Positionen (Y3, V5, Y10, Y14, Y15, C20, Q21, 123, V25, Q27, 128)
durch S, D, E oder F substituiert wurden. Loslichkeitsversuche der Peptide zeigten, dass der
Bereich um 123, V25 und 128 ausschlaggebend fiir die schlechte Loslichkeit ist. Die Peptide
wurden mittels SPR auf ihre Bindung zum GP120 hin untersucht, wobei alle eine Bindung an
das GP120 zeigten. Die ermittelten Kp-Werte lagen dabei im Bereich zwischen 3 und
2500 pM.
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Um den Einfluss von Sequenzverkiirzungen auf die Loslichkeit der Peptide untersuchen zu
kdnnen, wurden weiterhin die Peptide C1-C6 mit unterschiedlichen AS-Sequenzldngen
dargestellt. Verkirzungen wurden im Hinblick auf den CCR5 N-Terminus sowohl N-terminal
als auch C-terminal vorgenommen, um den Effekt auf die Loslichkeit des jeweiligen Peptids
bestimmen zu kénnen. Der daraus abgeleitete optimale AS-Sequenzabschnitt von Y3 bis S20
fiir weitere Peptidsynthesen beinhaltet alle vier Tyrosine des CCR5 N-Terminus.

Im zweiten Teil der Arbeit gelang es Peptide mit Sulfotyrosinen darzustellen. Daflr wurde
zunachst ein Fmoc-geschitzter Sulfotyrosin-Baustein synthetisiert und anschlieBend eine
Methode fir die Festphasenpeptidsynthese mit diesem Baustein entwickelt.

Die Synthese des Fmoc-geschitzten Tyrosins erfolgte ausgehend vom Tyrosin mit Fmoc-
Succinimid. AnschlieBend wurde die phenolische Hydroxylgruppe mit einem SO3z.DMF-
Addukt sulfatiert. Bei der NMR-spektroskopischen Charakterisierung konnte die eingefiihrte
Sulfatgruppe indirekt iiber die Veranderungen der chemischen Verschiebung der *H- als auch
der *C-Signale nachgewiesen werden.

Aufgrund der sdurelabilen Sulfatgruppe ist die Festphasenpeptidsynthese von Peptiden mit
Sulfotyrosinen bedeutend aufwendiger. Als feste Phase wurde ein 2-Chlortrityl-Polystyrolharz
eingesetzt, von dem die Peptide schonend mit HFIP/DCM (30min bei 25 °C) abgespalten
werden konnten. Als Kupplungsreagenzien fur die Sulfotyrosine wurden HOBt und DIPCDI
und fur alle anderen Aminoséuren PyBob und NMM verwendet. Die Abspaltung der
Schutzgruppen wurde bei 0 °C in 90 % aqg. TFA flr 5 -7 h durchgefihrt. Fir die Aufreinigung
Uber RP-HPLC wurden Laufmittelgemische ohne TFA-Zusatz gewahlt, um eine
Desulfatierung zu verhindern. Weiterhin wurden verschiedene Verfahren des cappings
untersucht, um dabei die séurelabile Sulfatgruppe am Tyrosin zu erhalten. Die besten
Ergebnisse wurden hier mit einer Mischung aus Ac,O/Pyridin/DMF (1:1:38) erzielt. Eine
Charakterisierung der sulfatierten Peptide mit MALDI-TOF-MS war nicht mdglich.
Letztendlich gelang die eindeutige massenspektroskopische Charakterisierung aller
sulfatierten Peptide nur durch ESI-MS im negative ion mode.

SPR-Experimente mit den sulfatierten Peptiden zeigten im Gegensatz zu den unsulfatierten
Peptiden negative Bindungskurven. Die Auswertung der SPR-Experimente erwies sich
aufgrund der auBergewdhnlichen Kurvenverldufe als schwierig. Eindeutige Ergebnisse in
Bezug auf den Einfluss der Sulfatierung konnten allerdings durch STD-NMR-Studien
erhalten werden.

Es wurde das Peptid D1 mit einem Sulfotyrosin und das Peptid D2 ohne Sulfotyrosin
hergestellt (AS-Sequenz: N13 bis K22). Das Peptid D2 zeigte in SPR-Bindungsstudien eine
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Dissoziationskonstante von Kp =14 uM, die ca. um den Faktor zwei kleiner als die des
Peptids D1 mit Kp = 35 uM war. Dieses Ergebnis ist aufgrund der ungewdhnlichen
Bindungskurven kritisch zu betrachten. Das durch STD-NMR ermittelte Bindungsepitop
zeigte, dass vor allem die Aromaten von Y14 und Y15 bei beiden Peptiden wesentlich an der
Bindung beteiligt sind. Aus den STD-NMR Untersuchungen ergaben sich die stérksten
Affinitaten einzelner Protonen von Peptid D2 zu Kp = 3 mM und Peptid D1 zu Kp =1 mM.
Die Sulfatgruppe an Y14 verbessert damit die Bindungsaffinitat zum GP120 um Faktor drei.
Weiterhin konnten die Peptide F1-F4 (AS-Sequenz: Y3 bis S20) dargestellt werden, die bis
auf Peptid F1 statt der Tyrosine zwei oder drei Sulfotyrosine enthielten. Das Peptid F1 zeigte
in SPR-Bindungsstudien unspezifische Bindung, so dass nur in einem Kleineren
Konzentrationsbereich bis 5 uM eine Dissoziationskonstante von Kp = 4 uM ermittelt werden
konnte, die somit allerdings kritisch zu betrachten ist. Die sulfatierten Peptide F2-F4 zeigten
am Anfang negative RU-Antworten, bevor ein fast linearer Anstieg der Bindungskurve
erfolgte. Es ergaben sich Dissoziationskonstanten fiir Peptid F2 von Kp = 7 uM, fiir Peptid F3
von Kp = 16 puM und fur Peptid F4 von Kp = 66 pM. Es konnte festgestellt werden, dass mit
zunehmender Anzahl an Sulfotyrosinen der Kp-Wert steigt, was eventuell auf die
ungewohnlichen Bindungskurven zuriickzufiihren ist. Das durch STD-NMR ermittelte
Bindungsepitop zeigte, dass auch hier vor allem die Aromaten von Y10, Y14 und Y15 und
weitere Protonen in diesen Bereichen wesentlich an der Bindung beteiligt sind. Aus den
STD-NMR Untersuchungen ergaben sich die starksten Affinitdten einzelner Protonen von
Peptid F2 zu Kp = 135 uM und Peptid F4 zu Kp = 9 uM. Es konnte damit gezeigt werden,
dass die Sulfatgruppe an Y10 die Bindungsaffinitdit zum GP120 um mehr als eine
Grolenordnung verbessert.

Es gelang in der vorliegenden Arbeit erstmals, detaillierte Aussagen uber die an der Bindung
zum GP120 beteiligten Atomgruppen des CCR5 N-Terminus zu machen und damit das
Bindungsepitop zu charakterisieren. Dabei zeigte sich bei den STD-NMR Untersuchungen,
dass die Sulfatgruppen an Y10 und Y14 die Bindungsaffinitat der untersuchten Peptide zum
GP120 verbessern.
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6. Summary

Infection of a cell with HIV-1 begins with binding of the viral glycoprotein GP120 to the
membranereceptors CD4 and CCRS5 forming a trimolecular complex. The N-terminus of the

CCRb5-receptor, containing several sulfotyrosines, plays an important role in this binding

event, 24047

5 10 15 20 25 30
N-Terminus HN - MDYQVSSPIYDINYYTSEPCQKINVKQIAAR - Protein
Peptide F4 HN - YQVSSPIYDINYYTSEPS - COOH

Figure 58: Amino acid sequence of the N-terminus of the CCR5-receptor and of peptide F4. In all peptides
in this thesis C20 was substituted by A oder S (blue). Sulfotyrosines are highlighted in red.

Numerous peptides deriving from the region of the CCR5 N-terminus were synthesized
during this thesis using solid phase peptide synthesis and were purified by RP-HPLC.
Characterization of these peptides was performed by MALDI-TOF- and ESI-MS respectively
and NMR-spectroscopy. Information about the secondary structure of selected peptides was
obtained by CD-spectroscopy. All peptides showed a similar secondary structure with a high
portion of B-sheet.

In the first part of this thesis aminoacid substitutions and sequence truncation of peptides
derived from the region of the CCR5 N-terminus were investigated in regard to solubility.
First, peptide Als was synthesized containing 31 amino acids according to the N-terminus of
CCRS5. It showed a good solubility in water based solutions. However NMR-spectroscopy
revealed an aggregation of this peptide, so it could not be used for binding studies.

Previously optimized conditions for the solid phase peptide synthesis were the basis for the
synthesis of further 16 peptides (Al-Al6) containing 31 amino acids according to the
N-terminus of CCR5. Some of the amino acids in these peptides (Y3, V5, Y10, Y14, Y15,
C20, Q21, 123, V25, Q27, 128) were substituted by S, D, E or F. Solubility studies of these
peptides revealed that the region containing 123, V25 and 128 is responsible for the poor
solubility. SPR showed binding of all these peptides to GP120 with Kp-values from 3 to 2500
MM,

Peptides C1-C6, differing in length, were synthesized to analyze the effect of the sequence

truncations on solubility. Truncations were performed N-terminal and C-terminal related to
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the CCR5 N-terminus. The optimal amino acid sequence for further peptide synthesis deriving
from this results includes Y3 to S20 and contains all four tyrosines.

Peptides containing sulfotyrosines were synthesized in the second part of this thesis. For this
purpose an Fmoc-protected sulfotyrosine building block was synthesized and a method for
solid phase peptide synthesis using this building block developed.

The synthesis of the Fmoc-protected tyrosine was performed with tyrosine and Fmoc-
succinimide. Subsequently the phenolic hydroxylgroup was sulfated using a SOzDMF-
adduct. The sulfate group could be detected indirectly by NMR-spectroscopy through the
chemical shift of the *H- and **C-signals.

Because of the acid lability of the sulfate group the solid phase peptide synthesis of
sulfotyrosine containing peptides is more complex. As solid phase a 2-chlorotrityl resin was
used. Cleavage was performed with HFIP/DCM (30 min at 25 °C). As coupling reagents for
the sulfotyrosine building block HOBt and DIPCDI were used, whereas all other amino acids
where coupled with PyBob and NMM. The cleavage of the protecting groups was performed
at 0 °C in 90 % aqg. TFA for 5 -7 h. For the purification by RP-HPLC solvents without TFA
were used to prevent desulfation.

To conserve the acid labile sulfate group during the synthesis several capping-methods were
investigated. Best results were obtained with a mixture of Ac,O/Pyridin/DMF (1:1:38). A
characterization of the sulfated peptides with MALDI-TOF-MS was not possible. In the end a
masspectrometic characterization was successful only with ESI-MS in negative ion mode.
SPR-experiments with the sulfated peptides, in contrast to non sulfated peptides, showed
negative binding curves. The analysis of these exceptional binding curves proved to be
difficult. However, clear insights into the influence of the sulfate group were provided by
STD-NMR-studies.

The peptides D1 with one sulfotyrosine and D2 without a sulfotyrosine were synthesized
(amino acid-sequence: N13 to K22). Peptide D2 showed a Kp-value of 14 uM in SPR-studies,
which was factor two smaller than that one of peptide D1 (Kp = 35 uM). But with regard to
the unusual binding curves these results must be viewed critically. The binding epitope
determined by STD-NMR revealed that the aromatic protons of Y14 und Y15 are of particular
importance. Affinities were obtained by STD-NMR for peptide D2 with Kp =3 mM and
peptide D1 with Kp = 1 mM. The sulphate group at Y14 improves the binding affinity about
threefold. Furthermore the peptides F1-F4 (amino acid-sequence: Y3 to S20) were
synthesized. Except peptide F1 these peptides contained two or three sulfotyrosines instead of

the tyrosines. In SPR-studies peptide F1 showed unspecific binding to GP120. Only in the
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concentration range up to 5 UM it was possible to obtain a dissociation constant of
Kp =4 uM, that must be regarded critically. At the beginning the sulfated peptides F2-F4
showed negative binding curves followed by a linear rise during the SPR-experiments.
Dissociation constants of Kp =7 uM for peptide F2, Kp = 16 pM for peptide F3 and
Kp =66 uM for peptide F4 where obtained. Thus the dissociation constant increased with an
higher number of sulfotyrosines. Maybe this strange observation results from the unusual
binding curves. The binding epitope obtained by STD-NMR shows that the aromatic protons
of Y10, Y14, Y15 and some other protons in this region are involved particularly. Affinities
were obtained by STD-NMR for peptide F2 with Kp =135 pM and Peptide F4 with
Kp =9 pM. Thus the sulphate group at Y10 improves the binding affinity to GP120 about one
order of magnitude.

In this thesis detailed information about the atom groups of the CCR5 N-terminus involved in
the binding to GP120 were obtained, whereby a characterization of the binding epitope of the
CCR5 N-terminus was possible. STD-NMR-studies showed that the sulfate groups at Y10
and Y14 increase the binding affinity to GP120.
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7. Experimenteller Teil

7.1. Verwendete Chemikalien

Tabelle 12: Im Rahmen dieser Arbeit verwendete Chemikalien.

Hersteller / Lieferant

Chemikalien

AcCros

Advanced ChemTech

Applied Biosystems

Bachem

BIACORE AB

Biochrom

Cambridge Isotope Lab.

Deutero

Fluka

Gepep

Gibco

Hewlett Packard

Ammoniumacetat

Fmoc-L-Arg(Pbf)-2-CI-Trt-Harz, Fmoc-L-Ser(tBu)-2-CI-Trt-Harz ,
Fmoc-L-Lys(Boc)-2-Cl-Trt-Harz

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

Fmoc-Tyr(SOsH)-OH Natrium-Salz

NHS, EDC, EA, HBS-EP, HBS-N, HBS-P, SDS 0.5 % (w/v),
Gylcine 50 mM pH 9.5, sonstige Chemikalien Biacore

FKS

Tris-dyq

Deuteriumoxid 99.9 %, DMSO-ds 99.8 %

Di-Natriumhydrogenphosphat, DIPCDI, DMF-SQO3, Fmoc-OSu, PyBOP,
Pyridin, 2,2,2-Trifluorethanol-ds;

Peptid CGPYSGEPKPKTKIPERRVVTQ

Zellkulturmedium RPMI 1640, Trypsin

ES Tuning Mix
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Iris Biotech GmbH, Nova Fmoc-L-Arg(Pbf)-2-CI-Trt-Harz, Fmoc-L-Lys(Boc)-2-Cl-Trt-Harz,

Biochem, Perseptive Fmoc-L-Ala-OH, Fmoc-L-Arg-(Pbf)-OH, Fmoc-L-Asn-(Trt)-OH,
Fmoc-L-Asp-(OtBu)-OH, Fmoc-L-GIn(Trt)-OH, Fmoc-L-Glu-(OtBu)-OH,
Fmoc-L-1le-OH, Fmoc-L-Lys-(Boc)-OH, Fmoc-L-Met-OH,
Fmoc-L-Phe-OH, Fmoc-L-Pro-OH, Fmoc-L-Ser-(tBu)-OH,
Fmoc-L-Thr-(tBu)-OH, Fmoc-L-Tyr-(tBu)-OH, Fmoc-L-Val-OH, TBTU

J.T. Baker Acetonitril (Ultra Gradient HPLC Grade)
Lancaster TIPS 99 %
Merck Acetanhydrid, Aceton, Ammoniumhydrogencarbonat, Butan-1-ol,

tert-Butylmethylether, Chloroform, a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure,
Dichlormethan, Diethylether, 1,4-Dioxan, DSS, Essigsaure 100 %, HFIP,
Kaliumbromid, Kaliumchlorid, Kaliumdihydrogenphosphat,
Calciumchlorid, Kieselgel 60, Methanol, Natriumacetat, Natriumazid,
Natriumchlorid, Natriumhydroxid, NMM, Phosphorsaure 100 %,

2-Propanol, Salzséure 37 %, Trifluoressigsaure

Nova Biochem HOBt

Proligo DMF

Sigma-Aldrich DMSO, Fibrinopeptid A, Neomycin, Penicillin, Puromycin, Streptomycin
Proteine

Recombinant human soluble CD4. 1 mg in Aliquoten zu 100 pug (1 mg/mL) in 1 mL, MES-
Puffer 50 mM, pH 6.0, NaCl 350 mM. Reinheit > 95 %. Aminosédure 1-370 des natlrlichen
CD4 (55 kDa). Expressionssystem: CHO-Zellen. Progenics Pharmaceuticals, Tarrytown, New
York, USA. Katalog-Nr.: PRO1008-1, Lot 48, Gelagert bei -80 °C.

