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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Die Alzheimer-Krankheit

Im Jahr 1907 diagnostizierte der Arzt Alois Alzheim erstmals eine neuartige
neurodegenerative Erkrankuhdwufgrund von Mechanismen, die bis heute nichtstéatdig
aufgeklart sind, beginnen Neuronen in immer groRétengen abzusterben. Je intensiver ein
Gehirnareal dadurch betroffen ist, desto starketiesBeeintrachtigung der dort angesiedelten
Funktionen. Die ersten Symptome sind leichte Vesiggskeit und reichen im
fortgeschrittenen Stadium tber Konfusion, das Midtgnnen nahestehender Personen bis hin
zum Verlust von unbewussten Funktionen wie der &tewg von Organen. Morbus
Alzuheimer manifestiert sich in zunehmendem MafAiter und entwickelt sich Uber einen
Zeitraum von mehreren Jahren. Die Krankheit enaeher todlich, Ursache ist meist eine
Infektion als Folge der langen Bettlagerigkeit. Wieiit waren im Jahr 2009 schatzungsweise
18 Millionen Menschen von Morbus Alzheimer betroffedavon 1,4 Millionen in
Deutschland. Mit zunehmendem Alter steigt der Anteil der Denmiemmken in der
Bevolkerung rapide an, bei den Uber 90-Jahrigerageer bereits mehr als ein Drittel (siehe
Abb. 1-1)? Medizinisch wird der Verlauf der Krankheit in dfehasen eingeteilt. Am Anfang
sind es noch leichte Gedéachtnis- und Wortfindurigasigen, unter denen die Patienten
leiden; danach folgt der langsame Verlust der $sifnsdigkeit, Orientierungslosigkeit,
Stimmungs-schwankungen und Wahnvorstellungen. las®h3 versagt das Gedachtnis
ganzlich, Sprache und Motorik sind kaum noch vodegn Die Patienten sind apathisch,
Kauen und Schlucken wird immer schwieriger, und se&hmen sich selbst und ihre
Umgebung kaum noch wafir Sicher diagnostizieren Iasst sich die Krankheitgich post
mortemdurch eine pathologische Untersuchung des GehDes.Beweis wird durch das
Vorhandensein von charakteristischen Proteinablegem geliefert, die schon Alois
Alzheimer entdeckte. Die meisten heute angewandtests zur Charakterisierung von
Demenzen wie demini-mental-state-examinatiehest von Galasko sind psychiatrischer
Natur und lassen keine eindeutige Diagnosé Rie Suche nach eindeutigen Biomarkern in
Blut oder Riickenmarksfliissigkeit hat bisher keineezlassigen Daten liefern kénné&tf. Die

molekularen Mechanismen von Alzheimer und die dasirichen Alterns Uberlagern sich
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und machen so eine exakte Diagnose sehr schwirmigpal die Vorgange hinter dieser
Demenz nicht restlos verstanden siid.

Erkrankungs-
haufigkeit

in %

40 —

[ﬁ alle Demenzen 36

>

\

Alzheimer /r
Demenz / 1

30 —

20 —

N

10 —

65 70 75 80 85 Lebensalter

Abbildung 1-1: Zusammenhang zwischen Demenzen eipehkaltet. Statistisch betrachtet
ist mehr als jeder dritte im Alter von 85 Jahren Bemenz erkrankt. Rund 65 % dieser
Menschen leiden unter Morbus Alzheimer. In derrédfrippe der 95 jahrigen sind diese
Zahlen doppelt so hoch.

Momentan liegen die Behandlungskosten je nach Sehder Krankheit zwischen 40.000
und 90.000 € pro Patient und Jah2002 wurde das deutsche Gesundheitssystem mit
Behandlungskosten fur Demenzen in der Hohe vorvibljgrden € belastet, was 2,5 % der
Gesamtausgaben entsprichtEs wird geschétzt, dass im Jahr 2025 bereits 3fiokhEn
Menschen weltweit an Alzheimer erkrankt sein werded sich diese Zahl etwa alle 20 Jahre
verdoppeln wird. Diese Tatsachen werden sich zusammen mit der &tagn der
Geburtenraten in den Industrielandern und der zmeeden Lebenserwartung als grof3e
Belastung fir die Gesundheitssysteme erweisenldgégiohe Behandlungsstrategien, die den

Krankheitsverlauf hinauszégern, kdnnten zu enorfim@mziellen Entlastungen fiihren.

1.2 Pathologie der Alzheimer-Krankheit

Das physiologische Altern eines Menschen geht nretdngslaufig mit geistigem Verfall
einher. Einige Prozesse des AlterungsvorgangsrauieFalle einer Alzheimer-Erkrankung
jedoch extrem beschleunigt ab, was zum Absterbemeingré3erer Mengen an Neuronen und
damit zwangslaufig zum Verlust kognitiver Fahigkeitfihrt*®> Man unterscheidet in diesem

2
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Zusammenhang die sporadische von der erblichenefi®r-Erkrankung. Die familiare
Variante zeichnet sich durch Fehl- beziehungsweiserfunktionen der beteiligten Proteine
aus und zeigt in der Regel wesentlich friher Symptoals die sporadisch auftretende
Variante!®

Auf molekularer Ebene findet man zwei verschieddtheteinablagerungen im Gehirn
Betroffener. Hierbei handelt es sich zum einen witnagellulare amyloide Plaques und zum
anderen um intrazellulare neurofibrillare Bindek éh Abbildung 1-2 im Vergleich zu
gesundem Gehirngewebe dargestellt sind.

Das Fortschreiten der Erkrankung beeintrachtigfdiektionen des Gehirns in zunehmendem
Mal3 und wurde von Braalet al. im Jahre 1991 nach grindlicher Auswertung von
Patientendaten und anhand der Autopsie von 83 @&hin sechs Stufen eingetéiitin den
ersten vier Stufen treten zunehmend AblagerungenRumktionsstérungen im enthorinalen
Cortex auf. In diesen Bereichen werden durch Olusth Augen eingehende Signale einer
ersten Bearbeitung unterzogen und mit anderen Beputu Gedachtnisinhalten verarbeitet,
die anschlieRend an den Hippocampus weitergeleitetlen'® Durch die Beschadigung
dieser Regionen gehen langsam Gedéachtnis und ®pvactoren. Die letzten beiden Stufen
beschreiben den Verfall fast sdmtlicher Gehirnnegiomit den beschriebenen dramatischen
Folgen fur den Patienten.

.".: - ‘.i" ;_ o T 2 el §
_'FibriIIE‘n' _

sl s YRR
“Normales =~
- Neuron :

r

Abbildung 1-2: Schematische Darstellung a) gesunded b) an Alzheimer erkrankter
Neuronen, die durch amyloide Plaques im extrazalad Raum und Fibrillen im
intrazellularen Raum gekennzeichnet sind.

3
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1.3 Amyloide Plaques

In geringen Mengen sind amyloide Plaques Teil dagirichen Alterungsprozesses. Die
Bezeichnung amyloid beruht auf der Farbbarkeit lluredreagenzielt. Ihr Basisbaustein ist
das AmyloidB-Peptid, ein Fragment des AmyloRtecursorProteins (APP). APP st ein
Typ-I-Transmembranprotein, welches in allen Neredlen des gesamten Korpers vorkommt
und je nach Isoform zwischen 753 und 770 Aminosiudamg ist® Seine Funktion ist
weitestgehend ungeklart, es wird aber angenomness es unter anderem bei der Bildung
von Synapsen eine Rolle spielt. Auf der Oberflagbe Neuronen ist APP insbesondere in

den axonalen und dendritischen Bereichen starkraiopert.