Recombinant HIV-1 SF162 GP120. 100 pg (1.1 mg/mL) in 10 mM Natriumcitrat, 0.3 mM
NaCl, pH 6.0. 120 kDa. Reinheit > 95 %. Expressionssystem: CHO-Zellen. NIH AIDS
Research & Reference Reagent Program, Rockville USA. Catalog Number: 7363,
http://www.aidsreagent.org/, Gelagert bei -80 °C.
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Recombinant HIV-1 Bal GP120. 100 pg (1 mg/mL) in PBS. 116 kDa. Reinheit > 95 %.
Expressionssystem: HEK 293-Zellen. NIH AIDS Research & Reference Reagent Program,
Rockville USA. Catalog Number: 4961, http://www.aidsreagent.org/, Gelagert bei -80 °C.

Puffer

HBS-EP-Puffer. 0.01 M HEPES, pH 7.4, 0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005 % Polysorbat
P20. Sterilfiltriert, entgast. Bezogen von BIACORE AB.

HBS-P-Puffer. 0.01 M HEPES, pH 7.4, 0.15 M NacCl, 0.005 % Polysorbat P20. Sterilfiltriert,
entgast. Bezogen von BIACORE AB.

HBS-N-Puffer. 0.01 M HEPES, pH 7.4, 0.15 M NaCl. Sterilfiltriert, entgast. Bezogen von
BIACORE AB.

Tris-Puffer. 0.01 M Tris-d;3, 0.15 M NaCl, 0.004 M NaNs; in DO, pH =7.0.

7.2. Verwendete Gerate und Materialien

Peptidsynthesizer

Die Peptidsynthesen wurden sowohl im continous flow- als auch im batch- Verfahren
durchgefihrt.

Pioneer™ Peptide Synthesis System: Firma PerSeptive Biosystems, Wiesbaden, continous
flow-Verfahren.

Advanced Chemtech MOS 496 Q: Firma Advanced ChemTech, Giessen, Syntheseroboter,

Reaktionsblock mit 96 Kammern, batch-Verfahren.
Chromatographie
Alle in dieser Arbeit beschriebenen Auftrennungen bzw. Aufreinigungen von

Rohproduktgemischen tiber HPLC wurden an einer Biocad Sprint-HPLC-Anlage oder einer
Biocad 700E-HPLC-Anlage der Firma PerSeptive Biosystems, Wiesbaden, durchgefiihrt.
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Dabei wurden Sdulen mit RP- bzw. RP-analogen Phasen verwendet. Alle Laufmittel
(HPLC grade) waren filtriert und im Ultraschallbad vorentgast.

HPLC-Saulen: Als stationdre RP-Phasen wurden in analytischem MaRstab eine
VP 250/4.6 mm NUCLEOSIL 100-5pum C18-Séule (FluBrate 0.8 mL/min) und im
praparativem Malistab eine VP 250/21 mm NUCLEOSIL 100-7 um C18-Séule (Flufrate
20 mL/min) der Firma Macherey & Nagel eingesetzt. Als RP-analoge Phase diente eine
semipraparative 218TP510-Sdule (1.0 x 25 cm, 5 um) der Firma Vydac (Fluf3rate 5 mL/min).
Laufmittel: Als mobile Phase wurden Gradienten zwischen Eluent C (H.O/MeCN/TFA,
95:5:0.1) und Eluent D (H,O/MeCN/TFA, 5:95:0.1), bzw. Eluent E (0.1 M ag. NH;OAc-
Losung/MeCN, 95:5) und Eluent F (0.1 M ag. NH;OAc-L6sung/MeCN, 5:95) verwendet.
Fraktionssammler: Die Fraktionen wurden mit Hilfe eines Gilson FC205 bzw. Gilson
FC203B ,,Fraction Collector”, Gilson, Middleton, WI, USA, gesammelt.

MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Die Aufnahme der MALDI-TOF-Spektren erfolgte an einem Biflex 111 Spektrometer der
Firma Bruker Daltonics, Billerica, MA, USA, im reflector mode. Die Peptide wurden mit
einer Konzentration von etwa 10 pmol/ul in einer 2,5-Dihydroxybenzoesaure (DHB) - oder

a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure (CCA) - Matrix vermessen.

LC-ESI-Messungen

Die ESI-Massenspektren mit HPLC-Kopplung wurden an einem HP5989B MS Engine
Massenspektrometer der Firma Hewlett Packard, Boblingen, aufgenommen. Als lonenquelle
diente ein HP59987A API-Elektrospray LC/MS Interface der Firma Hewlett Packard,
Boblingen. Zur Fliissigchromatographie wurde ein HPLC-System der Serie 1100 der Firma
Agilent, Waldbronn, eingesetzt. Als stationdre RP-Phase wurde eine CC 250/2 mm
NUCLEOSIL 100-5 pm Cyg-Séule, Volumen 900 uL, der Firma Macherey und Nagel, Diiren,

verwendet.

NMR-Spektrometer

NMR-Spektren wurden an Bruker DRX500 und Avance700-Spektrometern der Firma Bruker,
Rheinstetten, bei 285 K bzw. 300 K aufgenommen.
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Bruker DRX500 Spektrometer: Der Magnet besitz eine magnetische Induktion von
11.67 Tesla entsprechend einer Larmor-Frequenz von 499.87 MHz fir 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.

Bruker Avance700 Spektrometer: Der Magnet besitz eine magnetische Induktion von
16.35 Tesla entsprechend einer Larmor-Frequenz von 700.13 MHz fur Protonen und
176.07 MHz fiir *3C-Kerne. Das Spektrometer ist wahlweise mit einem inversen 5mm
Tripelresonanz-Cryo-Probenkopf mit Z-Gradienten und abgeschirmten Spulen oder mit einem
analogen TXI-Probenkopf ohne Cryo-Technologie ausgestattet.

Software: Die Auswertung, Prozessierung, Phasenkorrektur, Basislinienkorrektur und
Kalibrierung der Spektren erfolgte mit der Software XWINNMR (Version 3.1), Topspin
(Version 1.3) und Aurelia (Version 2.5.9) der Firma Bruker auf Silicon-Graphics
Workstations (Octane, Octane2) und PCs.

SPR-Messungen

Biacore 3000: Die SPR-Experimente wurden an einem Biacore 3000 Gerat der Firma
BIACORE AB, Uppsala, Schweden, im AK Prof. Peters an der Medizinischen Universitét zu
Libeck durchgefuhrt. Es wurden CM5-Sensorchips eingesetzt.

Biacore J: Einige Substanzen wurden zusatzlich mit einem Biacore J Gerét der Firma
BIACORE AB, Uppsala, Schweden, untersucht. Es wurden ebenfalls CM5-Sensorchips
eingesetzt.

Software: Die Auswertung erfolgte mit den Programmen BlAevaluation (Version 3.0.2) und
Biacore Control Software (Version 3.1.1).

Zentrifugen

Eppendorf Centrifuge 5415C: Alle zu zentrifugierenden nicht proteinhaltigen Proben
wurden auf einer Tischzentrifuge 5415C der Firma Eppendorf, Hamburg, bei
Raumtemperatur zentrifugiert.

Eppendorf Centrifuge 5804R: Proteinhaltige Proben wurden bei 4°C in einer
Kihlzentrifuge 5805R von Eppendorf, Hamburg, zentrifugiert.
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Circular Dichroismus

Die CD-Spektren wurden an einem Circular Dichroism Spectrometer der Firma AVIV
Instruments Inc., Lakewood, Modell 215 aufgenommen.

Photometer

Die photometrischen Untersuchungen wurden an einem UV-160A, UV-VIS Recording

Spectrophotometer, der Shimadzu Corporation, Kyoto, vorgenommen.

Ultrafiltrationsmembranen

VIVASPIN CONCENTRATOR. Zentrifugen-Filter, Ausschlussgrenze: 30 kDa, Volumen:
4 mL, Sartorius AG, Gottingen. Vor der Benutzung wurde die Membran zehnmal mit 2 mL
H,0 (10 min, 3500 g) gewaschen.

Spin-X. Zentrifugen-Filter, Volumen: 2 mL, Nylon, 0.45 pM, Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Miinchen.

Float-A-Lyzer. Spectrum Laboratories Inc., Rancho Dominguez, USA, Ausschlussgrenze:
30 kDa, Volumen: 1 mL

Verschiedenes

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

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

Das in dieser Arbeit verwendete Wasser wurde uber eine USF Purelab Plus Anlage gereinigt
und in reinster Qualitat eingesetzt.
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7.3. Allgemeine Arbeitsvorschriften

7.3.1. AAV 1: Peptidsynthesen

a) Peptide: Zu Beginn wird das Harz durch aufeinanderfolgendes Zugeben und Absaugen von
DMF und 2-Propanol zum Quellen gebracht (jeweils 1 mL, 10 min). AnschlieRend wird die
Fmoc-Schutzgruppe vom Harz abgespalten, indem zweimal je 1 mL einer Mischung aus
Piperidin und DMF (1:4) flr jeweils 10 min hinzugegeben wird. Nach einer Waschsequenz
mit DMF wird die Amidbindung in einer 30, 60, 90 min Dreifachkupplung gekniipft. Zu
diesem Zweck wird ein vierfacher Uberschuss an N-terminaler Fmoc- und gegebenenfalls
seitenkettengeschutzter Aminosaure (0.5 M Losung in DMF, 160 pL) und je ein flinffacher
Uberschuss (bezogen auf freie Aminogruppen am Harz) Aktivator (TBTU, 0.5 M, 200 pL)
und DIPEA (1 M, 100 pL) zugesetzt. Nach jedem Kupplungsschritt wird das Harz mit 1.5 mL
DMF gewaschen. Das cappen der nicht umgesetzten Aminofunktionen erfolgt zweimal mit je
1 mL einer Mischung von Ac,O/DMF (1:9) fur jeweils 10 min Nach dem Waschen des
Harzes mit 5x 1.5 mL DMF beginnen die weiteren Aminoséurekupplungen nun jeweils mit
dem Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe (s. 0.). Im letzten Schritt wird das Harz mit DMF und
anschlieBend zweimal mit DCM und 2-Propanol (je 1.5 mL) gewaschen und im

Stickstoffstrom fuir 60 min getrocknet.

b) Sulfatierte Peptide: Zu Beginn wird das Harz in DMF (s.0.) gequollen, indem nacheinander
DMF, 2-Propanol und wieder DMF (jeweils 1 mL) fiir jeweils 5 min hinzugegeben werden.
Dieser Schritt wird einmal wiederholt. AnschlieBend wird die Fmoc-Schutzgruppe von der
ersten Aminoséure am Harz abgespalten, indem zweimal je 1 mL einer Mischung aus
Piperidin und DMF (1:4) fir jeweils 10 min hinzugegeben wird. Nach einer Waschsequenz
mit DMF wird die Amidbindung in einer 30, 60, 90 min Dreifachkupplung geknupft, wobei
ein dreifacher Uberschuss an N-terminaler Fmoc- und gegebenenfalls seitenkettengeschiitzter
Aminosaure (0.5 M Lésung in DMF, 120 pL) und je ein neunfacher Uberschuss (bezogen auf
freie Aminogruppen am Harz) NMM (1 M, 180 pL) und ein dreifacher Uberschuss PyBOP
(0.5 M, 120 pL) zugesetzt wird. Der N-terminale Fmoc-Sulfotyrosin-Baustein wird ebenfalls
in einer 30, 60, 90 min Dreifachkupplung gekuppelt, wobei ein dreifacher Uberschuss an
Aminosaurebaustein (0.5 M Loésung in DMF, 120 pL) und je ein dreifacher Uberschuss
(bezogen auf freie Aminogruppen am Harz) DIPCDI (0.5 M, 120 pL) und ein dreifacher
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Uberschuss HOBt (0.5 M, 120 pL) zugesetzt wird. Nach jedem Kupplungsschritt wird das
Harz mit 1.5 mL DMF gewaschen. Das cappen der nicht umgesetzten Aminofunktionen
erfolgt zweimal mit je 1 mL einer Mischung von DMF/Ac,O/Pyridin (38:1:1) fiur jeweils
10 min Nach Waschen des Harzes mit 5x1.5 mL DMF beginnen die weiteren
Aminosaurekupplungen nun jeweils mit dem Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe (s. 0.). Im
letzten Schritt wird das Harz mit DMF und anschlieBend zweimal mit 2-Propanol und DCM

(Je 1.5 mL) gewaschen und im Stickstoffstrom ftir 60 min getrocknet.

7.3.2.  AAV 2: Photometrische Bestimmung des Methylenfluorens (Fmoc-Wert)

Zur Bestimmung des Fmoc-Wertes wird das Harz in eine Glasfritte Gberfiihrt und zweimal
mit je 2 mL Piperidin/DMF (1:4) 15 min bei Raumtemperatur geschittelt und die
Reaktionsldsungen in einem Kolben, der mit Alufolie umwickelt ist, aufgefangen. Das Harz
wird nun achtmal mit je 2 mL DMF gespult und die Lésung ebenfalls in dem Kolben
aufgefangen. Fir 50 pmol Ansatze werden aus dem Kolben 100 uL entnommen und 1900 pL
DMF hinzugegeben. Bei 20 pmol Ansatzen werden aus dem Kolben 250 pL entnommen und
1750 pL DMF hinzugegeben. Die Menge an gelostem Methylenfluoren wird in einer
Glaskuvette bei 301 nm mit Hilfe eines Photometers bestimmt. Es werden

Doppelbestimmungen durchgefihrt.