)
" Gamma-secretase

K ',“.J':
B e »
poa??

Cellular
Membrane

| sAPPB

Beta-amyloid

--"“. ‘ """
\;/

(o '
Gamma-secretase oo’ Beta-secretase
Gamma-secretase

Abbildung 1-3: Ablauf der APP-Prozessierung. a) ARBler Membran. Der orange Bereich
symbolisiert das amyloide Peptid; b) physiologischi¢eg, auf dem sARPentsteht. Die
Alphasekretase schneidet den amyloiden Bereichgmittid es entsteht kein pathogenes
Peptid; c) amyloidogener Weg. Gamma- und Beta-$d@eschneiden den amylogenen
Bereich aus APP aus, es entstehen s&&®I das Amyloigs-Protein?

APP wird in zwei verschiedenen Varianten abgebsiehg Abbildung 1-3 und 1-4). Auf dem

physiologischen Weg spalten eostund danny-Sekretase das APP, es entstehen sARR

74 kDa Protein mit unbekannter Funktion, und da®eftid mit einer Grof3e von 3 kDa. Auf
4
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dem amyloiden Weg prozessieren e und die y-Sekretase das APP, es entstehen 2
Fragmente: das SABP(72 kDa) und das Amyloi@-Protein mit etwa 4 kD& ?* Dieser
Vorgang lauft mit einer gewissen Varianz ab, wdsltié Lange des amyloiden Fragments
zwischen 39 und 42 Aminosauren betragt.

Wahrend die Spaltung dgrSekretase an der Zelloberflache stattfindet, uérldie zweite
Halfte des amyloidogenen Pfades im Inneren dereZélkile der Membran, die hohe
Konzentrationen der AspartatproteaBeSekretase aufweisen, werden durch Endozytose
abgeschniirt und wandern iiber deensGolgi-Netzwerk wieder zur Zellwand zuriitk.
Beim Verschmelzen der Endosomen mit der Zellmembremden AmyloidB-Proteine in den

extrazellularen Raum entlassen, wo ihre Aggregdigmginnt.2* *

PLAQUE

Fibrils

Oligomers

Cell Membrane

-

BetaamyodPapie e Abbildung 1-4: Schematische Darstellung der
- Entstehung der amyloiden Plaqugs.und
Sekretase schneiden AmylgidReptide aus

Beta-secretase APP aus. Diese beginnen nach der Freisetzung
: aus den Endosomen in den extrazellularen
= i Gamma-secretase Bereich zu oligomerisieren und bilden

letztendlich Plaque®

Bei einem pH-Wert von circa 7 an der Zelloberflactedie Aktivitat der3-Sekretase relativ
gering, was sich jedoch im sauren Milieu der Endueo dndert. Der pH-Wert entspricht hier
in etwa dem pH-Optimum der Sekretase (pH Optimuirpbie5.5). So entsteht der Grol3teil
des im extrazellularen Bereich aggregierenden Profmradoxerweise im Inneren der Zelle.
Systematische neuropathologische Untersuchungéiitenren Patienten haben gezeigt, dass
sich Amyloid3-Proteine ohne Demenzsymptome zu erzeugen im Gahmgichern kénnen.

5
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Und dies in denselben Grol3enordnungen, die auchebeiesenen Alzheimer-Patienten
nachgewiesen wurdéh Die Bereiche mit starken neuronalen Schaden keresl kaum mit
den Arealen, in denen die Plaques aus AmyBRroteinen in groReren Anhaufungen
auftreter®*° Dies lasst vermuten, dass die Plaques weder Ussamth Hauptsymptom der
Demenz sind, auch wenn in einigen Modellsystemen\&rringerung der Plaques durch
entsprechende Antikdrper die Symptome der Dememildert habert!

Allerdings sind die zugrunde liegenden Mechanismech ungeklart und es existieren auch
gegenteilige Studien® 2 Ein méglicher Zusammenhang konnte mit der nochhtnic
vollstandig bewiesenen Bildung von lonenkanaleden Zellmembranen durch Amylofg-
Oligomere besteheti: ** Fir diese Mischungen aus Tri- bis Oktameren konatthgewiesen
werden, dass sie die ionische Homoostase stérersaimdit weitreichenden Folgen in den

Zellstoffwechsel eingreifen konnen.

1.4 Neuronen und Mikrotubuli

Rund 100 Milliarden (1) Neuronen kommunizieren im menschlichen Gehirrr ébea 100
Billionen (10**) Synapsen miteinander und erzeugen so einzigagtigjdrische Muster. Im
Gegensatz zu ,normalen Zellen besitzen Neuronebemedem mit Zytoplasma und
Organellen geflllten Zellkdrper (Soma) 2 untersdlobe Arten von Fortsatzen. Dabei
handelt es sich zum einen um die sogenannten Rendplasmatische Verastelungen mit
geringer Reichweite, und zum anderen um das Axaiches mit den Dendriten anderer
Neuronen verbunden ist und eine deutlich groRerehReite besitzt (siehe Abbildung 1-5).
Dendritische Fasern empfangen AktionspotenzialedemAxonen anderer Zellen und leiten
sie ihrerseits weiter. Da die Lange der Axone bs Makroskopische hineinreicht, wird ein
System bendtigt, um das Axonende effektiv mit Ereetond Néahrstoffen zu versorgen, damit
die Aufrechterhaltung der elektrischen Muster geveddtet werden kann.

Eine besondere Rolle spielen in diesem Zusammenhdieg Mikrotubuli, lineare
Proteinpolymere, die eine Vielzahl an Aufgaben lesfii Das Protein Tubulin ist 55 kDa
schwer, 450 Aminoséauren lang und kommt beim Mensdheerster Linie alsx- und (3-
Tubulin vor® % Beide Varianten treten in einer Vielzahl von Isafien auf. Im nativen
Zustand liegen sie als Monomere oder Heterodimeve®'vLetztere aggregieren zu
Protofilamenten, deren Enden unterscheidbar diid. Ende neigt zur Anlagerung von

weiteren Heterodimeren, das andere Ende zur Dessozi
6
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74
A

Neurotransmitter

Abbildung 1-5: Darstellung der Verknupfung der Staneon Neuronen Uber synaptische
Verbindungen zwischen Axonen und Dendriten. Ehatie Signale werden von weiter
aul3erhalb an das obere Neuron gesendet. Dessen #aonsportiert die Elektrizitat zu
verschiedenen Kontakten mit dem unteren Neurordidsen Synapsen werden die Signale
durch Neurotransmitter an Rezeptoren der empfangeiiendriten iibertragef?.

Diese Protofilamente aggregieren in Gegenwart Istsyender Proteine zu réhrenférmigen
Strukturen mit einem AufRendurchmesser von etwar@4ind einem Innendurchmesser von
14 nm. Sie bilden zusammen mit anderen FilamenasnZgtoskelett und geben so der Zelle
ihre Form; sie sind fur die koordinierten Bewegumg®n Geil3eln verantwortlich, die zum

Beispiel die Bewegungen von Spermien lenken; digebidie Spindelfasern, die wahrend
Mitose und Meiose Chromosomen positionieren, uadasden die Transportwege, auf denen
Kinein und Dynein die Synapse am Axonende mit Nalffien versorgen und Metabolite

zuriick zum Soma transportier&h.