7.3.3. AAV 3: Abspaltung vom Harz und der Schutzgruppen

a) Peptide manuell: Fur die Abspaltung des Peptids vom PAL-PEG-PS-Harz wird dieses mit
12 mL TFA/H,O/TIPS (18:1:1) versetzt und 90 min bei Raumtemperatur geschittelt. Die
Reaktionslosung wird anschliel3end in einen Kolben abgesaugt und das Harz funfmal mit je
2 mL TFA gewaschen. Das Harz wird erneut mit 12 mL TFA/H,O/TIPS (18:1:1) versetzt und
60 min geschiittelt. Die Reaktionslésung wird abgesaugt und noch fiinfmal mit je 2 mL TFA
gewaschen. Es werden alle Reaktions- und Waschlésungen vereinigt und das Losungsmittel
im Olpumpenvakuum destillativ entfernt. Der Riickstand wird mit 5 mL Wasser versetzt, im
Ultraschallbad homogenisiert und anschlie3end lyophilisiert.

b) Peptide automatisiert: Fur die automatisierte Abspaltung des Peptids am Peptidsynthesizer

wird ein Abspaltblock eingesetzt, mit dessen Hilfe die Abspaltprodukte in GeféalRen
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aufgefangen werden kénnen (Volumen der Auffanggefae: 4.5 mL). Dann werden 80 pL
TIPS und 1520 pL 95 % wassrige TFA zu dem getrockneten Harz zupipettiert und 60 min
geschittelt. Nach Entleeren in die Auffanggefalle werden erneut 80 puL TIPS und 1520 pL
95 % wassrige TFA zugegeben und 60 min geschittelt. Nach erneutem Entleeren wird
abschlieBend mit 0.5 mL 95 % wassriger TFA nachgespilt. Die Losung wird an der TFA-
stabilen Speedvac mit Elektrokihlfalle bis zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt wird

anschlieBend in Wasser aufgenommen, im Ultraschallbad homogenisiert und lyophilisiert.

c) Sulfatierte Peptide manuell: Fir die Abspaltung des Peptids vom 2’-Chlortritylharz wird
dieses mit 5mL (pro 100 mg Harz) HFIP/DCM (1:4) versetzt und 30 min bei
Raumtemperatur geschiittelt. Die Reaktionslosung wird anschlieBend in einem Kolben
aufgefangen und das Harz ein weiteres Mal auf die gleiche Weise behandelt. Die
Reaktionsldsung wird abgesaugt und noch funfmal mit je 2 mL DCM gewaschen. Bei diesem
Vorgang werden alle Reaktions- und Waschlésungen vereinigt. Das Ldsungsmittel wird nun
im Olpumpenvakuum destillativ entfernt. AnschlieBend werden 25 mL Diethylether
hinzugegeben, so dass das Peptid prézipitiert. Nach Zentrifugation wird abdekantiert und der
Rickstand im Vakuum getrocknet.

Fur die Abspaltung der Schutzgruppen vom Peptid wird das Rohprodukt mit 2 mL einer
eisgekiihlten wassrigen 90 %igen TFA bei 0 °C fir 5 h geschdttelt. Ist Arg(Pbf) zugegen, so
verlangert sich die Zeit auf 8 h. AnschlieRend wird das Losungsmittel im Olpumpenvakuum
unter Eiskiihlung entfernt. Der Riickstand wird mit 25 mL eiskaltem Diethylether versetzt, so
dass das Peptid prazipitiert. Nach Zentrifugation in einer Kihlzentrifuge bei 0 °C wird
abdekantiert und der Waschschritt noch einmal wiederholt. Der Ruickstand wird nun im
Vakuum getrocknet. Es werden 25 mL einer 25 puM Ammoniumhydrogencarbonatlésung

hinzugegeben, im Ultraschallbad homogenisiert und anschlieRend lyophilisiert.

7.3.4. AAV 4: Etherextraktion

Das lyophilisierte Peptidrohprodukt wird mit 5 mL eiskaltem Diethylether versetzt und im
Ultraschallbad homogenisiert. Nach Zentrifugation wird von den unléslichen Stoffen
abdekantiert. Der Rlckstand wird mit 5 mL Wasser versetzt, im Ultraschallbad homogenisiert
und anschlielend lyophilisiert. Das Lyophilisat wird bei -20 °C bis zur weiteren Verwendung
gelagert.
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7.3.5. AAV 5: Reinigung per RP-HPLC

a) Peptide: Es werden ca. 10 mg des jeweiligen trockenen Rohproduktes in 1.5 mL
H,O/MeCN/TFA (95:5:0.1) im Ultraschallbad tiber 2 min homogenisiert und die leicht triibe
Mischung fiir 4 min bei 14000 U/min zentrifugiert. Der Uberstand wird abgenommen und
unlésliche Verunreinigungen tber einen 0.45 um Nylon Zentrifugationsfilter (Costar Spin-X,
Corning Inc, Corning, NY, USA) abgetrennt. Fir jeden praparativen HPLC-Lauf wird 1 mL
der erhaltenen Losung eingesetzt.

Die Aufreinigung der Peptide erfolgt an der BioCAD Sprint- oder Biocad 700E-HPLC-
Anlage. Es werden die fur jedes Peptid angegebenen Gradienten zwischen Eluent C
(H2.O/MeCN/TFA, 95:5:0.1) und Eluent D (H,O/MeCN/TFA, 5:95:0.1) verwendet. Die
photometrische Detektion wird bei einer Wellenldénge von 215 nm durchgefuhrt. Die
Fraktionen werden mit dem angeschlossenen Fraktionssammler mit Peak-Erkennung in
Reagenzglaser gesammelt und der Produktpeak durch MALDI-TOF-MS identifiziert. Die
vereinigten Fraktionen des Zielpeptids werden lyophilisiert und bei -20 °C im Gefrierschrank

gelagert.

b) Sulfatierte Peptide: Im Gegensatz zu AAV 5a werden die Rohprodukte in einem Gemisch
aus 0.1 M ag. NH4OAc-L6sung/MeCN (95:5) gelost. Es werden die angegebenen Gradienten
zwischen Eluent E (0.1 M ag. NH4OAc-L6sung/MeCN, 95:5) und Eluent F (0.1 M aq.
NHsOAc-L6sung/MeCN, 5:95) verwendet. Die photometrische Detektion erfolgt zusatzlich
bei einer Wellenldnge von 254 nm. Der Produktpeak wurde durch MALDI-TOF-MS bzw.

ESI-MS im negative ion mode identifiziert.

7.3.6. NMR-Experimente zur Peptid-Charakterisierung

Soweit nicht anders erwahnt werden die NMR-Spektren der Peptide in H,O/D,0 (9:1) bei
einem pH-Wert von 4.0 (TFA) bei 285 oder 300 K aufgenommen. Die Zuordnung der
'H-chemischen Verschiebungen erfolgt mit Hilfe von 1D-'H- (Pulsprogramme zg, zgpr,
p3919gp) sowie 2D-TOCSY- (mlevgpphl9), ROESY- (roesygpphl9) und COSY-
(cosydfgpph19, cosygs) Experimenten, wahrend die *3C-chemischen Verschiebungen aus
1D-C- (pendant) sowie 2D-HSQC- (inviedetgs) und HMBC- (inv4gslplrnd) Spektren
ermittelt werden. Die Unterdriickung des Losungsmittelsignals wird mittels VVorsattigung oder
WATERGATE erreicht.
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Die 2D-Spektren werden Ublicherweise mit 512 Inkrementen in F1 aufgenommen. Bei einer
Spektrenweite von 10 ppm werden 8 bis 40 Scans mit 4k Datenpunkten pro Inkrement
aufsummiert. Alle Spektren werden mittels TPPI- (time proportional phase increment) oder
Echo-Antiecho-Verfahren phasensensitiv aufgenommen. Der Phasenfehler der Spektren wird
korrigiert und anschlielend eine Basislinienkorrektur mit einem Polynom fiinften Grades
durchgefihrt. Als Window-Funktionen werden in beiden Dimensionen typischerweise
verschobene Quadrat-Sinusfunktionen eingesetzt. Die Nomenklatur der Aminosdauren folgt
der IUPAC-Empfehlung =zur Prasentation von NMR-spektroskopischen Daten von

Proteinen.'’
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7.4. Darstellung des Sulfotyrosin-Bausteins S2

9H-Fluoren-9-yImethoxycarbonyl-L-Tyrosin (S1)

Es wurden 2.56 g (14.1 mmol) Tyrosin in 7 mL Dioxan und 35 mL 10 %ige Natrium-
carbonatlosung suspendiert. In einem weiteren Gefall wurden 4.79 g (14.2 mmol) N-(9H-
Fluoren-9-ylmethoxycarbonyloxy)-succinimid in 17 mL Dioxan geldst. Diese Losung wurde
nun unter Eiskdhlung langsam zu dem suspendierten Tyrosin zugetropft und bei
Raumtemperatur fur 75 min geruhrt. AnschlieBend wurden 30 mL Wasser zugegeben und die
Reaktionsldsung mehrfach mit Diethylether extrahiert. Die wassrige Phase wurde nun mit
verd. Salzsdure auf pH 3.5 angesduert und nochmals extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer

destillativ entfernt.

Ausbeute:
Es wurden 2.15 g (5.36 mmol) des Produkts erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von

38 % bezogen auf das Tyrosin.

Charakterisierung:
DC: Laufmittel: CHCls/Aceton/AcOH (82:15:3), Rg = 0.17.

'H- NMR (500 MHz, DMSO-ds, T = 300 K)

8 [ppm] = 7.88 (m, 2H, H-2), 7.67-7.63 (m, 3H, H-5, NH), 7.43-7.38 (m, 2H, H-3), 7.34-7.27
(m, 2H, H-4), 7.09-7.03 (m, 2H, H-14), 6.69-6.63 (m, 2H, H-15), 4.21-4.15 (m, 3H, H-7,
H-8), 4.11-4.06 (m, 1H, H-10), 2.96 (dd, 1H, “Jn12a120 = 13.6 Hz, *Jn12ario = 4.4 Hz, H-12a),
2.75 (dd, 1H, “JH126112a = 13.6 Hz, *Jn1zbr10 = 3.8 Hz, H-12b).
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13C- NMR (126 MHz, DMSO-ds, T = 300 K)

8 [ppm] = 173.84 (C-11), 156.28 (C-13), 144.13 (C-1), 141.03 (C-6), 130.39 (C-14), 128.34
(C-3), 127.98 (C-16), 127.42 (C-4), 125.67 (C-5), 120.45 (C-2), 115.32 (C-15), 65.96 (C-8),
56.25 (C-10), 46.94 (C-7), 36.10 (C-12).

9H-Fluoren-9-yImethoxycarbonyl-L-Tyrosin-Sulfat Natrium-Salz (S2)

Es wurden 1.50 g (3.7 mmol) 9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonyl-L-Tyrosin (S1) in 36 mL
DMF, 9 mL Pyridin und 4.5 mL Dioxan gel6st. Anschlieend wurden 1.70 g (11.1 mmol)
DMF.SO; zugig hinzugegeben. Die Reaktionsldsung wurde nun bei 40 °C fur 5 h gerihrt.
AnschlieRend wurde das Loésungsmittel im Olpumpenvakuum destillativ entfernt und der
Rickstand in MeOH/H,O (1:1) aufgenommen und mit Natriumcarbonatlésung auf pH 7
neutralisiert. Das Loésungsmittel wurde im Olpumpenvakuum destillativ entfernt. Das
Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch mit MeOH/CHCI; (2:3) (ber Kieselgel
gereinigt. Die produkthaltigen Fraktionen wurden vereinigt und das Ldsungsmittel im
Vakuum destillativ entfernt. Das erhaltene Ol wurde nun in wenig MeOH aufgenommen und

mit 1-Butanol geféllt. Nach Trocknen im Vakuum wurden farblose Kristalle erhalten.

Ausbeute:
Es wurden 387 mg (800 umol) des Produkts erhalten. Dies entspricht einer Ausbeute von

21 % bezogen auf das Fmoc-Tyrosin.

Charakterisierung:
DC: Laufmittel CHCI3/MeOH (3:2), Re=0.39.
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'H- NMR (500 MHz, DMSO-ds, T = 300 K)

8 [ppm] = 7.90-7.84 (m, 2H, H-2), 7.67-7.64 (m, 2H, H-5), 7.41-7.40 (m, 2H, H-3), 7.35-7.29
(m, 2H, H-4), 7.03-7.00 (m, 4H, H-14, H-15), 4.40-4.37 (m, 1H, H-8a), 4.21-4.19 (m, 1H,
H-7), 4.15-4.12 (m, 1H, H-8b), 3.97 (d, 1H, H-10), 3.06-3.04 (m, 1H, H-12a), 2.90-2.87 (m,
1H, H-12b).

13C- NMR (126 MHz, DMSO-ds, T = 300 K)

8 [ppm] = 152.07 (C-16), 144.29 (C-1), 141.06 (C-6), 137.78 (C-13), 129.98 (C-14), 127.94
(C-3), 127.42 (C-4), 125.35 (C-5), 121.41 (C-2), 120.84 (C-15), 65.67 (C-8), 47.07 (C-7),
53.21 (C-10), 36.18 (C-12).

7.5. Peptidsynthesen

Die Peptidsynthese des Peptids Als erfolgte automatisiert an einem Pioneer Peptide Synthesis
System der Firma Perseptive Biosystems. Alle anderen Peptidsynthesen erfolgten an einem
Parallelsyntheseroboter MOS 496 der Firma Advanced. Es wurden sowohl Fmoc-PAL-PEG-
PS-Harz als auch 2’-Chlortritylharze mit bereits an das Harz gekuppelter AS eingesetzt. Als
Aminosdurebausteine wurden die Fmoc-geschiitzten L-Aminoséuren verwendet, deren

funktionelle Gruppen an den Seitenketten geschitzt waren (Tabelle 12).

7.5.1. Synthese des Peptids Als

Die Synthese von Peptid Als wurde an einem vollautomatischen Festphasenpeptidsynthesizer
nach AAV la unter Verwendung eines continous flow-Systems der Firma PerSeptive
Biosystems durchgefiihrt. Es wurden 313 mg Fmoc-PAL-PEG-PS-Harz (Belegung:
0.16 mmol/g) in eine Stempelsédule mit Frittenboden eingewogen. Dies entspricht einer
Ansatzgrofle von 50 pmol pro Ansatz. Abweichend von der AAV wurde die erste
Amidbindung der Sequenz in einer 3x120 min Dreifachkupplung gekniipft. Nach der letzten
Kupplungsreaktion wurde das Harz nur mit DMF und anschlieBend mit 2-Propanol
gewaschen und im Stickstoffstrom getrocknet. Nach der Uberfiihrung des Harzes in eine
Glasfritte wurde nach AAV 2 die Fmoc-Schutzgruppe manuell abgespalten, um unter

Messung der UV-Absorption die Rohausbeute zu bestimmen.
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Entschitzung und Abspaltung des Peptids vom Harz

Die Entschitzung und Abspaltung des Peptids vom Harz erfolgte nach AAV 3a.

AnschlieBend wurde noch eine Vorreinigung des Rohproduktes nach AAV 4 vorgenommen.

Reinigung per HPLC

Das Peptid wurde nach AAV 5a ber die Vydac-C18-Séaule mit einer Flussrate von 5 mL/min

gereinigt.

Charakterisierung
MALDI-TOF-MS: Die Peptide wurden in einer a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (CCA)-Matrix

mit einer Konzentration von 10 pmol/pL vermessen.