Diese komplexen Netzwerke befinden sich in einemadyischen Gleichgewicht und werden
stetig auf- und abgebaut, ein Vorgang, der von rsaigetenmicrotubule associated proteins

(MAPSs) unterstitzt und koordiniert wird. Zu diesgeghéren MAP1 (345 kDa), MAP2 (271-
7
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286 kDa) sowie die Tau-Proteine (55-77 kDa). MAPsrden durch komplexe

Regulierungskaskaden aktiviert, deaktiviert und uhegt; sie unterstitzen aktiv die
Assemblierung der Protofilamente zu gro3eren Sireki

Innerhalb eines Axons befinden sich mehrere Mikvatiy auf denen in regelmaligen
Abstdnden MAPs und Tau-Proteine nicht-kovalent gelea sind und die helikale Struktur
der miteinander verkniipften Tubulinheterodimeréitsieren®®

Die Menge der gebundenen Tau-Proteine wird durchGlad der Phosphorylierung von Tau
gesteuert. Ist Tau hyperphosphoryliert, dissoziestvon den Mikrotubuli ab, und deren
Struktur wird instabil. Wird Tau nicht in ausreicitem Mal3 phosphoryliert, binden zu viele
Molekile an die Mikrotubuli und der Bewegungsmedbi@mus der Motormolekile wird

gestort. Diemicrotubule affinity regulating kinaseMARK) spielt eine besondere Rolle im

Rahmen der Regulation des Phosphorylieerungsgrextesau.

1.5 Die Kinase MARK

Kinasen sind Enzyme, die Phosphatgruppen auf Sbstibertragen, die entsprechenden
Antagonisten werden Phosphatasen genannt. DurchEdd&hren oder Entfernen einer
groRen polaren Gruppe werden haufig konformatien&fiderungen induziert, die ein Protein
aktivieren, desaktivieren oder anderweitig regelerkénnen. Die Ubertragung von
Phosphatgruppen ist einer der wichtigsten Regulatiechanismen in der Zelle.

518 von den rund 31000 Genen des humanen GenonerdmdKinaseri® Bei circa 90 %
dieser Proteine handelt es sich um Serin-/Threamaslen, die dasy-Phosphat eines
Adenosin- oder Guanosintriphosphats auf die Hydr@ppe der Seitenkette eines Serins
oder Threonins Ubertragen.

Die Einteilung der eukaryotischen Proteinkinasdiolgr anhand ihrer Kinasedomanen, die
250 bis 270 Aminosauren umfassen und bis auf weatiggische Ausnahmen einen analogen
Aufbau aus 11 Subdoménen aufweisen (siehe Abbildiwy Diese verfigen Uber eine
hochkonservierte Anordnung von sekundaren Strulednmenten wie a-Helices und
[B-Faltblattern. Die  wichtigsten Unterscheidungsmealen liegen in den
Substratbindungsregionen und zusatzlichen regudaten Bereichen.

Die Kinase MARK (nicrotubule affinity regulating kinasell0 kDa) ist fur die
Aufrechterhaltung des dynamischen Gleichgewichts #&krotubuli von essenzieller

Bedeutund® *'Ein besonders wichtiges Strukturelement diesetePmist der regulatorische

8
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loop (Subdoméne VIII in Abbildung 1-6), dessen Konfotima dariber bestimmt, ob das
aktive Zentrum fur Substrate zuganglich ist odehniDer Aktivierungdeop beinhaltet 2

wichtige Phosphorylierungsstellen, die die Aktividés Enzyms steuern.

—\ Subdomdéne IV
i

\

7‘ \
.\ f \!
‘“9 Subdoméne Il

Subdomane VII

-

¢ “F/? ‘
Subdomane 1X giG
. Subdomane X

'y

Subdomiéne V

“ subdoméne X

Abbildung 1-6: Schema des Aufbaus typischer eukacyer Proteinkinasedomanen. Das
katalytische Zentrum (erkennbar am gebundenen AW@3)) liegt an der Schnittstelle der
beiden Untereinheiten, die jeweils von den Subdemdnbis V und Vla bis Xl gebildet
werden. Von besonderer Wichtigkeit ist die Aktiungsschleife (Subdomane VIII), deren
Konformation dartber bestimmt, ob das katalytisékatrum zuganglich ist oder nicht.

MARKK, eine MARK aktivierende Kinase, phosphorylieFhr®. Die darauf folgende
Konformationsanderung gibt den Zugang zum katalles Zentrum frei. Wird das
benachbarte S&f hingegen durch GsIB3 phosphoryliert, positioniert sich die Schleife

ungeachtet einer Phosphorylierung an®thso, dass kein Substrat mehr gebunden werden
kann (siehe Abbildung 1-75.
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jyation loop helix E
e

Abbildung 1-7: Modell der durch Phosphorylierungzengten Konformationsanderung der
Aktivierungsschleife von MARK. A: Der katalytisdbereicha liegt tief in der Tasche und
wird durch den regulatorischen loop (gelb) blockieB: Die Phosphorylierung von THP
(rote Kugel) bewirkt, dass sich diese Schleife das Vertiefung herausfaltet und das
katalytische Zentrum freigibt. C: Die Phosphatgrapm Setr' (rote Kugel links) blockiert
die Substratbindungsstelle, verandert die Konforomatdes katalytischen Bereichs und
inaktiviert so das Enzyfii.

MARKK
(CamKl) | (TAOY)

T208 S212
Catalytic domain

Abb. 1-8: MARK wird durch eine Reihe von Phosphermyhgen reguliert. Sie kénnen

aktivierend (grun) oder desaktivierend (rosa) samd beeinflussen sich auch gegenseitig.
Des Weiteren kann die Bindung anderer Proteinek{)irund sogar die eigener Elemente
(UBA- und Tail-Doméne) regulierende Wirkung habBrese komplexen Vorgange steuern

den Phosphorylierungsgrad von Tau und damit desBéhigkeit zur Mikrotubuli-
Stabilisierung**

Neben der katalytischen Domé&ne beinhaltet MARK eulgiquitin-assoziierte Doméne
(UBA), einenspacerund kurze Abschnitte an N- und C-TermiftiZu den wichtigsten

Aufgaben der Kinasen aus der MARK/Par-1/KIN-Famigehoren die Entwicklung der
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Zellpolaritat, Steuerungsaufgaben innerhalb dedzyldus und die Aufrechterhaltung des

dynamischen Stabilitatsgleichgewichts der MikrotuBti ¢ 4’

1.6 Das Tau-Protein

Die sogenannten neurofibrillaren Bindel, die zwaitevon Proteinablagerung, korrelieren in
Verteilung und Dichte wesentlich besser mit den @ygmatischen Regionen als die
amyloiden Plaque¥: '® 3% “®Sje bestehen aus aggregierten hyperphosphoryliérsai-
Molekilen, die ihre native Funktion nicht mehr dgi konnen. Tau-Proteine treten in 7
Isoformen im menschlichen Korper auf und sind Pktelldes MAPT-Gens, welches auf
Chromosom 17 lokalisiert i&%:>* Tau besitzt eine hohe Hydrophilie und wird in 3ni¥men
eingeteilt (siehe Abbildung 1-8%: >* Zwischen dem basisché\t Terminus und dem sauren
C-Terminus liegt ein saurer und prolinreicher Beneitm C-Terminus befinden sich die
sogenannterepeatDomanen. Je nach Isoform sind dies drei bzweptats deren Kern das
Phosphorylierungsmotiv KXGS (X steht fir lle odeystein) ist. Diese binden an Tubulin,
wahrend der Rest des Proteins keine bekannten tGtngrkmale aufweist und als
randomcoil vorliegt®> *° Auch andere MAPs besitzen hohe Homologien in Etjven
Bereichen, die fir die Bindung der Mikrotubuli vetaortlich sind. Die Mikrotubuli und
somit auch die sie umgebenden Axone kénnen Langerakroskopischen Dimensionen von
bis zu einem Meter erreichen, die zum Beispielibisin das Rickenmark hineinreichen. Auf
diesen schienenartigen Transportwegen werden Masik&nzymen, Neurotransmittern und
Nahrstoffen von Motormolekilen unter ATP-Verbraacht Synapse transportiert; auch ganze
Mitochondrien werden so befordéft>"**Zudem miissen Stoffwechselendprodukte, die sich
am Axonende anreichern, wieder zuriick ins Somap@niert werden, um dort wieder in die
entsprechenden Stoffwechselkreislaufe einzugehen.

Die relative Stabilitat der Mikrotubuli ist nur gelgen, wenn eine ausreichende Menge an
Tau-Proteinen und anderen MAPs auf ihrer Oberflaassoziiert sind? Der Grad dieser
Belegung wird in erster Linie durch Phosphorylieywmd Dephosphorylierung gesteuert. Tau
aktiviert Tubulinheterodimere und bewirkt die Bildy von ringférmigen Strukturen, aus

denen letztenendes die Mikrotubuli hervorgeffet.

11
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N-Terminus =

C-Terminus

repeat[ +

Ser262

Abbildung 1-9: Schematische Darstellung der Stnukdes Tau-Proteins mit den
dazugehdrigen Gegenionen. Im positiv geladenenri@italen Bereich befinden sich die
repeat-Regionen, die dazu dienen, mit Tubulinpalgmezu interagieren und diese zu
stabilisieren. Welche Struktur der prolinreiche tditeil und der negativ geladenen N-
Terminus einnehmen ist noch ungeklart.

Eine bis dato nicht vollstandig erfasste Kaskade sigh gegenseitig aktivierenden und
desaktivierenden Kinasen und Phosphatasen sorgtir,dadass die 30 bis 40
Phosphorylierungsstellen von Tau im richtigen Phosglierungsgrad vorliegett: *

Im Falle der Alzheimer-Krankheit liegt eine Fehiuéagion der Gleichgewichte innerhalb der
Phosphorylierungskaskade vor, was dazu fihrt, @asshyperphosphoryliert wird.

Die Initialphosphorylierung findet innerhalb derkmatubulibindendenepeatRegionen statt
und bewirkt eine drastische Verringerung der Birghaffinitat zwischen Tau und
Mikrotubulus. Infolgedessen sind Stabilitat und bidung der Mikrotubuli nicht mehr
gewahrleistet und die Versorgung der Synapse bzickdmmen.

Hyperphosphoryliertes Tau hat eine starke Tendeazu,d Uber dierepeatRegionen
miteinander zu oligomerisieren und sogenannte P{gased helical filamenfszu bilden,
welche sich wiederum zur grol3eren Struktur der NHPeurofibrillary tangle$
zusammenlagern, die im Mikroskop sichtbar sind.

Die gepaarten helikalen Filamente haben einen Doesker von etwa 15 nm. Alle 75 nm
dreht sich die Helix einmal um sich selbst und $&he# Tau-Isoformen sind an der Struktur
beteiligt. Die repeatRegionen bilden den Kern der PHFs, der im Gegenzam Rest
proteasestabil ist und intermolekulaeFaltblattstrukturen aufweist, welche anscheinend
essenziell fiir die Bildung der Filamente sfid.

Die Tatsache, dass kurzepeatsRegionenbeinhaltende Peptide schneller aggregieren als
langere, unterstreicht die Wichtigkeit dieser Ragio fir den angenommenen Mechanismus
der NFT-Bildung.

12
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Beginnend mit einer vermutlich fir den Gesamtmergmns geschwindigkeitsbestimmenden
Dimerisierung tber eine Disulfidbildung an é%fserfolgt eine sehr langsame Aggregaﬁ@n.
Die Phosphorylierung von Séf, welches sich auRRerhalb depeatsbefindet, verschlechtert
die Tubulinbindung zwar deutlich, verlangsamt almeressanterweise auch die NFT-
Bildung wéhrend die Gegenwart von Polyanionen wNAR Polyglutamat oder Heparin
wiederum die Bildung der Tau-Aggregate beschleuni@&ehe Abbildung 1-10). Dies belegt
den auf3erst komplexen Mechanismus der Aggregat@mnoch nicht vollstandig verstanden

ist.

Stabilizing
Tau Molecules

~ Microtubules

Microtubule Subunits
Fall Apart

Disintegrating
Microtubule

Tangled Clumps
" of Tau Proteins

: Disintegrating
Microtubules

Abbildung 1-10: Darstellung eines gesunden Neur@izen) mit intakten Mikrotubuli im

Gegensatz zu einem erkrankten Neuron (unten). Ppekdhosphorylierung der Tauproteine
durch MARK fuhrt zu einem Verlust der Bindungsaé#trzu den Mikrotubuli, welche ohne
die stabilisierende Wirkung von Tau disassembliared somit ihre Funktion verlieren. Die
nun nicht mehr fuktionellen Tau-Proteine beginrsch zu NFTs zusammenzulag%arn.

Die repeatRegionen beinhalten das besonders wichtige Phogmrangsmotiv KXGS,
welches von MARK erkannt wird. X steht im Falle vd@mau fur Isoleucin oder Cystein.

Insbesondere S&f in der erstemepeatRegion wird von MARK phosphoryliert wahrend die
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Affinitat zu den anderen repetetiven Bereichen g ist’™ * *’ Die Ubertragung des

Phosphatrestes fuhrt zu einer drastischen Verddelemg der Bindungsaffinitat und somit
zur Ablésung des Tau-Proteins vom TubUliDies hat eine destabilisierende Wirkung auf
die Mikrotubuli, deren Struktur ohne Tau nicht @afit erhalten werden kann. Dieser

Vorgang konnte in Zellen beobachtet werden, diehnaatsprechender Induktion MARK

iiberexprimieren und dadurch einen hohen Phospkauyigsgrad von Tau erzeud&n.

Abbildung 1-11: Elektronenmikroskopische Aufnahnvem A) nativen PHFs, die post
mortem aus dem Gehirn eines Alzheimer-Patienteroigeen wurden, und B) artifiziellen
PHFs aus htau23, der kleinsten Isoform der humaraumProteine. Auf beiden Aufnahmen
eindeutig zu erkennen sind die regelmafigen Veuigegn, die auf die helikale Struktur der
Filamente zuriickzufiihren sifid.

Nach der ersten Phosphorylierung und dem Abl6sen Vabulin, Ubertragen auch andere
Kinasen, unter anderem GSK3 und CDK5, weitere Hraigpuppen auf Tau. Die
hochphosphorylierten Proteine werden anschlieRemd Rroteasen in kleinere Fragmente
gespalten, beginnen zu oligomerisieren und bilé¢rtdn Endes neurofibrillare Bindel. Das
Fehlen der Tau-Proteine im naturlichen Regulieroreghanismus fuhrt zu einer
Disassemblierung der Mikrotubuli, da die Zahl dabgisierenden Proteine zu gering ist. Der
Transportweg zur Synapse am Axonende ist nicht rhetktional, das Neuron verkimmert
und stirbt!® 4> 4 ®|m Verlauf der Alzheimer-Erkrankung schrumpfen uetkiimmern
immer grof3ere Bereiche des Gehirns durch das é@fifle Absterben von Neuronen, was
eine stetig zunehmende Einschréankung der kognitaugrktionen nach sich zieht.
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Es wird davon ausgegangen, dass MARK das erstd (lidieser Kette der unterschiedlichen
Tau-Phosphorylierungen i&. * °® Daher stellt diese Kinase ein interessantes
pharmazeutisches Ziel dar. Eine gezielte Regulation MARK konnte den Zerfall der
Mikrotubuli einschranken und neue Madglichkeiten farén, Morbus Alzheimer zu

behandeln.