Tabelle 13: Verwendete Aminosaurederivate und ihre Einwaagen.
Synthese- | Aminosdurederivat Einwaage pro | Synthese- | Aminosaurederivat | Einwaage pro
position Kupplung position Kupplung

1 Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH je 130 mg 17 | Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH je 92 mg
2 Fmoc-L-Ala-OH je 62 mg 18 | Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH je 92 mg
3 Fmoc-L-Ala-OH je 62 mg 19 | Fmoc-L-Asn(Trt)-OH je 119 mg
4 Fmoc-L-1le-OH je 71 mg 20 | Fmoc-L-lle-OH je 71 mg
5 Fmoc-L-GIn(Trt)-OH je 122 mg 21 | Fmoc-L-Asp(OtBu)-OH je 82 mg
6 Fmoc-L-Lys(Boc)-OH je 94 mg 22 | Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH je 92 mg
7 Fmoc-L-Val-OH je 68 mg 23 | Fmoc-L-lle-OH je 71 mg
8 Fmoc-L-Asn(Trt)-OH je 119 mg 24 | Fmoc-L-Pro-OH je67mg
9 Fmoc-L-1le-OH je 71 mg 25 | Fmoc-L-Ser(tBu)-OH je 77 mg
10 Fmoc-L-Lys(Boc)-OH je 94 mg 26 | Fmoc-L-Ser(tBu)-OH je 77 mg
11 Fmoc-L-GIn(Trt)-OH je 122 mg 27 | Fmoc-L-Val-OH je 68 mg
12 Fmoc-L-Ser(tBu)-OH je 77 mg 28 | Fmoc-L-GIn(Trt)-OH je 122 mg
13 Fmoc-L-Pro-OH je 67 mg 29 | Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH je 92 mg
14 Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH je 85 mg 30 | Fmoc-L-Asp(OtBu)-OH je 82 mg
15 Fmoc-L-Ser(tBu)-OH je 77 mg 31 | Fmoc-L-Met-OH je 74 mg
16 Fmoc-L-Thr(tBu)-OH je 79 mg
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Kupplungsanzahl Dreifachkupplung

Kupplungsdauer R31: 120, 120, 120 min; A30-M1: 30, 60, 90 min

Peptid Als H,N-M-D-Y-Q-V-S-S-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-S-Q-K-1-N-V-K-Q-1-A-A-R-CONH,

Molare Masse 3622.09 g/mol

AnsatzgroRe 50 pmol

Harzmenge 313 mg (Belegung: 0.16 mmol/qg)

Aktivator TBTU

Abspaltung 90 % TFA, 5 % H,0, 5 % TIPS (in Glasfritte)

Rohausbeute 233 mg

Vorreinigung AAV 4 - Ethervorreinigung

HPLC 1CVO0%D,25CV0-20% D, 1.5CV 20% D, 45CV 20-30% D, 1 CV
30-100 % D. Das Peptid Als eluierte bei 25 % D.

Theoretische Ausbeute 181 mg

Ausbeute nach Fmoc-Wert 30.2 umol, 60.4 %

Ausbeute nach HPLC 10.0 mg, 5.5 %

MALDI-TOF (m/z) 3622.04 [M+H] ", berechnet 3619.78 [M]

Bemerkung -

'"H-NMR

H,0/D,0 (9:1). Das NMR-Spektrum zeigte breite Signale, so dass keine Zuordnung mdglich
war. Nach wiederholter Messung mit vorheriger Filtration durch einen 0.22 um Cellulose-
Acetat Zentrifugationsfilter (Costar Spin-X, Corning Inc, Corning, NY, USA) waren keine

Signale im NMR zu sehen.

7.5.2. Optimierung der Synthese des Peptids Al

In die ersten zwei der vier Reaktionskammern (Volumen: 4 mL) des Parallelsyntheseroboters
wurden 105 mg Fmoc-PAL-PEG-PS-Harz (Belegung: 0.19 mmol/g) eingewogen. In die
anderen beiden Reaktionskammern wurden 28.5 mg Fmoc-PAL-PEG-PS-Harz (Belegung:
0.7 mmol/g) eingewogen. Dies entspricht in allen vier Reaktionskammern einer AnsatzgroRe
von 20 pmol. Die Synthese des Peptids erfolgte nach AAV 1a, wobei die erste Amidbindung
der Sequenz in einer 3x120 min Dreifachkupplung gekniipft wurde. Nach der letzten
Aminosaure wurden nur in den Reaktionskammern 1 und 3 die Fmoc-Schutzgruppen
automatisch entfernt und anschlieRend acetyliert. Nach der Uberfilhrung des Harzes in eine
Glasfritte wurde fiir die Peptide aus den Reaktionskammern 2 und 4 nach AAV 2 die
Fmoc-Schutzgruppe manuell abgespalten, um unter Messung der UV-Absorption die

Rohausbeute zu bestimmen.
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Entschitzung und Abspaltung der Peptide vom Harz

Die Entschitzung und Abspaltung der Peptide vom Harz erfolgte fiir die Peptide in den
Reaktionskammern 1 und 3 automatisiert am Peptidsynthesizer nach AAV 3b. Die
Entschutzung und Abspaltung der Peptide aus den Reaktionskammern 2 und 4 erfolgte
manuell nach AAV 3a. AnschlieBend wurde noch eine Vorreinigung des Rohproduktes nach

AAV 4 vorgenommen.

Reinigung per HPLC
Die Aufreinigung der Peptide erfolgte nach AAV 5a Uber die Vydac C18-S&ule mit einer

Flussrate von 5 mL/min
Charakterisierung

MALDI-TOF-MS: Die Peptide wurden in einer a-Cyano-4-hydroxyzimtséure (CCA)-Matrix

mit einer Konzentration von 10 pmol/pL vermessen.

Tabelle 14: Verwendete Aminosaurederivate und ihre Einwaagen.

Aminosaurederivat Einwaage [g] Aminosaurederivat Einwaage [g]
Fmoc-L-Ala-OH 1.21 | Fmoc-L-Lys(Boc)-OH 1.37
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 1.27 | Fmoc-L-Met-OH 0.73
Fmoc-L-Asn(Trt)-OH 1.74 | Fmoc-L-Pro-OH 0.99
Fmoc-L-Asp(OtBu)-OH 1.20 | Fmoc-L-Ser(tBu)-OH 1.49
Fmoc-L-GIn(Trt)-OH 2.37 | Fmoc-L-Thr(tBu)-OH 0.78
Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH 0.83 | Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH 2.22
Fmoc-L-Ile-OH 1.71 | Fmoc-L-Val-OH 0.99




126

Experimenteller Teil

Kupplungsanzahl
Kupplungsdauer

Peptid Al — Methode a
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge

Aktivator

Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung

HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Peptid Al — Methode b
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge

Aktivator

Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung

HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach Fmoc-Wert
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Peptid A1 — Methode ¢
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge

Aktivator

Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung

HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Dreifachkupplung
R31: 120, 120, 120 min; A30-M1: 30, 60, 90 min

ACHN-M-D-Y-Q-V-8-S-P-1-Y-D-1-N-Y-Y-T-S-E-P-5-Q-K-I-N-V-K-Q-1-A-A-R-CONH,
3648.13 g/mol

20 pmol

105 mg (Belegung: 0.19 mmol/qg)

TBTU

90 % TFA, 5 % H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

52.8 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,25CV0-20% D, 1.5CV 20% D, 3.5CV 20-30 % D, 1 CV
30-100 % D. Das Peptid Al eluierte bei 33 % D.

73.0 mg

2.3mg,3.2%

3648.90 [M+H] ", berechnet 3645.82 [M]

AulBer eines analytischen HPLC-Laufes fand keine weitere Aufreinigung
statt. Da die Abspaltung automatisiert am Peptidsynthesizer durchgefihrt
wurde, kann keine Fmoc-Ausbeutebestimmung angegeben werden. Eine
NMR-spektroskopische Charakterisierung fand nicht statt, da es sich nur um
eine Optimierung der Synthese handelte.

ACHN-M-D-Y-Q-V-5-5-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-$-Q-K-I-N-V-K-Q-I-A-A-R-CONH;
3648.13 g/mol

20 pmol

105 mg (Belegung: 0.19 mmol/g)

TBTU

90 % TFA, 5 % H,0, 5 % TIPS (in Glasfritte)

59.3 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,25CV0-20% D,15CV20% D, 3.5CV 20-30% D, 1 CV
30-100 % D. Das Peptid Al eluierte bei 33 % D.

73.0 mg

8.9 umol, 44.7 %

22mg,3.0%

3648.70 [M+H] *, berechnet 3645.82 [M]

AulBer eines analytischen HPLC-Laufes fand keine weitere Aufreinigung
statt. Eine NMR-spektroskopische Charakterisierung fand nicht statt, da es
sich nur um eine Optimierung der Synthese handelte.

ACHN-M-D-Y-Q-V-S-S-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-$-Q-K-I-N-V-K-Q-I-A-A-R-CONH;
3648.13 g/mol

20 pmol

28.5 mg (Belegung: 0.7 mmol/g)

TBTU

90 % TFA, 5 % H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

69.6 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,25CV0-20% D,15CV20% D, 3.5CV 20-30% D, 1 CV
30-100 % D. Das Peptid Al eluierte bei 33 % D.

73.0 mg

2.6 mg, 3.5%

3648.78 [M+H] ", berechnet 3645.82 [M]

AulRer eines analytischen HPLC-Laufes fand keine weitere Aufreinigung
statt. Da die Abspaltung automatisiert am Peptidsynthesizer durchgefihrt
wurde, kann keine Fmoc-Ausbeutebestimmung angegeben werden. Eine
NMR-spektroskopische Charakterisierung fand nicht statt, da es sich nur um
eine Optimierung der Synthese handelte.
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Peptid Al — Methode d ACHN-M-D-Y-Q-V-S-S-P-1-Y-D-1-N-Y-Y-T-S-E-P-S-Q-K-I-N-V-K-Q-I-A-A-R-CONH,

Molare Masse 3648.13 g/mol

AnsatzgroRe 20 pmol

Harzmenge 28.5 mg (Belegung: 0.7 mmol/g)

Aktivator TBTU

Abspaltung 90 % TFA, 5% H,0, 5 % TIPS (in Glasfritte)

Rohausbeute 74.8 mg

Vorreinigung AAV 4 - Ethervorreinigung

HPLC 15CV0%D,25CV0-20% D, 1.5CV 20 % D, 3.5 CV 20-30% D, 1 CV
30-100 % D. Das Peptid Al eluierte bei 33 % D.

Theoretische Ausbeute 73.0 mg

Ausbeute nach Fmoc-Wert 12.0 pmol, 59.8 %

Ausbeute nach HPLC 2.7mg, 3.7 %

MALDI-TOF (m/z) 3648.92 [M+H] ", berechnet 3645.82 [M]

Bemerkung Auler eines analytischen HPLC-Laufes fand keine weitere Aufreinigung

statt. Eine NMR-spektroskopische Charakterisierung fand nicht statt, da es
sich nur um eine Optimierung der Synthese handelte.

7.5.3. Synthese der Peptide A1-A16

In jede der 11 Reaktionskammern (Volumen: 4 mL) des Parallelsyntheseroboters wurden
28.5 mg Fmoc-PAL-PEG-PS-Harz (Belegung: 0.7 mmol/g) eingewogen. Dies entspricht einer
AnsatzgrofRe von 20 pmol pro Reaktionskammer. Die Synthese der Peptide erfolgte nach
AAYV la, wobei die erste Amidbindung der Sequenz in einer 3x120 min Dreifachkupplung
geknlpft wurde. Nach der Kupplung der letzten Aminoséaure wurde die Fmoc-Schutzgruppe
automatisch entfernt und nur das Peptid Al acetyliert. Die Peptide A2-A16 behielten einen

freien N-Terminus.

Entschitzung und Abspaltung der Peptide vom Harz
Die Entschutzung und Abspaltung der Peptide vom Harz und den Schutzgruppen erfolgte
nach AAV 3b. Danach wurde noch eine Vorreinigung des Rohproduktes nach AAV 4

vorgenommen.

Reinigung per HPLC
Die Peptide wurden nach AAV 5a aufgereinigt. Das Peptid A1 wurde dabei ber die Vydac-
C18-Sdule mit einer Flussrate von 5 mL/min gereinigt, wahrend die Peptide A2-A16 ber die

praparative C18-Sédule mit einer Flussrate von 20 mL/min gereinigt wurden.
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Charakterisierung

MALDI-TOF-MS: Die Peptide wurden in einer a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (CCA)-Matrix

mit einer Konzentration von 10 pmol/uL vermessen.

Tabelle 15: Verwendete Aminosaurederivate und ihre Einwaagen.

Aminosaurederivat Einwaage [g] | Aminosaurederivat Einwaage [g]
Fmoc-L-Ala-OH 2.70 | Fmoc-L-Met-OH 1.71
Fmoc-L-Arg(Pbf)-OH 2.98 | Fmoc-L-Phe-OH 1.96
Fmoc-L-Asn(Trt)-OH 5.03 | Fmoc-L-Pro-OH 2.84
Fmoc-L-Asp(OtBu)-OH 3.86 | Fmoc-L-Ser(tBu)-OH 8.38
Fmoc-L-GIn(Trt)-OH 6.91 | Fmoc-L-Thr(tBu)-OH 1.82
Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH 2.36 | Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH 5.75
Fmoc-L-lle-OH 4.34 | Fmoc-L-Val-OH 1.56
Fmoc-L-Lys(Boc)-OH 3.95

Kupplungsanzahl
Kupplungsdauer

Peptid Al
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Dreifachkupplung
R31: 120, 120, 120 min; A30-M1: 30, 60, 90 min

ACHN-M-D-Y-Q-V-S-S-P-I-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-A-Q-K-1-N-V-K-Q-1-A-A-R-CONH,
3648.13 g/mol

20 pmol

28.5mg

TBTU

90 % TFA, 5% H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

83.0 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,25CV0-20% D,1.5CV20% D, 3.5CV 20-30% D, 1 CV
30-100 % D. Das Peptid Al eluierte bei 31 % D.

72.9 mg

2.1mg,29%

3648.21 [M+H] ", berechnet 3645.82 [M]
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Tabelle 16: *H-NMR-chemische Verschiebungen der Aminosaurespinsysteme des Peptids Al in ppm bei
300 K in DMSO-ds. Kalibriert auf DMSO = 2.530 ppm.

NH Ha HpB HB' Hy Hy' Hy" HS Hé' He He' HE

COCHs - 1940 | - - - - - - - - - -
Met-1 8.113 | 4.313 | 1.889 | 1.889 | 2.457 | 2.457 | - - - 2145 - -
Asp-2 8.258 | 4514 | 2.680 | 2.503 | - - - - - - - -
Tyr-3 7.706 | 4.405 | 2.914 | 2.750 | - - - 7019|7019 | 7.019 | - -
Gln-4 8.052 | 4.300 | 1.917 | 1.761 | 2.141 | 2.141 | - - - 7005 - -
Val-5 7812 | 4356|2036 | - [0873|0873| - - - - - -
Ser-6 7.981 | 4.372 | 3581 | 3581 | 4904 | - - - - - - -
Ser-7 8.017 | 4.653 | 3.577 | 3.577 | 5.026 | - - - - - - -
Pro-8 - 4420 | 2.013 | 2.013 | 1.878 | 1.878 | - |[3.673|3673| - - -
lle-9 7.745 | 4070 | 1.663 | - |1.016 | 1.365 | 0.732 | 0.732 | - - - -
Tyr-10 | 7.816 | 4515|2953 (2953 | - - - | 7.034|7034|7032| - -
Asp-11 | 8263 | 4633|2680 2503 | - - - - - - - -
lle-12 7582 | 4196 | 1249 | - | 1.016 | 1.365 | 0.759 | 0.759 | - - - -
Asn-13 | 8136 |4582|2585|2431| - - - 6949 | - - - -
Tyr-14 | 7.981 | 4284 (2832|2644 | - - - | 6.936 | 6.936 | 6.629 | - -
Tyr-15 | 8139 | 4.486 | 2.982 | 2.802 | - - - | 7590 | 7.590 | 7.096 | - -
Thr-16 | 7.747 | 4354 | 4021 | - |1081| - - - - - - -

Ser-17 7.820 | 4.284 | 3.638 | 3.638 | 4.898 - - - - - - -

Glu-18 8.037 | 4558 | 1.928 | 1.721 | 2.337 | 2.337 - - - - - -

Pro-19 - 4331 | 2.088 | 2.076 | 1.877 | 1.877 - 3.611 | 3.611 - - -
Ala-20 8.119 | 4316 | 1.244 - - - - - - - - -
GIn-21 7.903 | 4.239 | 1.915 | 1.769 | 2.122 | 2.122 - - - 6.530 - -
Lys-22 7.979 | 4.290 | 1.708 | 1.708 | 1.543 | 1.543 - 1.543 | 1.543 | 2.643 | 2.835 | 6.926
Ile-23 7.748 | 4.240 | 1.718 - 1.089 | 1.439 | 0.835 | 0.835 - - - -
Asn-24 8.312 | 4.650 | 2.595 | 2.448 - - - 7.750 - - - -
Val-25 7.732 | 4.135 | 2.038 - 0.862 | 0.862 - - - - - -
Lys-26 8.099 | 4.219 | 1.710 | 1.710 | 1.357 | 1.357 - 1.591 | 1.591 | 2.795 | 2.795 | 7.738
GlIn-27 8.113 | 4.316 | 1.888 | 1.762 | 2.457 | 2.457 - - - 7.310 - -
lle-28 7.819 | 4.281 | 1.718 - 1.089 | 1.439 | 0.868 | 0.868 - - - -

Ala-29 8.046 | 4.300 | 1.244 - - - - - - - - -

Ala-30 7.960 | 4.250 | 1.244 - - - - - - - - -

Arg-31 7.797 | 4.196 | 1.719 | 1.719 | 1.525 | 1.525 - 3.118 | 3.118 | 7.069 - 6.688

7.332
CONHo | 7997 | - - - - - - - - - - -
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Peptid A2

Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Peptid A3
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Peptid A4
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Peptid A5
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

H,N-M-D-Y-Q-V-S-S-P-I-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-S-Q-K-S-N-5-K-Q-S-A-A-R-CONH,

3557.89 g/mol

20 pmol

28.5mg

TBTU

90 % TFA, 5 % H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

69.0 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,1CV0-15%D,7CV 15-32 % D, 0.5 CV 32-100 % D. Das
Peptid A2 eluierte bei 33 % D.

71.1 mg

28mg,3.9%

3557.02 [M+H] ", berechnet 3555.64 [M]

Es wurde keine NMR-spektroskopische Charakterisierung vorgenommen.

H,N-M-D-Y-Q-V-5-S-P-1-F-D-I-N-F-F-T-S-E-P-5-Q-K-5-N-5-K-Q-5-A-A-R-CONH;
3509.89 g/mol

20 pmol

28.5mg

TBTU

90 % TFA, 5% H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

73.0 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,2CV0-30% D, 4 CV 30-46 % D, 0.8 CV 46-100 % D. Das
Peptid A3 eluierte bei 35 % D.

70.2 mg

3.2mg, 4.6 %

3510.11 [M+H] ", berechnet 3507.67 [M]

Es wurde keine NMR-spektroskopische Charakterisierung vorgenommen.

H,N-M-D-Y-Q-V-5-S-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-5-Q-K-D-N-D-K-Q-D-A-A-R-CONH,
3641.92 g/mol

20 pmol

28.5mg

TBTU

90 % TFA, 5 % H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

107.0 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,2CV0-15% D, 7CV 15-35% D, 0.5 CV 35-100 % D. Das
Peptid A4 eluierte bei 29 % D.

72.8 mg

53mg, 7.3%

3641.96 [M+H] ", berechnet 3639.64 [M]

Es wurde keine NMR-spektroskopische Charakterisierung vorgenommen.

H,N-M-D-Y-Q-V-S-S-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-5-Q-K-F-N-F-K-Q-F-A-A-R-CONH,
3738.19 g/mol

20 pmol

28.5mg

TBTU

90 % TFA, 5 % H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

83.0 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,15CV0-20% D, 7 CV 20-35% D, 1 CV 35-100 % D. Das
Peptid A5 eluierte bei 33 % D.

74.7 mg

3.1mg,4.1%

3738.30 [M+H] ", berechnet 3735.76 [M]

Es wurde keine NMR-spektroskopische Charakterisierung vorgenommen.
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Peptid A6
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Peptid A7
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Peptid A8
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Peptid A9
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

H,N-M-D-Y-Q-V-5-S-P-1-Y-D-I-N-F-Y-T-S-E-P-5-Q-K-I-N-V-K-Q-1-A-A-R-CONH,
3606.11 g/mol

20 pmol

28.5mg

TBTU

90 % TFA, 5% H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

86.0 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,1CV 0-20% D, 7 CV 20-47 % D, 0.5 CV 47-100 % D. Das
Peptid A6 eluierte bei 34 % D.

72.1 mg

2.5mg, 3.5%

3605.61 [M+H] ", berechnet 3603.79 [M]

Es wurde keine NMR-spektroskopische Charakterisierung vorgenommen.

H,N-M-D-Y-Q-V-§-5-P-I-F-D-I-N-Y-Y-T-5-E-P-5-Q-K-I-N-V-K-Q-1-A-A-R-CONH;
3606.11 g/mol

20 pmol

28.5mg

TBTU

90 % TFA, 5 % H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

70.0 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,1CV 0-20% D, 7 CV 20-40 % D, 0.5 CV 40-100 % D. Das
Peptid A7 eluierte bei 29 % D.

72.1 mg

4.0mg, 5.5 %

3606.02 [M+H]*, berechnet 3603.79 [M]

Es wurde keine NMR-spektroskopische Charakterisierung vorgenommen.

H,N-M-D-Y-Q-V-S-S-P-1-Y-D-I-N-Y-F-T-S-E-P-5-Q-K-1-N-V-K-Q-1-A-A-R-CONH,
3606.11 g/mol

20 pmol

28.5mg

TBTU

90 % TFA, 5 % H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

65.0 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,1CV0-20% D, 7CV 20-40 % D, 0.5 CV 40-100 % D. Das
Peptid A8 eluierte bei 31 % D.

72.1 mg

3.8mg, 5.3%

3605.01 [M+H] ", berechnet 3603.79 [M]

Es wurde keine NMR-spektroskopische Charakterisierung vorgenommen.

H,N-M-D-Y-Q-V-S-S-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-S-E-K-1-N-V-K-E-I-A-A-R-CONH,
3624.08 g/mol

20 pmol

28.5mg

TBTU

90 % TFA, 5 % H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

53.0 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,1CV0-20% D, 7CV 20-35% D, 0.5 CV 35-100 % D. Das
Peptid A9 eluierte bei 29 % D.

72.4 mg

3.0mg,4.1%

3625.42 [M+H] ", berechnet 3621.74 [M]

Es wurde keine NMR-spektroskopische Charakterisierung vorgenommen.
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Peptid A10
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Peptid A11
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Peptid A12
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Peptid A13
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

H,N-M-D-Y-Q-5-S-5-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-$-Q-K-I-N-5-K-Q-5-A-A-R-CONH;
3571.92 g/mol

20 pmol

28.5mg

TBTU

90 % TFA, 5% H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

70.0 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,1CV0-15% D, 6 CV 15-35% D, 0.5 CV 35-100 % D. Das
Peptid A10 eluierte bei 34 % D.

71.4 mg

3.1mg, 4.3 %

3571.33 [M+H] ", berechnet 3569.65 [M]

Es wurde keine NMR-spektroskopische Charakterisierung vorgenommen.

H,N-M-D-Y-Q-D-S-5-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-S-Q-K-S-N-$-K-Q-S-A-A-R-CONH,
3573.84 g/mol

20 pmol

28.5mg

TBTU

90 % TFA, 5 % H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

67.0 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,1CV 0-15% D, 6 CV 15-35% D, 0.5 CV 35-100 % D. Das
Peptid A1l eluierte bei 33 % D.

71.4mg

5.3mg, 7.4 %

3573.24 [M+H] ", berechnet 3571.60 [M]

Es wurde keine NMR-spektroskopische Charakterisierung vorgenommen.

HN-M-D-F-Q-8-S-S-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-5-Q-K-I-N-V-K-Q-I-A-A-R-CONH,
3594.05 g/mol

20 pmol

28.5mg

TBTU

90 % TFA, 5 % H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

63.0 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,1CV0-20% D, 7CV 20-42 % D, 0.5 CV 42-100 % D. Das
Peptid A12 eluierte bei 31 % D.

71.8 mg

2.9mg, 4.0 %

3594.34 [M+H] ", berechnet 3591.75 [M]

Es wurde keine NMR-spektroskopische Charakterisierung vorgenommen.

H,N-M-D-F-Q-S-S-S-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-S-E-K-S-N-S-K-E-S-A-A-R-CONH,
3531.80 g/mol

20 pmol

28.5mg

TBTU

90 % TFA, 5 % H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

59.0 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,1CV0-15% D, 7CV 15-32 % D, 0.5 CV 32-100 % D. Das
Peptid A13 eluierte bei 31 % D.

70.6 mg

4.6 mg, 6.5 %

3530.93 [M+H] ", berechnet 3529.57 [M]

Es wurde keine NMR-spektroskopische Charakterisierung vorgenommen.
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Peptid Al4
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Peptid A15
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Peptid A16
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

H,N-M-D-F-Q-S-S-5-P-I-F-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-$-Q-K-S-N-S-K-Q-S-A-A-R-CONH,
3513.84 g/mol

20 pmol

28.5mg

TBTU

90 % TFA, 5% H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

100.0 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,1CV0-15% D, 7CV 15-30 % D, 0.5 CV 30-100 % D. Das
Peptid A14 eluierte bei 29 % D.

70.2 mg

5.6 mg, 8.0 %

3512.89 [M+H] ", berechnet 3511.62 [M]

Es wurde keine NMR-spektroskopische Charakterisierung vorgenommen.

H,N-M-D-F-Q-8-S-S-P-1-F-D-I-N-F-F-T-S-E-P-S-Q-K-1-N-V-K-Q-1-A-A-R-CONH;
3546.05 g/mol

20 pmol

28.5mg

TBTU

90 % TFA, 5 % H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

85.0 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,1CV 0-20% D, 7 CV 20-42 % D, 0.5 CV 42-100 % D. Das
Peptid A15 eluierte bei 29 % D.

70.9 mg

2.6mg, 3.7 %

3546.22 [M+H] *, berechnet 3543.78 [M]

Es wurde keine NMR-spektroskopische Charakterisierung vorgenommen.

H,N-M-D-F-Q-8-5-S-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-S-Q-K-I-N-S-K-Q-S-A-A-R-CONH,
3555.92 g/mol

20 pmol

28.5mg

TBTU

90 % TFA, 5 % H,0, 5 % TIPS (im Peptidsynthesizer)

63.0 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

15CV0%D,1CV0-15% D, 6 CV 15-32 % D, 0.5 CV 32-100 % D. Das
Peptid A16 eluierte bei 34 % D.

71.1mg

2.8mg, 3.9%

3555.12 [M+H] ", berechnet 3553.66 [M]

Es wurde keine NMR-spektroskopische Charakterisierung vorgenommen.

7.5.4.  Synthese der Peptide C1-C6

In jede der sechs Reaktionskammern (Volumen: 4 mL) des Parallelsyntheseroboters wurden

103 mg Fmoc-PAL-PEG-PS-Harz (Belegung: 0.291 mmol/g) eingewogen. Dies entspricht

einer AnsatzgroRe von 30 pumol pro Ansatz. Die Synthese der Peptide erfolgte nach AAV 1la.

Nach der Uberfilhrung des Harzes in eine Glasfrite wurde nach AAV 2 die
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Fmoc-Schutzgruppe manuell abgespalten, um durch Messung der UV-Absorption die

Rohausbeute zu bestimmen.

Entschitzung und Abspaltung der Peptide vom Harz
Die Entschitzung und Abspaltung der Peptide vom Harz erfolgte nach AAV 3a.

AnschlieBend wurde noch eine Vorreinigung des Rohproduktes nach AAV 4 vorgenommen.

Reinigung per HPLC
Die Peptide wurden nach AAV 5a Uber die Vydac-C18-Sé&ule mit einer Flussrate von

5 mL/min gereinigt.

Charakterisierung
MALDI-TOF-MS: Die Peptide wurden in einer a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure (CCA)-Matrix

mit einer Konzentration von 10 pmol/uL vermessen.

Tabelle 17: Verwendete Aminosaurederivate und ihre Einwaagen.

Aminosaurederivat Einwaage [g] Aminosaurederivat Einwaage [g]
Fmoc-L-Asn(Trt)-OH 1.50 | Fmoc-L-Met-OH 0.53
Fmoc-L-Asp(OtBu)-OH 1.63 | Fmoc-L-Pro-OH 1.34
Fmoc-L-GIn(Trt)-OH 1.54 | Fmoc-L-Ser(tBu)-OH 3.17
Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH 0.92 | Fmoc-L-Thr(tBu)-OH 0.86
Fmoc-L-1le-OH 1.65 | Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH 3.80
Fmoc-L-Lys(Boc)-OH 0.51 | Fmoc-L-Val-OH 0.73

Kupplungsanzahl
Kupplungsdauer

Peptid C1
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Dreifachkupplung
30, 60, 90 min

H,N-S-S-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-S-CONH;

1734.85 g/mol

30 pmol

103 mg

TBTU

90 % TFA, 5% H,0,5 % TIPS

92.6 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung
20CV0%D,7CV0-40 % D, 1.0 CV 40-100 % D. Das Peptid C1 eluierte
bei 28 % D.

49.1 mg

3.9mg, 7.9 %

1757.20 [M+Na] ¥, berechnet 1733.75 g/mol [M]
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Tabelle 18: *H-NMR-chemische Verschiebungen der Aminosaurespinsysteme des Peptids C1 in H,0/D,0O
9:1 pH = 4.0 bei 300 K. Kalibriert auf HDO = 4.700 ppm.

NH Ha HB Hp' Hy Hy' Hy" HS HJ' He
Ser-6 8.325 | 4.286 | 3.765 | 3.765 | n.h. - - - - -
Ser-7 8.238 | 4.291 | 3.765 | 3.765 | 4.581
Pro-8 nb. | 1.582 | 1.582 | 1.892 | 1.892 3.731 | 3.605 -
lle-9 7.952 | 3.920 | 1.616 n.b. n.b. | 0.680 | 0.680
Tyr-10 | 7.925 | 4506 | 2.923 | 2.787 n.b. n.b. n.b.
Asp-11 | 8.231 | 4.566 | 2.735 | 2.613
lle-12 | 7.885 | 3.963 | 1.703 n.b. n.b. | 0.660 | 0.660
Asn-13 | 8.162 | 4.569 | 2.751 | 2.609 n.b. n.b.
Tyr-14 | 7.878 | 4.295 | 2.788 | 2.788 n.b. n.b. n.b.
Tyr-15 | 7.888 | 4.451 | 2.963 | 2.826 n.b. n.b. n.b.
Thr-16 | 7.806 | 4.217 | 4.102 1.960
Ser-17 | 8.047 | 4.332 | 3.747 | 3.747 | n.b.
Glu-18 | 8.142 | 4579 | 1.782 | 1.986 | 2.358 | 2.358
Pro-19 nb. | 1.816 | 1.896 | 2.202 | 2.202 3.678 | 3.678
Ser-20 | 8.613 | 4.739 | 3.783 | 3.705 | n.b.
Peptid C2 H;N-M D-Y-Q-V-S-S-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-CONH;
Molare Masse 2187.38 g/mol
AnsatzgroRe 30 pmol
Harzmenge 103 mg
Aktivator TBTU
Abspaltung 90 % TFA, 5% H,0, 5 % TIPS
Rohausbeute 105.5 mg
Vorreinigung AAV 4 - Ethervorreinigung
HPLC Es wurde aufgrund der geringen Loslichkeit keine gereinigte Substanz

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)

Bemerkung

Peptid C3
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

erhalten. VVon einer weiteren Aufreinigung wurde daher abgesehen.

52.83 mg

0 mg

Aus Rohprodukt bei 2188.93 g/mol [M+H]", berechnet 2187.38 g/mol [M]
identifiziert.

Es wurde keine NMR-Charakterisierung durchgefiihrt.

H,N-D-Y-Q-V-$-5-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-S-CONH,
2240.38 g/mol

30 pmol

103 mg

TBTU

90 % TFA, 5% H,0,5 % TIPS

102.7 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

1.0CV0%D, 1.0CV 0-10 % D, 7 CV 10-40 % D, 1.0 CV 40-100 % D.
Peptid C3 eluierte bei 28 % D.