Cell body

[ . =S 02
b ™ Microtubule =
Synapse
%@\»&‘ *‘”‘w\““m
i’\\\\é@\)\»fﬂ
P
ﬁ"@m
%ﬁ-‘ ’%”""W#

g,
g,
™

Tangles Filaments Oligomers s
TiES

Abbildung 1-12: Mechanismus der NFT-Bildung. Anfangt Tau gleichmallig auf dem
Mikrotubulus verteilt und sorgt fir die Stabilitder Struktur. Erfolgt eine Phosphorylierung
durch MARK in den repeat-Regionen (A), l0st sick &aotein von den Mikrotubuli (B).
Diese verlieren dadurch ihre Stabilitat und disasbéieren. Andere Kinasen wie GSK3 und
CDKS5 fuhren weitere Phosphatgruppen ein (C), unschhel3end zersetzen Proteasen Tau in
kleinere Bruchstiicke, die Uber Oligomere (D) unidifente (E) zu NFTs aggregieren.

AulRerdem waéren entsprechende Erkenntnisse von isen&edeutung fir die Behandlung
anderer Thauopathien. Die sind weitere Krankheigr zum Beispiel Morbus Pick,

kortikobasale Degeneration, Frontotemporale DemnmitAParkinsonismus des Chromosoms
17 und andere, in denen die Akkumulierung von TauNETs eine entscheidende Rolle

spielt/*"®
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1.7 Ursachen, Diagnose und Therapieansétze

Die exakten molekularen Ursachen von Morbus Alzleeisind noch immer ungeklart. Einige
der Symptome Uberschneiden sich mit denen desliochgir Alterungsprozesses, was die
Erforschung der Krankheit und exakte Diagnoserhevect™

Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass HypoperfusionGehirn zu erhdhter Aktivitat von
Mitochondrien fuhrt. Dies wiederum erzeugt oxidativStress, der zu vermehrter Expression
von APP filhrt® "8'Wie genau Amyloid3-Proteine ihrerseits den Stoffwechsel innerhalb
der Zelle beeinflussen und welche Auswirkungenasiedie Phosphorylierungskaskade der
Tau-Proteine haben, ist nicht hinreichend geklart.

Hinweise auf einen maoglichen Wirkmechanismus gelnesilico-Modelle, die zeigen, wie
Amyloid-B-Oligomere lonenkandle in den Zellmembranen bil#énnen. Dies ware eine
Erklarung fur beobachtete Verdnderungen der Caloemkonzentration im Zytoplasma,
welche die Aktivitat der Tau-Phospohorylierung ne#it durch hyperaktive Calpaine
beeinflusst® ** # Ebenso wurden Hinweise gefunden, dass es Zusanémgatrwischen
amyloiden Plaques, der c-Jun-N-terminalen Kinagkdem Insulinstoffwechsel gibt.Auch
Verbindungen zum Komplement-System konnten nachegem werdef® Vermutlich wirken
mehrere amyloide Strukturen nach unterschiedlichtathanismen auf die Vorgadnge im
Inneren der Zelle ein. Eine bekannte Folge istHigperphosphorylierung von Tau und der
daraus resultierende Zusammenbruch der Mikrotubuli.

Die Diagnose von Alzheimer gestaltet sich schwjedl sie nupost mortenwirklich sicher

ist. Insbesondere in frihen Phasen, in denen Metikée besonders erfolgreich eingesetzt
werden konnten, liefern auch moderne Verfahren wiagnetresonanz- oder
Computertomographie keine verlasslichen Daten. cfeeslene Psychotests wie z. B. der
mental-state-examinatienest geben Hinweise auf eine mogliche Demenzgernefaber
keinen sicheren Befund.

Bisher war die Suche nach eindeutigen Biomarkechtrerfolgreich. Zwar lasst die Analyse
von verschiedenen Tau- und AmyldidSpezies in der cerebrospinalen Flussigkeit
Ruckschlusse auf mogliche Erkrankungen zu, abefeks liefern aufgrund hoher Varianzen
keine gesicherte Diagno&é* 8*#9Die Sensitivitat und Spezifitat der gewonnenenebast
nicht ausreichend, um zuverlassige Schlussfolgemizg ziehen.

Eine Heilung von Morbus Alzheimer ist zurzeit nicim Sicht, jedoch lassen sich auf

verschiedenen Wegen die Symptome der Krankheitbgern. In der Mitte der 70er Jahre
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erkannte man, dass Neuronen, die Acetylcholin prieden, besonders anféllig fir die
Mechanismen der Alzheimer-Erkrankung  sifid. Acetylcholin  gehért  neben

y-Aminobuttersaure und Glycin zu den wichtigsten fdgansmittern.

Die Gabe von Acetylcholinesterasehemmern sorgt ditien verlangsamten Abbau des
Neurotransmitters, was den geistigen Verfall detieRten verzdgert. Tacrin war das erste
offiziell zugelassene Alzheimer-Medikament, wurdeea wegen starker Hepatotoxizitat
schnell von seinen Nachfolgern Donezepil, Galamamnd Rivastigmin vom Markt

verdrangt, wobei letzteres ebenfalls die Butyrylotesterase inhibiert®’

o

/ N\ H,N OH
Acetylcholin y-Aminobuttersaure Glycin

Donezepil

o (6]
>7/ NV HzN\/\)iOH ﬁ(

OH
Galantamin Rivastigmin Memantin

SR,

Nimodipin Cannarizin

o—
(e} =
—0 N)K/NHz N (e}
OH o
Moxaverin Nicergolin
(e}
)\/\/\ /
0 N N
A A
o~ >N N
Pentoxifyllin

Abbildung 1-13: Strukturformeln der wichtigsten Kstansmitter (obere Reihe) und
diverser Medikamente, die in der Alzheimer-Behamgligenutzt werden.
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Auch die Inhibition vorN-Methyl-D-Aspartat-Rezeptoren durch den Wirkstoff Memanan h
positive Wirkung auf den Krankheitsverlauf, da dieht-kompetetive Verringerung der
Rezeptoraktivitat die Wirkung der pathogenen Glatkonzentration in den Zellen
abschwacht? 97 %

Die Medikamente Nimodipin und Cannarizin wirken @laglciumantagonisten. Sie inhibieren
Calciumkanale und verringern dadurch den Einstram Calciumionen in die Zelle. So
heben sie einen Effekt der Amylof#Oligomere teilweise wieder auf. Weitere Ansatzgenk
sind durchblutungsférdernde  Substanzen wie Nicergound Moxaverin oder
antiinflammatorische Medikamente wie Pentoxifyllidie sich ebenfalls positiv auf die
Verfassung der Patienten auswirkén® Immunisierungsversuche mit Amylof-
Proteinfragmenten konnten zwar die Zahl der Plaquessingern, wurden aber aufgrund
akuter Nebenwirkungen aufgeget&h°” Obwohl der Effekt umstritten war, wird momentan
an Varianten dieser Vaccinierung gearbeftet?® 1%

Diverse Inhibitoren, die diB- odery-Sekretase inhibieren bzw. die Aktivitat deiSekretase
steigern, befinden sich in klinischen Testphasene Bffiziente Unterdriickung der
Plaquebildung, ob durch Antikdrper oder Sekretasdebitoren, wirde nach aktuellem Stand
des Wissens den Krankheitsverlauf deutlich verzaidfer