52.2 mg

2.4mg, 4.5 %

2262.10 [M+Na] ¥, berechnet 2238.97 g/mol [M]

Es wurde keine NMR-Charakterisierung durchgefiihrt.
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Peptid C4
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Peptid C5
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Peptid C6
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach HPLC
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

H,N-M-D-Y-Q-V-5-S-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-S-CONH;
2371.58 g/mol

30 pmol

103 mg

TBTU

90 % TFA, 5% H,0, 5 % TIPS

140.0 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

1.0CV0%D, 1.0CV 0-10 % D, 7 CV 10-40 % D, 1.0 CV 40-100 % D.
Peptid C4 eluierte bei 28 % D.

60.1 mg

1.8mg,2.9%

2393.40 [M+Na] ¥, berechnet 2370.01 g/mol [M]

Es wurde keine NMR-Charakterisierung durchgefiihrt.

H,N-M-D-Y-Q-V-5-3-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-5-Q-K-CONH,
2627.88 g/mol

30 pmol

103 mg

TBTU

90 % TFA, 5% H,0, 5 % TIPS

136.3 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

10CVO0O%D, 1.0CV 0-10 % D, 7 CV 10-30 % D, 1.0 CV 30-100 % D.
Peptid C5 eluierte bei 25 % D.

65.4 mg

6.5mg, 9.9 %

2649.90 [M+Na] ¥, berechnet 2626.17 g/mol [M]

Es konnte keine Auswertung der NMR-Spektren erfolgen, da die
Konzentration des freien Peptids in der Lésung zu gering war. Das Peptid
bildet unter den hier durchgefiihrten Messbedingungen wahrscheinlich
Aggregate. Hinweis dafiir sind die breiten Signale im NMR-Spektrum. Auch
ein Zusatz von 30% TFE als Ldsungsvermittler fiihrte zu keiner
ausreichenden Intensitat der Signale um per NOESY eine Sequenzzuordnung
vorzunehmen. Daher wurde auf eine weitere Auswertung verzichtet.

HoN-M-D-Y-Q-V-5-3-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-5-Q-K-1-N-V-K-CONH,
3082.46 g/mol

30 pmol

103 mg

TBTU

90 % TFA, 5% H,0, 5 % TIPS

167.5 mg

AAV 4 - Ethervorreinigung

10CVO0%D, 1.0CV 0-10 % D, 7 CV 10-40 % D, 1.0 CV 40-100 % D.
Peptid C6 eluierte bei 26 % D.

69.9 mg

4mg,57%

3104.40 [M+Na] ¥, berechnet 3080.46 g/mol [M]

Es wurde keine NMR-Charakterisierung durchgefiihrt.
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7.5.5. Synthese des Peptids E

Das Peptid E wurde in einer Glasfritte synthetisiert. Es wurden 94 mg Fmoc-Lys(Boc)-2-Cl-
Trt-Harz (Belegung: 0.214 mmol/g) eingewogen. Dies entspricht einer AnsatzgrélRe von
20 pumol. Die Synthese des Peptids erfolgte nach AAV 1b. Die Fmoc-Schutzgruppe wurde
nach AAV 2 manuell abgespalten, um durch Messung der UV-Absorption die Rohausbeute zu

bestimmen.

Entschitzung und Abspaltung der Peptide vom Harz
Die Entschitzung und Abspaltung des Peptids vom Harz erfolgte nach AAV 3c.

Reinigung per HPLC
Das Peptid wurde nach AAV 5b Uber die praparative C18-Sdule mit einer Flussrate von

20 mL/min gereinigt.

Charakterisierung

MALDI-TOF-MS: Das Peptid wurde in einer a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (CCA)-Matrix mit
einer Konzentration von 10 pmol/pL vermessen.

ESI-MS: Das Peptid wurde in 99 uL eines Gemisches aus Wasser und Acetonitril (1:1) geldst
und mit 1pL Triethylamin versetzt. Die Messung erfolgt Uber kontinuierliche

Direkteinspritzung im negative ion mode. Die Messdauer betrug 90 s.

Tabelle 19: Verwendete Aminosaurederivate und ihre Einwaagen.

Aminosaurederivat Einwaage [mg] Aminosaurederivat Einwaage [mg]

Fmoc-L-lle-OH 21.2 | Fmoc-L-Tyr(SOs)Na (S2) 30.6
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Kupplungsanzahl
Kupplungsdauer

Peptid E
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung
HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach Fmoc-Wert
Ausbeute nach HPLC
ESI-MS neg. ion mode (m/z)
MALDI-TOF (m/z)

Bemerkung

Dreifachkupplung
30, 60, 90 min

H,N-1-Y-K-COOH
502.53 g/mol

20 pmol

94 mg

PyBOP bzw. DIPCDI

HFIP/DCM (1:4)

7.0 mg

AAV 3c - Ethervorreinigung

12.0CV 0-50 % F, 1.0 CV 50-100 % F. Das Peptid E eluierte bei 8 % F.

10.1 mg

9.4 umol, 47 %

0.9 mg, 8.9 % (s. Bemerkung)

501.20 [M]

503.24 [M+H]*, berechnet 502.32 g/mol [M]

Es wurde nur ein Teil der Substanz Uber HPLC gereinigt, um weitere
Charakterisierungen vornehmen zu kénnen.

7.5.6. Synthese der Peptide D1 und D2

In jede der vier Reaktionskammern (Volumen: 4 mL) des Parallelsyntheseroboters wurden

94 mg Fmoc-Lys(Boc)-2-Cl-Trt-Harz (Belegung: 0.214 mmol/g) eingewogen. Das entspricht

einer AnsatzgroRe von 20 umol pro Ansatz. Die Synthese der Peptide erfolgte nach AAV 1b.

Das cappen der nicht umgesetzten Aminofunktionen erfolgte im Gegensatz zur Vorschrift fur

Peptid D1 zweimal mit je 1 mL einer Mischung von Essigsdureanhydrid, Pyridin und DMF in

unterschiedlichen Verhéltnissen abhéngig von der Methode (s. Methode a bis c) fir jeweils

10 min Nach der Uberfihrung des Harzes in eine Glasfritte wurde nach AAV 2 die

Fmoc-Schutzgruppe manuell abgespalten, um unter Messung der UV-Absorption die

Rohausbeute zu bestimmen.

Entschitzung und Abspaltung der Peptide vom Harz

Die Entschutzung und Abspaltung der Peptide vom Harz erfolgten nach AAV 3c.

Reinigung per HPLC

Die Peptide wurden nach AAV 5b Uber die préparative C18-Séule mit einer Flussrate von

20 mL/min gereinigt.
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Charakterisierung

MALDI-TOF-MS: Die Peptide wurden in einer a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (CCA)-Matrix

mit einer Konzentration von 10 pmol/uL vermessen.

ESI-MS: Die Peptide wurden in 99 pL eines Gemisches aus Wasser und Acetonitril (1:1)

gelést und mit 1pL Triethylamin versetzt. Die Messung erfolgt Gber kontinuierliche

Direkteinspritzung im negative ion mode. Die Messdauer betrug 90 s.

Tabelle 20: Verwendete Aminosaurederivate und ihre Einwaagen.

Aminosaurederivat Einwaage [g] Aminosaurederivat Einwaage [g]
Fmoc-L-Asn(Trt)-OH 0.58 | Fmoc-L-Ser(tBu)-OH 0.65
Fmoc-L-GIn(Trt)-OH 0.59 | Fmoc-L-Thr(tBu)-OH 0.39
Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH 0.41 | Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH 0.53
Fmoc-L-Pro-OH 0.33 | Fmoc-L-Tyr(SOs)Na (S2) 0.38

Kupplungsanzahl
Kupplungsdauer

Peptid D1 (Methode a)
Molare Masse
AnsatzgroRe
Harzmenge

Aktivator

Abspaltung
Rohausbeute
Vorreinigung

HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach Fmoc-Wert
Ausbeute nach HPLC
ESI-MS neg. ion mode (m/z)
MALDI-TOF (m/z)
Bemerkung

Dreifachkupplung
30, 60, 90 min

H,N-N-Y-Y-T-S-E-P-S-Q-K-COOH
1296.34 g/mol

20 pmol

94 mg

PyBOP bzw. DIPCDI

HFIP/DCM (1:4)

11.0 mg

AAV 3c - Ethervorreinigung

10CVO0-10%F,3.0CV10%F, 11.0 CV 10-23 % F, 1.0 CV 23-100 % F.
Das Peptid D1 eluierte bei 10 % F.

25.9mg

12.4 ymol, 62 %

24mg,9.3%

646.91 [M]%, berechnet 1295.60 g/mol [M].

1216.52 [M-SOs+H] ¥, 1239.54 [M-SO;+Na] *, berechnet 1295.60 g/mol [M].
Bei diesem Ansatz wurde nur bis zu Synthese-Position 8 mit Ac,O/DMF
(1:10) gecappt. Nach der Kupplung des Sulfotyrosins wurde auf das cappen

verzichtet.
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Tabelle 21: *H-NMR-chemische Verschiebungen der Aminosaurespinsysteme des Peptids D1 in ppm bei

285 K in H,O/D,0 9:1 pH = 4.0. Kalibriert auf HDO = 4.700 ppm.

NH Ha HpB HB' Hy Hy' Hy" HS Hé' He He' HE
Asn-13 6.595 | 3.992 | 2.594 | 2.594 - - - 6.833 | 7.437 - - -
Tyr-14 8.456 | 4.381 | 2.772 | 2.772 - - - 6.940 | 6.940 | 6.972 | 6.972 -
Tyr-15 8.048 | 4.356 | 2.797 | 2.670 - - - 6.868 | 6.868 | 6.578 | 6.578 -
Thr-16 7.868 | 4.064 | 3.942 - 0.953 | n.b. - - - - - -
Ser-17 8.087 | 4.191 | 3.635 | 3.635 | n.h. - - - - - - -
Glu-18 8.125 | 4473 | 1.861 | 1.642 | 2.251 | 2.251 - - - - - -
Pro-19 - 4191 | 2.081 | 2.081 | 1.692 | 1.783 - 3.457 | 3.554 - - -
Ser-20 8.266 | 4.152 | 3.640 | 3.640 | n.b. - - - - - - -
GlIn-21 8.240 | 4.137 | 1.915 | 1.759 | 2.149 | 2.149 - - - 6.708 | 7.393 -
Lys-22 8.169 | 4.064 | 1.661 | 1.661 | 1.194 | 1.194 - 1.452 | 1.515 | 2.753 | 2.753 | 7.319

Peptid D1 (Methode b)
Molare Masse

AnsatzgroRe
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute

Vorreinigung

HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach Fmoc-Wert

Ausbeute nach HPLC
ESI-MS neg. ion mode (m/z)

Bemerkung

Peptid D1 (Methode c)
Molare Masse

Ansatzgrole
Harzmenge
Aktivator
Abspaltung
Rohausbeute

Vorreinigung

HPLC

Theoretische Ausbeute
Ausbeute nach Fmoc-Wert

Ausbeute nach HPLC
ESI-MS neg. ion mode (m/z)

Bemerkung

H,N-N-Y-Y-T-S-E-P-S-Q-K-COOH
1296.34 g/mol
20 pmol
94 mg

PyBOP bzw. DIPCDI
HFIP/DCM (1:4)
18.2 mg

AAYV 3c - Ethervorreinigung

9.0CV 0-30 % F, 1.0 CV 30-100 % F. Das Peptid D1 eluierte bei 16 % F.
259 mg
11.4 umol, 57 %
0.6 mg, 2.3 %

646.91 [M]*, 1295.21 [M] berechnet 1295.60 g/mol [M].
Bei diesem Ansatz wurde bis zum Ende der Synthese mit Ac,O/DMF (1:10)

gecappt.

H,N-N-Y-Y-T-S-E-P-S-Q-K-COOH
1296.34 g/mol
20 pmol
94 mg

PyBOP bzw. DIPCDI
HFIP/DCM (1:4)
17.2mg

AAV 3c - Ethervorreinigung

9.0CV 0-30% F, 1.0 CV 30-100 % F. Das Peptid D1 eluierte bei 16 % F.
25.9 mg
9.2 umol, 46 %
2.3mg, 8.7 %

646.97 [M]%, 1295.36 [M], berechnet 1295.60 g/mol [M].
Bei diesem Ansatz wurde bis zum Ende der Synthese mit Ac,O/

Pyridin/DMF (s.0.) gecappt.
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Peptid D2 H,N-N-Y-Y-T-S-E-P-5-Q-K-COOH

Molare Masse 1216.28 g/mol

AnsatzgroRe 20 pmol

Harzmenge 94 mg

Aktivator PyBOP

Abspaltung HFIP/DCM (1:4)

Rohausbeute 15.2 mg

Vorreinigung AAYV 3c - Ethervorreinigung

HPLC 9.0 CV 0-30 % F, 1.0 CV 30-100 % F. Das Peptid D2 eluierte bei 17 % F.

Theoretische Ausbeute 24.3 mg

Ausbeute nach Fmoc-Wert 12.1 ymol, 61 %

Ausbeute nach HPLC 6.3 mg, 25.9 %

ESI-MS neg. ion mode (m/z) 1214.04 [M], berechnet 1215.45 g/mol [M]

MALDI-TOF (m/z) 1216.51 [M+H] ", 1239.57 [M-SO; +Na] *, berechnet 1216.28 g/mol [M].

Bemerkung Bei diesem Ansatz wurde bis zum Ende der Synthese mit Ac,O/DMF (1:10)
gecappt.

Tabelle 22: *H-NMR-chemische Verschiebungen der Aminosaurespinsysteme des Peptids D2 in ppm bei
285 K in H,0/D,0 9:1 pH = 4.0. Kalibriert auf HDO = 4.700 ppm.

NH | Ho | HB | Hp' | Hy | Hy | Hy" | HS | HS' | He | He' | H¢

Asn-13 6.584 | 4.017 | 2.628 | 2.628 - - - 6.847 | 7.460 - - -
Tyr-14 8.428 | 4.296 | 2.680 | 2.680 - - - 6.777 | 6.777 | 6.564 | 6.564 -
Tyr-15 7.933 | 4327 | 2.781 | 2.662 - - - 6.849 | 6.849 | 6.572 | 6.572 -
Thr-16 7.843 | 4.046 | 3.911 - 0.940 | n.b. - - - - - -

Ser-17 8.065 | 4.192 | 3.629 | 3.629 | n.h. - - - - - - -

Glu-18 8.136 | 4.464 | 1.855 | 1.636 | 2.257 | 2.257 - - - - - -

Pro-19 - 4197 | 2.079 | 2.079 | 1.691 | 1.782 - 3.453 | 3.558 - - -
Ser-20 8.277 | 4.141 | 3.639 | 3.639 | n.b. - - - - - - -
GIn-21 8.248 | 4.135| 1916 | 1.753 | 2.153 | 2.153 - - - 6.707 | 7.372 -
Lys-22 8.265 | 4.112 | 1.686 | 1.686 | 1.194 | 1.194 - 1.451 | 1.528 | 2.746 | 2.746 | 7.328

7.5.7.  Synthese der Peptide F1-F5

In jede der funf Reaktionskammern (Volumen: 4 mL) des Parallelsyntheseroboters wurden
66.6 mg Fmoc-Ser(tBu)-2-CI-Trt-Harz (Belegung: 0.6 mmol/g) eingewogen. Das entspricht
einer Ansatzgrofie von 40 pumol pro Ansatz. Die Synthese der Peptide erfolgte nach AAV 1b.
Nach der Uberfilhrung des Harzes in eine Glasfrite wurde nach AAV 2 die
Fmoc-Schutzgruppe manuell abgespalten, um durch Messung der UV-Absorption die

Rohausbeute zu bestimmen.
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Entschitzung und Abspaltung der Peptide vom Harz
Die Entschitzung und Abspaltung der Peptide vom Harz erfolgten nach AAV 3c.

Reinigung per HPLC
Die Peptide wurden nach AAV 5b Uber die préparative C18-S&ule mit einer Flussrate von

20 mL/min gereinigt.

Charakterisierung

MALDI-TOF-MS: Das Peptid F1 wurde in einer a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure (CCA)-Matrix
mit einer Konzentration von 10 pmol/pL vermessen.

ESI-MS: Die Peptide F2-F5 wurden in 99 uL eines Gemisches aus Wasser und Acetonitril
(1:1) geldst und mit 1pL Triethylamin versetzt. Die Messung erfolgt tber kontinuierliche
Direkteinspritzung im negative ion mode. Die Messdauer betrug 90 s.

Tabelle 23: Verwendete Aminosaurederivate und ihre Einwaagen.

Aminosaurederivat Einwaage [g] Aminosaurederivat Einwaage [g]
Fmoc-L-Asn(Trt)-OH 1.22 | Fmoc-L-Ser(tBu)-OH 0.65
Fmoc-L-Asp(OtBu)-OH 0.84 | Fmoc-L-Thr(tBu)-OH 0.81
Fmoc-L-GIn(Trt)-OH 1.25 | Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH 1.60
Fmoc-L-Glu(OtBu)-OH 0.87 | Fmoc-L-Tyr(SOs)Na (S2) 2.04
Fmoc-L-lle-OH 1.36 | Fmoc-L-Val-OH 0.70
Fmoc-L-Pro-OH 1.30
Kupplungsanzahl Dreifachkupplung
Kupplungsdauer 30, 60, 90 min
Peptid F1 H;N-Y-Q-V-S-S-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-S-COOH
Molare Masse 2126.28 g/mol
AnsatzgroRe 40 pmol
Harzmenge 66.6 mg
Aktivator PyBOP bzw. DIPCDI
Abspaltung HFIP/DCM (1:4)

Rohausbeute 52.9 mg

Vorreinigung AAV 3c - Ethervorreinigung

HPLC 10CVO0-10% F,3.0CV10% F, 11.0 CV 10-23% F, 1.0 CV 23-100 % F.
Das Peptid F1 eluierte bei 18 % F.

Theoretische Ausbeute 85.1 mg

Ausbeute nach Fmoc-Wert 20.1 pmol, 50 %

Ausbeute nach HPLC 2.5mg, 2.9 %

MALDI-TOF (m/z) 2127.90 [M+H] ", berechnet: 2124.93 g/mol [M].
Bemerkung -
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Tabelle 24: *H-NMR-chemische Verschiebungen der Aminosaurespinsysteme des Peptids F1 in ppm bei
300 K in DMSO-d6. Kalibriert auf DMSO = 2.530 ppm.

NH Ha HpB HB' Hy Hy' Hy" HS Hé' He He'
Tyr-3 8.176 | 4.476 | 2.982 | 2.803 - - - 7.089 | 7.089 | 6.667 | 6.667
GIn-4 7.860 | 4.055 | 1.902 | 1.902 | 2.447 | 2.447 - - - n.b. n.b.
Val-5 8.066 | 4.285 | 2.051 - 0.876 | 0.876 - - - - -
Ser-6 8.023 | 4.381 | 3.579 | 3.479 | n.b. - - - - - -
Ser-7 8.051 | 4.648 | 3.574 | 3.474 | n.b. - - - - - -
Pro-8 - 4423 | 2.051 | 2.051 | 1.882 | 1.882 - 3.631 | 3.631 - -
lle-9 7.761 | 4.066 | 1.650 - 1.010 | 1.310 | 0.726 | 0.726 - - -
Tyr-10 7.842 | 4504 | 2.938 | 2.687 - - - 7.026 | 7.026 | 6.627 | 6.627
Asp-11 8.238 | 4.621 | 2.730 | 2.505 - - - - - - -
lle-12 7.684 | 4.192 | 1.704 - 1.034 | 1.372 | 0.731 | 0.731 - - -
Asn-13 8.200 | 4.557 | 2.554 | 2.436 - - - 7.538 | 7.538 - -
Tyr-14 7.997 | 4.269 | 2.842 | 2.639 - - - 6.930 | 6.930 | 6.611 | 6.611
Tyr-15 8.157 | 4.472 | 2.986 | 2.789 - - - 7.053 | 7.053 | 6.694 | 6.694
Thr-16 7.772 | 4.354 | 4.028 - 1.068 | n.b. - - - - -
Ser-17 7.871 | 4344 | 3.612 | 3.612 | n.h. - - - - - -
Glu-18 8.008 | 4557 | 1.923 | 1.725 | 2.340 | 2.340 - - - - -
Pro-19 - 4431 | 2.162 | 2.162 | 1.882 | 1.882 - 3.377 | 3.377 - -
Ser-20 7.939 | 4.167 | 3.665 | 3.665 | n.b. - - - - - -

Peptid F2 H;N-Y-Q-V-S-S-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-S-COOH

Molare Masse 2286.40 g/mol

AnsatzgroRe 40 pmol

Harzmenge 66.6 mg

Aktivator PyBOP bzw. DIPCDI

Abspaltung HFIP/DCM (1:4)

Rohausbeute 40.7 mg

Vorreinigung AAYV 3c - Ethervorreinigung

HPLC 10CVO0-10%F,3.0CV10%F, 13.0 CV 10-25 % F, 1.0 CV 25-100 % F.
Das Peptid F2 eluierte bei 18 % F.

Theoretische Ausbeute 91.5mg

Ausbeute nach Fmoc-Wert 6.7 umol, 17 %

Ausbeute nach HPLC 2.7mg, 3.0 %

ESI-MS neg. ion mode (m/z) 760.51 [M]*, 1141.74 [M]?, berechnet: 2285.05 g/mol [M].
Bemerkung -
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Tabelle 25: *H-NMR-chemische Verschiebungen der Aminosaurespinsysteme des Peptids F2 in ppm bei
285 K in H,O/D,0 9:1 pH = 4.0. Kalibriert auf HDO = 4.700 ppm.

NH Ha HpB HB' Hy Hy' Hy" HS Hé' He He'
Tyr-3 n.b 4.008 | 2.938 | 2.938 - - - 7.012 | 7.012 | 7.012 | 7.012
GIn-4 8.366 | 4.159 | 1.713 | 1.713 | 2.033 | 2.033 - - - 7.018 | 7.018
Val-5 8.227 | 3.856 | 1.835 - 0.740 | 0.740 - - - - -
Ser-6 8.289 | 4.238 | 3.615 | 3.615 | n.h. - - - - - -
Ser-7 8.161 | 4519 | 3.603 | 3.603 | n.h. - - - - - -
Pro-8 - 4123 | 1.928 | 1.928 | 1.726 | 1.726 - 3.497 | 3.497 - -
lle-9 7.857 | 3.783 | 1.463 - 0.847 | 1.086 | 0.532 | 0.532 - - -
Tyr-10 7.857 | 4.209 | 2.716 | 2.716 - - - 6.816 | 6.816 | 6.521 | 6.521
Asp-11 8.094 | 4.419 | 2.622 | 2.622 - - - - - - -
lle-12 7.857 | 3.808 | 1.569 - 0.916 | 1.185 | 0.551 | 0.551 - - -
Asn-13 8.096 | 4.395 | 2.413 | 2.413 - - - 7.002 | 7.002 - -
Tyr-14 7.857 | 4.212 | 2.734 | 2.734 - - - 6.804 | 6.804 | 6.912 | 6.912
Tyr-15 7.857 | 4.349 | 2.744 | 2.744 - - - 6.872 | 6.872 | 6.575 | 6.575
Thr-16 7.759 | 4.055 | 3.933 - 0.920 | n.b. - - - - -
Ser-17 8.032 | 4.183 | 3.616 | 3.616 | n.h. - - - - - -
Glu-18 8.118 | 4438 | 1.849 | 1.625 | 2.232 | 2.232 - - - - -
Pro-19 - 4239 | 2.022 | 2.022 | 1.747 | 1.747 - 3.655 | 3.655 - -
Ser-20 8.127 | 4.132 | 3.657 | 3.657 | n.b. - - - - - -

Peptid F3 H;N -Y-Q-V-S-S-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-S-COOH

Molare Masse 2286.40 g/mol

AnsatzgroRe 40 pmol

Harzmenge 66.6 mg

Aktivator PyBOP bzw. DIPCDI

Abspaltung HFIP/DCM (1:4)

Rohausbeute 35.8 mg

Vorreinigung AAYV 3c - Ethervorreinigung

HPLC 10CVO0-10%F,30CV10%F, 95CV 10-21 % F, 1.0 CV 21-100 % F.
Das Peptid F3 eluierte bei 16 % F.

Theoretische Ausbeute 91.5mg

Ausbeute nach Fmoc-Wert 5.4 umol, 14 %

Ausbeute nach HPLC 2.5mg, 2.7 %

ESI-MS neg. ion mode (m/z) 1142.92 [M]?, berechnet: 2285.05 g/mol [M]
Bemerkung -
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Tabelle 26: *H-NMR-chemische Verschiebungen der Aminosaurespinsysteme des Peptids F3 in ppm bei
285 K in H,O/D,0 9:1 pH = 4.0. Kalibriert auf HDO = 4.700 ppm.

NH Ha HpB HB' Hy Hy' Hy" HS Hé' He He'
Tyr-3 n.b. 4198 | 2.853 | 2.853 - - - 6.872 | 6.872 | 6.608 | 6.608
GIn-4 8.333 | 4.190 | 1.766 | 1.702 | 2.054 | 2.054 - - - 6.883 | 6.883
Val-5 8.213 | 3.875 | 1.867 - 0.749 | 0.749 - - - - -
Ser-6 8.282 | 4.275 | 3.630 | 3.630 | n.h. - - - - - -
Ser-7 8.161 | 4.216 | 3.619 | 3.619 | n.h. - - - - - -
Pro-8 - 4154 | 1.963 | 1.963 | 1.753 | 1.753 - 3.597 | 3.597 - -
lle-9 7.823 | 3.785 | 1.463 - 0.850 | 1.122 | 0.500 | 0.500 - - -
Tyr-10 7.908 | 4.440 | 2.934 | 2.733 - - - 6.986 | 6.986 | 7.025 | 7.025
Asp-11 8.169 | 4.445 | 2.677 | 2.528 - - - - - - -
lle-12 7.937 | 3.817 | 1.585 - 0.930 | 1.207 | 0.557 | 0.557 - - -
Asn-13 8.136 | 4.435 | 2.427 | 2.427 - - - 6.716 | 7.365 - -
Tyr-14 7911 | 4.243 | 2.720 | 2.720 - - - 6.856 | 6.856 | 6.953 | 6.953
Tyr-15 7.899 | 4.334 | 2.829 | 2.704 - - - 6.904 | 6.904 | 6.600 | 6.600
Thr-16 7.787 | 4.083 | 3.961 - 0.957 | n.b. - - - - -
Ser-17 8.050 | 4.197 | 3.630 | 3.630 | n.h. - - - - - -
Glu-18 8.139 | 4.451 | 1.878 | 1.660 | 2.267 | 2.267 - - - - -
Pro-19 - 4213 | 1.972 | 1.972 | 1.706 | 1.706 - 3.568 | 3.568 - -
Ser-20 8.265 | 4.222 | 3.689 | 3.689 | n.b. - - - - - -

Peptid F4 H;N-Y-Q-V-S-S-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-S-COOH

Molare Masse 2366.46 g/mol

AnsatzgroRe 40 pmol

Harzmenge 66.6 mg

Aktivator PyBOP bzw. DIPCDI

Abspaltung HFIP/DCM (1:4)

Rohausbeute 38.7mg

Vorreinigung AAYV 3c - Ethervorreinigung

HPLC 10CV0-10%F,3.0CV 10 %F, 8.0 CV 10-20 % F, 1.0 CV 20-100 % F.
Das Peptid F4 eluierte bei 14 % F.

Theoretische Ausbeute 94.7 mg

Ausbeute nach Fmoc-Wert 5.4 umol, 14 %

Ausbeute nach HPLC 29mg,3.1%

ESI-MS neg. ion mode (m/z) 787.57 [M]*, berechnet: 2365.11 g/mol [M]
Bemerkung -
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Tabelle 27: *H-NMR-chemische Verschiebungen der Aminosaurespinsysteme des Peptids F4 in ppm bei
285 K in H,O/D,0 9:1 pH = 4.0. Kalibriert auf HDO = 4.700 ppm.

NH Ha HpB HB' Hy Hy' Hy" HS Hd' He He'
Tyr-3 5.610 | 3.986 | 2.910 | 2.910 - - - 6.994 | 6.994 | 6.994 | 6.994
GIn-4 8.344 | 4145 | 1.739 | 1.659 | 2.019 | 2.019 - - - 6.525 | 6.525
Val-5 8.198 | 3.842 | 1.821 - 0.723 | 0.723 - - - - -
Ser-6 8.265 | 4.204 | 3.578 | 3.578 | n.h. - - - - - -
Ser-7 8.138 | 4.496 | 3.564 | 3.564 | n.h. - - - - - -
Pro-8 - 4.107 | 1.910 | 1.910 | 1.703 | 1.703 - 3.553 | 3.553 - -
lle-9 7.815 | 4.102 | 1.429 - 0.811 | 1.074 | 0.465 | 0.465 - - -
Tyr-10 7.931 | 4.375 | 2.863 | 2.694 - - - 6.932 | 6.932 | 6.974 | 6.974
Asp-11 8.140 | 4.403 | 2.620 | 2.472 - - - - - - -
lle-12 7.893 | 3.775 | 1.541 - 0.881 | 1.150 | 0.510 | 0.510 - - -
Asn-13 8.091 | 4.397 | 2.376 | 2.376 - - - 7.314 | 7.314 - -
Tyr-14 7.869 | 4.196 | 2.684 | 2.684 - - - 6.808 | 6.808 | 6.908 | 6.908
Tyr-15 7.851 | 4.285 | 2.786 | 2.632 - - - 6.848 | 6.848 | 6.552 | 6.552
Thr-16 7.739 | 4.039 | 3.910 - 0.909 | n.b. - - - - -
Ser-17 8.001 | 4.148 | 3.577 | 3.577 | n.b. - - - - - -
Glu-18 8.094 | 4434|1833 |1.613 | 2211|2211 - - - - -
Pro-19 - 4172 | 2012 | 1.924 | 1.709 | 1.709 - 3.640 | 3.640 - -
Ser-20 8.167 | 4.139 | 3.633 | 3.633 | n.h. - - - - - -

Peptid F5 H;N-Y-Q-V-S-S-P-1-Y-D-I-N-Y-Y-T-S-E-P-S-COOH

Molare Masse 2446.52 g/mol

AnsatzgroRe 40 pmol

Harzmenge 66.6 mg

Aktivator PyBOP bzw. DIPCDI

Abspaltung HFIP/DCM (1:4)

Rohausbeute 46.9 mg

Vorreinigung AAYV 3c - Ethervorreinigung

HPLC 10CVO0-10%F,30CV10%F, 7.0CV10-25% F, 1.0 CV 18-100 % F.
Theoretische Ausbeute 97.9 mg

Ausbeute nach Fmoc-Wert 10.8 umol, 27 %
Ausbeute nach HPLC -
ESI-MS neg. ion mode (m/z) -
Bemerkung Das Produkt konnte nicht identifiziert werden.
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7.6. STD-NMR-Experimente

Um die Stabilitdt des Proteins wéhrend der Messreihen zu gewahrleisten, wurden die
Messungen bei mdglichst tiefen Temperaturen von 285 K am 700 MHz-Cryo-Probenkopf
durchgefihrt.