Eine effiziente Behandlungsmethode, die auch itespRhasen der Demenz noch deutliche
Verbesserung der geistigen Konstitutionen bewitkam, wirde die Gesundheitssysteme auf
der ganzen Welt enorm entlasten. Dies ist besonagergukinftigen Jahrzehnten von
immenser Bedeutung, da die langere Lebenserwartlerg Menschen und die damit
zunehmende Zahl der Demenzkranken eine immer stéa@lende finanzielle Belastung fur
die Gesellschaft darstellen.
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2 Methoden

2.1 Peptidsynthese

Im Jahr 1963 veroffentlichte Robert Bruce Merrdiedine bahnbrechende Arbeit, fur die er
1984 mit dem Nobelpreis fir Chemie geehrt wurdeBis zu diesem Zeitpunk war die
chemische Synthese von Peptiden eine aufwendigeplkoerte und teure Arbeit. Die
Immobilisierung der ersten Aminosaure auf einemy$tgtoltrager (Harz) ermdglicht es,
schwierige und verlustreiche Aufreinigungsschrateumgehen. Dadurch kénnen nicht mehr
bendtigte Reagenzien einfach vom Harz gewaschendemer Dies ermdglichte die
Entwicklung der automatisierten Peptidsynthese, mligtlerweile eine Standardmethode
darstellt*'! Daneben werden heutzutage Peptide enzymatiscHiiifétvon Peptidasen oder
analog zu Proteinen gentechnologisch in Expressystsmen hergestefft '3 Allerdings
erfolgt der Aufbau der Sequenz in der Festphas¢neya entgegen der nattrlichen
Syntheserichtung vom C- zum N-Terminus.

Die Festphasensynthese nach Merrifield bestehivamsgen sich wiederholenden Schritten,
in denen zuerst eine Aminoséaure kovalent Uberfiteie Carboxylgruppe am Harz verankert
wird, wahrend die Aminogruppe eine geeignete Sdrufgpe tragt. Um die Amidbindung
ausbilden zu kénnen, bedarf es einer AktivierungQerboxylgruppe zum Aktivester. Hierzu
werden Reagenzien wie HATU, TBTU oder PyBOB verwatndie eine Positivierung des
Carboxyl-C-Atoms bewirken und dadurch einen nukielem Angriff der Aminogruppe
ermdglichen (siehe Abbildung 2-1* 11°

Ein anschlieBender sogenannteappingSchritt blockiert freie Aminogruppen durch
Acetylierung, um die Bildung von Deletionspeptiden unterbinden, da die einzelnen
Kupplungsschritte nicht quantitativ ablaufen. Ddnagird die N-terminale Schutzgruppe
abgespalten. In der Regel handelt es sich dabalieriluorenylmethyloxycarbonyl- (Fmoc)
oder die Butyloxycarbonylgruppe (Boc, siehe Abbiidi2-1). Die entschitzte Aminogruppe
dient nun ihrerseits als Anknupfpunkt fur die ndelsminosaure.

Nachdem so sukzessive die gewilnschte Sequenz aufgelurde, lasst sich das Peptid
mittels TFA vom Harz abspalten. TriisopropylsilaniKS) dient hierbei alscavengerder als
Hydridionendonor bei der Reaktion entstehende Gatmnen abfangt, bevor sie mit dem

Peptid reagieren kénnét
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Je nach Wahl ddakers erhalt man am N-Terminus entweder eine freie $é@nk&on oder
das entsprechende Amid. Die anschliel3ende Reinidaadgohprodukts mittels HPLC trennt

Abbruchpeptide und andere Reaktionsprodukte almarderhélt das saubere Peptid.

S G S

TBTU PyBOP HATU

R OH+ HN—-R2 —— RJ\N/RZ
TBTU |
DIPEA H
[DMF]

Abbildung 2-1: A) Darstellung verschiedener Aktiviggsreagenzien. B) Schema der
Reaktion zur Kopplung von Carboxyl- und Aminogrupfger exakte Ablauf der
Carboxylaktivierung mit der anschlieRenden Auslifgluder Amidbindung ist nicht
vollstandig aufgeklart.

Von besonderer Wichtigkeit sind in diesem Zusamraegh die Schutzgruppen der
funktionellen Aminosaureseitenketten. Sie missen thogonal Zu den
Entschitzungsbedingungen der Aminogruppe der Amdibig gewahlt werden, da es sonst
zu einer Vielzahl an unerwinschten Nebenreaktidoammt.

Die Verwendung der Fmoc-Schutzgruppe ermoéglichtnesh jedem Reaktionszyklus eine
Kupplungsausbeute zu bestimntéhUnter milden basischen Bedingungen wird mit 20 %
Piperidin in DMF Methylfluoren abgespalten, welclssh photometrisch vermessen lasst.
Unter diesen Bedingungen sind die orthogonalen, TBu- und Boc-Gruppen stabil und

ermdglichen so die gezielte Verlangerung der Kette.
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Abbildung 2-2: Schematische Darstellung des Primziler Festphasenpeptidsynthese. Zu
Beginn wird die Aminoschutzgruppe vom Harz entf¢B8thritt 1). Im Anschluss daran
werden die Schritte 2,3 und 4 fir jede AminosaweSkquenz wiederholt. Zuerst erfolgt die
Knupfung der neuen Amidbindung mit einer aktiviei@arboxylfunktion (Schritt 2); danach
werden nicht umgesetzte Aminofunktionen acety{fechritt 3). Nach dem Abspalten der
Fmoc-Gruppe kann ein neuer Zyklus beginnen. IstRigstid vollstandig, wird es am Ende
der Synthese mit TFA abgespalten (Schritt 5) umeh leaufgereinigt werden.

Die Einfihrung einer Phosphatgruppe durch eine #@nast ein in allen bekannten
Organismen vorkommender Mechanismus. Dadurch wird eoluminése negative Ladung
eingefuhrt, die Einfluss auf elektrostatische Eggmaften und somit auch auf die
Konformation eines Peptides bzw. Proteins nifit'® Die Phosphorylierung stellt einen
ubiquitdren molekularen Schalter dar, Uber den &@&mveitergereicht werden kdnnen, die
Wachstum, Zellzyklus, Differenzierung, Apoptose uwigles mehr beeinflusséf’ Die
Synthese von Phosphopeptiden stellt eine wichtifermationsquelle fur die Untersuchung
der von Kinasen ausgelésten Steuerungsmechanisman dur Synthese von
Phosphopeptiden stehen 2 verschiedene Méglichkeitewabhl.