Probenvorbereitung

Um maximale Sensitivitat zu erreichen, wurden alle STD-Experimente in Shigemi-NMR
Réhrchen vom Typ BMS-008TB, Shigemi, Inc., Allison Park, PA, USA durchgefiihrt. Das
Probenvolumen betrug 250-300 pL.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Peptide D1, D2, F2 und F4 vermessen. Im Folgenden ist

aufgefiihrt, welches Protein bzw. welche Proteinkonzentration verwendet wurde.

Tabelle 28: Protein und zugehdrige Ligandenkonzentrationen der durchgefiihrten STD-Messungen.

Ligand Protein Proteinmenge Proteinkonzentration | Uberschsse fir Titration
D1 GP120Bal 150 pg, 1.25 nmol 5.0 uM 5, 10, 20, 40, 60, 100
D4 GP120Bal 150 pg, 1.25 nmol 5.0 uM 5, 10, 20, 40, 60, 100
F2 GP120SF162 100 pg, 0.83 nmol 3.3uM 5, 10, 20, 40, 60, 100
F4 GP120SF162 150 pg, 1.25 nmol 5.0 uM 5, 10, 20, 40, 60, 100
F4 GP120SF162 + CD4 | 100 pg, 0.83 nmol 3.3uM 5, 10, 20, 40, 60, 100

Die Proteine wurden durch wiederholtes Verdiunnen und Membranzentrifugation in einen
deuterierten Tris-Puffer Gberflhrt, so dass 250 uL Lésung mit der in Tabelle 28 aufgefihrten
Proteinkonzentration erhalten wurden. Nach Uberfiihrung in ein Shigemi-NMR R6hrchen
wurde die Ligandkonzentration mit jeder Messung erhoht (Tabelle 28), wobei das

Durchmischen mit Hilfe des Shigemi-Glaszylinders durchgefiihrt wurde.

1D- *H-STD-NMR-Spektren

Die 1D-'H-NMR-STD-Spektren wurden mit einer spektralen Weite von 10.0021 ppm und
32k Datenpunkten mit WATERGATE Wasserunterdrickung aufgenommen. Die
Unterdriickung der Proteinresonanzen wurde tber einen T1,-Filter, bestehend aus einem
Spinlock-Puls mit einer L&nge von 15 ms, bei einer Abschwéchung von 9 dB erreicht. Die on

und off resonance-Frequenz der Vorsattigung wechselt nach jedem Scan. Dadurch werden
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Subtraktionsartefakte aufgrund von Temperatur- oder Magnetfeldinhomogenitaten minimiert.
Wihrend der Aquisition werden on und off resonance-Spektren in unterschiedliche memory
buffer geschrieben. Der Phasenzyklus wird dabei so gewahlt, dass die on und off resonance-
Spektren verschiedene Vorzeichen haben. Addition der beiden FIDs fuhrt dann zum STD-
Spektrum.

Der Einstrahlpunkt fur die Vorsattigung des Proteins (on resonance) lag bei -560 Hz
(Spektrometerfrequenz 700 MHz, -0.8 ppm). Die off resonance-Frequenz betrug 40000 Hz
(57.1 ppm). Die optimale Sattigungsleistung und Sattigungsdauer lag bei 40 db und 4s.
Damit STD-Artefakte aufgrund von direkter Sattigung des Liganden, Aggregationseffekten
0.d. unter diesen Bedingungen ausgeschlossen werden konnten, wurden zu Beginn
Ligandenproben mit hochster geplanter Konzentration vermessen, die aber kein Protein
enthielten. Bei diesen Messungen wurden die fiir das Protein optimierten Einstrahlpunkte,
Sattigungsleistung und Séttigungsdauer verwendet. Da die aufgetretenden Artefakte deutlich
unter einem STD% blieben, konnten diese Parameter fur die nachfolgenden Messungen
verwendet werden.

Der prozentualen STD-Effekt bzw. STD-Amplifikations-Faktor wurde bestimmt, indem bei
jedem Liganduberschuss ein NMR-Experiment unter identischen Konditionen aufgenommen
wurde. Die zu vergleichenden NMR-Experimente wurden mit den gleichen
Parametereinstellungen prozessiert. Das Signal-zu-Rausch-Verhéltnis wurde durch eine
Multiplikation des FID mit einer Exponentialfunktion (Linienverbreiterung um 2 Hz)
verbessert und anschlieRend die Phase korrigiert. Uber den Dual-Display Modus in

XWINNMR konnten dann die STD-Intensitaten miteinander verglichen werden.

7.7. SPR-Bindungsstudien

Die Biacore-Studien wurden sowohl an einem Biacore 3000 Gerat als auch an einem
Biacore J Geréat der Firma BIACORE AB bei einer Temperatur von 298 K durchgefihrt. Als
Sensorchips wurden ausschlieBlich CM5-Chips verwendet.

Fur die Immobilisierung des GP120 wurde die carboxymethylierte Dextranmatrix zunachst
mit einer Mischung aus 0.1 M NHS und 0.1 M EDC fir 7 min aktiviert. Anschlie3end wurde
eine Losung von 4.5 pL (4.5 pg) GP120 in 150 pL Acetatpuffer pH 4.5 mit Hilfe des Quick
Inject-Befehls Uber die jeweiligen Flusszellen Fc2-Fc4 geleitet, wobei sie unterschiedlich

lange belegt wurden. Zum Schluss wurden die Flusszellen mit 1 M Ethanolamin fur 15 min



Experimenteller Teil 149

gecappt. Der gesamte Immobilisierungsvorgang wurde bei einer FluBrate von 5 pL/min am
Biacore 3000 bzw. 15 pL/min (low flow) am Biacore J durchgefihrt.

Die Aktivitat des immobilisierten GP120 wurde durch Injektion des natirlichen Liganden
CD4 vor und nach den Messungen geprift. Das CD4 wurde dafur in einer Konzentration von
1 bzw. 1.5 uM (Flussrate low flow bzw. 5 pL/min, Assoziationszeit: 11 min) tber den Chip
geleitet, und die Bindungskurve mit dem Programm BiaEvaluation analysiert. Als
Negativkontrolle diente das Peptid CGPYSGEPKPKTKIPERRVVTQ, welches kaum
Bindung an das GP120 zeigte. Eine Auftragung der maximalen RU-Werte dieses Peptids
gegen die Konzentration zeigte, dass die Bindung nur schwach und unspezifisch war.

Fur die SPR-Experimente wurden CM5-Chips sowohl mit GP120 (Bal) als auch mit GP120
(SF162) belegt. Im Folgenden sind die Belegungen und Aktivitaten der einzelnen Chips in
Tabelle 29 und Tabelle 30 aufgefiihrt.

Tabelle 29: Belegung des 1. CM5-Chips mit GP120 fiir die Messungen der Peptide Al-Al6. Zur
Auswertung wurden spater die Kurven der Fc2 verwendet.

Flusszelle | GP120 | Belegung | (fmol) | % Aktivitat | Aktives GP120 (fmol)
Fcl - (Referenz)
Fc2 Bal 2989 24.9 27.0 6.7

Tabelle 30: Belegung des 2. CM5-Chips mit GP120 fiir die Messungen der Peptide D1, D2 und F1-F4. Zur
Auswertung wurden spater die Kurven der Fc2 verwendet.

Flusszelle | GP120 | Belegung | (fmol) | % Aktivitat | Aktives GP120 (fmol)

Fcl - (Referenz)
Fc2 Bal 9322 7.7 36.2 28.1
Fc3 SF162 7583 63.2 52.9 334

Von den Ligandproben wurden Stammldsungen angesetzt, indem der jeweilige Feststoff mit
dem Laufpuffer versetzt wurde. Aus dieser Stammldsung wurden dann durch weitere
Verdunnungen mit dem Laufpuffer die unterschiedlichen Konzentrationen angesetzt.

Die Messungen wurden bei einer FluBrate von 10 pL/min am Biacore 3000 bzw. 15 pL/min
(low flow) am Biacore J durchgefuhrt. Zu Beginn jeder Messung wurde zundchst abgefullter
Puffer injiziert (Quick Inject-Befehl, Assoziationszeit 10 min, Dissoziationszeit 5 min).

AnschlieBend wurde gewartet, bis wieder eine stabile Grundlinie vorlag, dann wurde die
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Probe injiziert (Kinject-Befehl, Assoziationszeit 10 min, Dissoziationszeit 5 min). Die
Regeneration erfolgte mit einem SDS-Puls (0.0025 %) bei einer Flussrate von 35 pL/min Es
wurden bei jedem Liganden fiir jede Konzentration Doppelbestimmungen durchgefihrt, um
einen korrekten Wert fir das SPR-Signal zu erhalten. Es wurde das SPR-Signal der
unbelegten Referenzzelle von dem einer GP120-belegten Zelle abgezogen. Aufgrund von
starkeren SPR-Signalen von reinen Pufferkurven wurde fur die Peptide A2-A16 von diesem
Wert zusatzlich das Differenzsignal abgezogen, das sich ergab, wenn reiner Puffer injiziert
wurde. Das Pufferdifferenzsignal wurde aus dem Mittelwert von zwei Pufferinjektionen
ermittelt, die direkt vor bzw. nach der entsprechenden Peptidinjektion durchgefiihrt worden

waren.

7.8. CD-Messungen

Die CD-Messungen wurden in Wasser mit einer Peptidkonzentration von 20 uM
durchgefuhrt. Nachdem vorab ein Absorptionsspektrum von Wasser aufgenommen wurde,
das als Referenz diente, wurde die Messung mit drei Scans ber einen Wellenldngenbereich
von 260 nm bis 180 nm bei T = 298 K durchgefiihrt. Von den gemessenen Peptidspektren
wurde das Referenzspektrum abgezogen. Die anschlieBende Auswertung wurde mit Hilfe des
Computerprogramms CDPro vorgenommen, wobei die Auswertungsmodule CONTIN,
SELCON und CDSSTR zur Bestimmung der Sekundarstrukturanteile genutzt wurden. Diese
Module benétigen einen Satz von Referenzproteinen mit bekannter Sekundarstruktur. Fir die
Berechnungen in dieser Arbeit wurden von zehn maoglichen zwei unterschiedliche Sétze von
Referenzproteinen gewahlt. Zum einen wurde der Datensatz SP43 (43 l6sliche Proteine) und
zum anderen SMP56 (43 losliche Proteine + 13 Membranproteine) gewdéhlt. Die

Berechnungen wurden tber einen Wellenlangenbereich von 240-190 nm durchgefihrt.

7.9. Zellkultur und Zellpraparation

Der Zellrasen, bestehend aus Osteosarkoma HI5- bzw. Parentalzellen, einer 185 cm’
Zellkulturschale wurde zweimal pro Woche abgeerntet. Dazu wurden zunéchst die adharent
wachsenden Zellen durch Inkubation bei 37 °C mit 8 mL Trypsin-EDTA-L6sung (0.5 g/L
Trypsin und 0.2 g/L EDTA in einer modifizierten Puck’s Salzlésung A ohne Ca®* und Mg*")

von der Oberflache abgelost. Dieser Vorgang wurde nach 5 min durch Zugabe von 10 mL
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Kulturmedium (94 % RPMI 1640, 5% FKS, 1% Penicillin/Streptomycin) gestoppt. Die
Zellen wurden fur 5 min zentrifugiert (1000 rpm/174 xG), in 10 mL frischem Kulturmedium
suspendiert und in einer Neubauer Zahlkammer ausgezahlt. 3-10° Zellen pro Milliliter wurden
in einer neuen Kulturschale mit 25 mL Kulturmedium ausgesét und bis zur n&chsten Ernte bei
37 °C kultiviert. Alle vier Wochen wurden die Parentalzellen mit Neomycin (50 pg/mL
Kulturmedium) und die HI5 Zellen mit Puromycin (1 ng/mL Kulturmedium) selektiert.

Fir die SPR-Messungen wurden die Zellen abzentrifugiert, der Uberstand abpipettiert und zur
Regeneration fir 5 min mit 1 mL Kulturmedium bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlie3end
wurde abzentrifugiert, dreimal mit 1 mL PBS-Puffer (150 mM, pH 7.4) gewaschen und in
1 mL entgastem PBS-Puffer aufgenommen. Die Zahl der vitalen Zellen in einer 10 uL Probe
wurde durch Zugabe von 10 puL Trypanblau in einer Neubauer Zahlkammer ermittelt. Sie lag
bei ca. 90 % bezogen auf die Gesamtzellzahl. AnschlieRend wurde durch Verdunnung die

gewiinschte Zellkonzentration hergestellt.
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8. Toxikologie und Handhabung der Chemikalien

Tabelle 31: Sicherheitshinweise.

Substanzname Gsifrf]lgroelg' R-Satze S-Séatze
Acetanhydrid C 10-20/22-34 26-36/37/39-45
Aceton F 11 9-16-23.2-33
Acetonitril FT 11-23/24/25 16-27-45
Ammoniumacetat Xi 36/37/38 -
Ammoniumhydogencarbonat Xn 22 -
(eramethyi-uronium terafluoroborat | 5136137138 26:35
Butan-1-ol Xn 10-22-37/38-41-67 7/9-13-26-37/39-46
tert-Butylmethylether F 11-66 16-23.2-29-33
Chloroform Xn 22-38-40-48/20/22 36/37
a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure Xn 20/21/22-36/37/38 26-36
Dichlormethan Xn 40 23.2-24/25-36/37
Diethylether F+, Xn 12-19-22-66-67 (2-)9-16-29-33
Dioxan F, Xn 11-19-36/37-40-66 9-16-36/37-46
N,N’-Diisopropylcarbodiimid T+ 10-26-41 24-26-28.1-39-45
N,N'-Diisopropylethylamin F,C 11-22-34-52/53 16-26-36/37/39-45-61
’g';rzbtgg!iﬂ;;j(?"dimethy'ami”"pmpy')' 20/21/22-36/37/38 26-36
N,N'-Dimethylformamid T 61-E20/21-36 53-45
§LJZIf—CI)Dnig1éit:1eyl-2—siIapentan—5— i ) 24/25
Dimethylsulfoxid Xi 36/38 26
Essigsaure C 10-35 23.2-26-45
Ethanolamin Xn 20-36/37/38 -

Glycin - - 24725
1,1,1,3,3,3-Hexafluor-2-propanol C 20-34 26-36/37/39-45
1-Hydroxybenzotriazol F 11 7/9-16-33
N-Hydroxysuccinimid - - 24/25

Kaliumbromid Xn 21/22 -

Methanol F,T éé /ggllgigg 7-16-36/37-45
4-Methylmorpholin F,C 11-21/22-34 16-23.2-26-36/37/39-45
Natriumacetat - - 24/25

Natriumazid T+, N 28-32-50/53 28.1-45-60-61
Natriumdodecylsulfat Xn 22-36/38 26-36




Toxilogie und Handhabung der Chemikalien

153

Natronlauge C 35 26-37/39-45
Phosphorséaure konz. C 34 26-45

Piperidin F, T 11-23/24-34 16-26-27-45
2-Propanol F, Xi 11-36-67 (2-)7-16-24/25-26
Pyridin F, Xn 11-20/21/22 26-28.1

Salzséure konz. C 34-37 26-36/37/39-45
igrr;v;?;iltrioxid—Dimethylformamid— c 34 26-36/37/39-45
Trifluoressigsaure C 20-35-52/53 9-26-27-28.1-45-61
2,2,2-Trifluorethanol Xn 10-20/21/22 36/38 16-23-28A
Triisopropylsilan Xi 10-36/37/38 26-36
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