Wahrend des Aufbaus der Sequenz am Harz ist esainmBn der Fmoc-Strategie mdglich,
die OH-Gruppen von Aminosauren, die phosphoryletden sollen, ungeschitzt zu lassen.
Nachdem das Peptid am Harz vervollstdndigt wurdannk die PQGruppe durch
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Phosphitylierung mittelsBis(Benzyloxy)(diiso-propylamino)phosphin und anschlie3ender
Oxidation durchtert-Butylhydroperoxid vor der Abspaltung eingefiihrtrden’?* Daneben
besteht auch die Mdglichkeit, die Phosphatgruppehddie Verwendung von Ammonium-
tert-Butyl-H-phosphonat im Verlauf der Synthese zu implemesi¥ Aufgrund der
verringerten Nukleophilie der aromatischen OH-Gripges Tyrosins gestaltet sich die
Phosphorylierung deutlich schwerer als die von dhie und Serin. Zudem werden die
Ausbeuten durch Nebenreaktionen wie z. B. Pipeikdialysiertef-Eliminierung wahrend
der Fmoc-Abspaltung oder Pyrophosphatbildung vgetin

Des Weiteren kbnnen phosphorylierte Synthesebawast®im Aufbau von Phosphopeptiden
verwendet werden. Anfangs wurden dibenzylierte Arséuren verwendet, welche jedoch
durch ein hohes Mald an Nebenrektionen nur ungewniégeAusbeuten lieferten.
Monobenzylierte Bausteine haben sich in dieser ielmsals deutlich effizienter erwiesen.
Fmoc-Ser(P@HBzI)OH, Fmoc-Tyr(P@HBzl)OH bzw. Fmoc-Thr(PeHBzI)OH werden
analog zu den Standardaminosduren eingesetzt umitl kimmerziell erhéltlich®® %
Aufgrund des stark erhohten Raumanspruchs sin&Kgpplungsausbeuten dennoch deutlich

geringer.

2.2 Oberflachenplasmonenresonanz (SPR)

In der Wirkstoffentwicklung ist es von besondereichitigkeit bimolekulare Interaktionen
beobachten zu kénnen. Eine wichtige Methode, dd&Benndlagen 1959 von Turbadar
beschrieben und die von Otto, Kretschmann und Raeteiterentwickelt wurde, ist das
Phanomen der Oberflachenplasmonenresonama¢e plasmon resonaneeSPR):#312°

Dieses Phanomen ermdglicht die Beobachtung von uBigskreignissen in Echtzeit, ohne
dass einlabeling erforderlich ist* *?® Dadurch und durch die Moglichkeit, nahezu jedes
Puffersystem verwenden zu kénnen, sind Messungdar temnahernd physiologischen
Bedingungen moglich. Lediglich die Immobilisieruaemes der beiden Bindungspartner muss
als mogliche Einschrankung in Kauf genommen werdafiir sind die bendétigten Mengen
der zum Teil schwer zuganglichen biologischen Molekaul3erst gering. Ferner bietet das
System die Mdglichkeit, neben verhaltnismafig ldaeiiviolekilen wie Proteinen auch Viren,
Bakterien oder gar ganze Zellen zum Messen einzeisEt” 2% Seit Anfang der 90er Jahre
sind entsprechende Gerate kommerziell erhaltlicld umittlerweile haben sich SPR-

Messungen zu einer Standardmethode in der Pharsohforg entwickeft?®
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Grundlage der Methode ist die Totalreflexion vonnmchromatischem, linear polarisiertem
Licht an einer reflektierenden Schicht, wodurch dahinterliegenden optisch dinneren
Bereich eine evaneszierende Welle ausgeltst #irBin diinner Film eines leitenden nicht
magnetischen Materials (z. B. Gold) auf dieser @&fténhe ermdglicht eine verstarkende
Resonanz zwischen den Oberflachenplasmonen dedlsvietal dem evaneszierenden Feld.
Bei einem bestimmten Reflexionswinkel, der vom Brewsindex jenseits der
Reflexionsebene abhéngig ist, erzeugt diese Regoeare Intensitatsverringerung des
reflektierten Lichte$?® Tritt dort ein Bindungsereignis auf, veranderthsin Abhangigkeit
von der Intensitat des Ereignisses und den molsftassen der beteiligten Bindungspartner
das Ausmald der Veranderung des BrechungsindexegseDiim Rahmen des
Bindungsereignisses entstehende Wechselwirkung chefs evaneszierendem Feld,
Oberflachenplasmonen und reflektierten Photoneeugiizeinen optisch messbaren Effekt.
Dieser ist anndhernd proportional zur Massenzunauhder Oberflache des Sensorchips.
Die immense Empfindlichkeit von SPR-Messungen ettidiges, Massenanderungen von
wenigen Pikogramm (1 g) auf der Chipoberfliche zu detektieren. Variieter
Brechungsindex nahe der Metalloberfliche urlOFf, wird eine Verschiebung im
Resonanzwinkel von 0.1° bewirkt. Moderne Geratel smder Lage, Winkelverdnderungen
von 0.0001° zu verfolgen. Als Mal} fir die Intenisdés Bindungseffekts wird die Einheit RU
(resonance uni)sverwendet. Ein RU entspricht etwa einer gebundéviasse von 1 pg/mm
und einer Winkelveranderung von 0.0001°. Durchitbbe Empfindlichkeit ist es mdglich,
auch niedermolekulare Verbindungen (< 1 KD) mitlimiblaren Bindungskonstanten zu
vermessen.

Die Messung selbst findet auf der Sensorchipobeh@an einer kleinen Flusszelle statt, auf
der eine Dextranschicht mit entsprechender Funélisierung den Ankerpunkt fir die
Immobilisierung darstellt. Der Ausgangspunkt dieBextranschicht ist ein diinner Goldfilm,
der die Grenze zwischen beiden an der Reflexiogillggen Medien darstellt.

Je nach Wahl des Sensorchips befinden sich vedsagefunktionelle Gruppen auf dem
Dextran, die eine kovalente Fixierung eines deddxiBindungspartner ermoglichen. Uber
ein Mikrofluidsystem wird das mobile Molekil in Ldsg durch die Flusszelle gespult und
kann dort mit seinem Bindungspartner interagief@anerell spielt es keine Rolle, welches
der an der Bindung beteiligten Molekile man immskitt’*° Allerdings schranken
Verfugbarkeit und die Moglichkeit zur Ausbildungner kovalenten Bindung die Wahl in der

Regel ein.
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Abbildung 2-4:. Darstellung des SPR-Experiments.dBingsereignisse an den auf der
Goldoberflache immobilisierten Molekilen haben lstfien Einfluss auf die Dichte dieser
Schicht als zuféllige Interaktionen in der Verghazelle. Die Dichtevarianzen erzeugen
messbar unterschiedliche Veranderungen des Refi@xiakels des polarisierten Lichts. Aus
dem zeitlichen Verlauf der Differenz beider Medsmetrgibt sich die Bindungskurve.

Verschiedene Arten von Sensorchips unterscheiddgnisider Lange der Dextranmatrix und
Art und Dichte der am Dextran verankerten funtiterelGruppen. Daneben existieren weitere
Strategien wie die Fixierung biotinylierter Proimittels Streptavidin oder die Ausbildung
von Nickelchelatkomplexen miitis-tags™® 3

Um spezifische von unspezifischen Wechselwirkungeterscheiden zu kdénnen, wird in der
Praxis der Analyt Uber zwei verschiedene Messzajleritet. Die Dextranmatrix einer der
beiden Zellen tragt den immobilisierten Ligandemg dndere Zelle dient als Referenz.
Dadurch werden nichtspezifische Wechselwirkunged Anderungen im Brechungsindex,
die beim Wechsel von Lauf- auf Injektionspuffer taeten konnen Hulk-Effekte)
ausgeschlossen.

In Abbildung 2-6 ist der idealisierte Verlauf ein&ensogramms dargestellt. Nach der
Injektion beginnt die Assoziationsphase, in dettfst@lende Bindungsereignisse die Dichte
auf der Chipoberflache starker erhthen als die emBpchen Interaktionen, die in der
Referenzzelle stattfinden. Die Kurve steigt an WBissoziation und Dissoziation ein
identisches Niveau erreicht haben und ein dynaras@ieichgewicht entstanden ist. Daraus
resultiert die Bindungskurve der Assoziation, dieigg wie in zunehmendem Mal}

Bindungsstellen auf dem Chip besetzt werden, Ibis 8&ttigung erreicht wird.
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Im Anschluss daran beginnt die Dissoziation, indkar Puffer beginnt, den Analyten aus der
Messkammer zu spulen. Bei hoheren Bindungsaffemtaterlauft dies sehr langsam, daher
wird in der Regel die Dissoziation mit einer Regatienslésung beschleunigt. Dies
geschieht mit Detergenzien wie SDS oder Veréandemindes pH-Wertes, wodurch die
elektronischen Bedingungen in der Messkammer kstigfr stark verdndert werden. Die
vollstandige Regeneration der Chipoberflache iseesziell fir die Reproduzierbarkeit der
Messergebnisse. Hierbei muss darauf geachtet werdass die Bedingungen Kkeine
permanenten Verdnderungen oder gar die ZerstorwrgStruktur des immobilisierten
Liganden induzieren. Dies lasst sich leicht durieh\dermessung von Referenzsubstanzen vor

und nach einer Messreihe Uberprifen.
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Abbildung 2-6: Idealisierte Darstellung eines SP&&gramms. In der Assoziationsphase
bindet der Analyt bis zur Sattigung an den immsiagitien Bindungspartner. Nach der
Injektion beginnt der Analyt von der Oberflache wadjffundieren und die RU-Antwort
verringert sich. Der Regenerationspuls verandee idnischen Gegebenheiten so stark, dass
der Analyt vollstéandig aus der Dextranoberflachevgechen wird. Aus dem maximalen RU-
Wert und den Kurvenverlaufen von Assoziation urgbd@iiation lassen sich kinetische und
thermodynamische Daten der Bindung ableiten.

Aus der Annahme, dass 1 RU einem Picogramm Pret@spricht, lasst sich die Menge des
immobilisierten Liganden berechnen. Der Wert Ribtellt die maximal zu erwartende RU-
Antwort dar und wird durch die Menge des immobditen Liganden, seine Masse und die
Masse des Analyten definiert.

Geht man davon aus, dass die Wechselwirkung denhdémus durch dame site binding

Modells adaquat beschrieben wird, lasst sich ausKaderelation der Sattigungswerte bei
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unterschiedlichen Konzentrationen die thermodynehngs Dissoziationskonstante pK
ableiten'?® 3?Durch Umformen ergibt sich aus der nachfolgendksicBung der ls-Wert.

B RUL MWAnalyt
max MW

Ligand

Gleichungl: Die maximal zu erwartende RU-Antwort){R) lasst sich aus der Menge der
immobilisierten RU-Einheiten und den Mol-Gewichtem Analyt (MWay) und Ligand
(MWLigand) berechnen.

RUmax |:[L]

"YUk, +L

Gleichung 2: Die RU-Antwort ist von der Ligandenkentration (L), der thermodynamischen
Dissoziationskonstante der Reaktion p)K und der Menge des immobilisierten
Bindungspartners abhéngig, welche den,RtWert bestimmit.

Eine Antwort des Systems, die den Wert von,Rlleutlich Uberschreitet, weist auf einen
komplexeren Bindungsmechanismus mit mehrdrewling sitesoder aufrebinding Effekte
hin; das mehrfache Binden eines Analytmolekiils rinak eines Messzyklusses. Sind die
Austauschprozesse nicht zu schnell, lassen sicdeu&urvenverlaufen von Assoziation und
Dissoziation unter Verwendung der Langmuir-Funkiloa kinetischen Parametej,kind kg
bestimmen, deren Quotient der thermodynamischen icl@gewichtskonstante K
entspricht:** Die Geschwindigkeit dieser Prozesse wird durgh K¢ die Konzentrationen
der beteiligten Substanzen, die Temperatur undrFiliBgeschwindigkeit beeinflusst. Daher
mussen die Randbedingungen eines SPR-Experimagféltig gewahlt werden.

2.3 Molecular modelling

Die Beschreibung von einzelnen Molekilen oder Moleérbanden durch mathematische
Gleichungen ermdglicht eine Darstellung von Stregau Kréfteverhaltnissen und Dynamiken
in silico, also rein virtuell. Durch moderne Computertecbga lassen sich so immer
komplexere Berechnungen mit immer groRer werdené&Eohenaufwand in akzeptablen
Zeitspannen realisieren.

Man unterscheidet mesoskopische Simulationen, memlegrof3ere Verbande von Atomen
bzw. Molekilen unter vereinfachenden Annahmen merVielzahl von Gruppenbéad$
zusammengefasst werden, von molekilmechanischeml&ionen. Letztere rechnen mit
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einzelnen Molekilen und betrachten inter- und mtrkekulare Wechselwirkungen mittels
Kraftfeldern, die sich aus physikalischen Gleichemgur Beschreibung elektromagnetischer
Felder zusammensetzen. Den gro3ten Rechenaufwafmldezn quantenmechanische
Simulationen, da die der Rechnung zugrundeliegen@égilenfunktionen durch sehr
komplexe Gleichungen beschrieben werden. DiesecBeumgen liefern Einblicke in die
Wechselwirkungen von Elektronen innerhalb einesdWidls und die daraus resultierenden
Strukturen.

Rontgenkristallographische Daten oder NMR-Untersngen erlauben es, ein Modell eines
Proteins zu erstellen und dessen Struktur und Difnamuntersuchef® ***Durch das als
docking bekannte Verfahren wird die Beschreibung einerrgetessch optimalen Position
zweier Molekile zueinander ermdglicht. Je nach #elf und Dielektrizitdtskonstante
werden elektrostatische Wechselwirkungen, van deaalgvKrafte und Torsionsenergien auf
unterschiedliche Weise in die Gesamtenergie eichart ** Mit einem geeigneten Modell
lassen sich z. B. aufwandige vitro-Studien durch vorherigesiodelling und Ausschluss
ungeeigneter Kandidaten abkiirZéh.****Dain silico-Modelle genau wie andere Modelle
auch Ungenauigkeiten aufweisen, ist eine kritiscRdifung der erhaltenen Daten
unabdingbar.

Die Rontgenkristallstruktur eines zu untersuchen@iateins gibt im Idealfall einen direkten
Einblick in Struktur und Funktionalitait. Das Progma SYBYL ermdglicht die
dreidimensionale Darstellung von Molekilen und eMelzahl an Bearbeitungs- und
Berechnungsmadglichkeiten.

Die in SYBYL enthaltene RoutinElexiDockbasiert auf einem genetischen Algorithmus und
berechnet Bindungsenergien und mogliche Konformatiovon potentiellen Inhibitoren, die
zuvor in der Bindungskavitat platziert wurden. Dsr die Evolutionstheorie angelehnte
Algorithmus versieht einige wenige drehbare Bindamgmit Zufallskonformationen,
vergleicht resultierende Energien und kombinieddmelers erfolgversprechende Geometrien
zu neuen potentiellen Kandidaten. Auf diese Weiseden so lange neue Generationen von
optimierten Strukturen erzeugt, bis kein GewinrBardungsenergie mehr erfoly?

Sowohl die Zahl der frei drehbaren Bindungen demhd-Molekuls als die Form der Kavitat
spielen eine wichtige Rolle bei der Verlasslichk##tr Daten. Die Wechselwirkungen von
grof3en Peptiden oder komplexen Kohlenhydratstrektumit der Oberflache von Proteinen

lassen sich auf diese Weise nur ungenau beschrailbedie Zahl der Variablen sehr grof3
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wird. Ein Kleiner Inhibitor, der die Bindungstasclenes Proteins ausfillt ist dagegen
hervorragend geeignet, um eine aussagekratogkingStudie zu erstellen.
Samtliche im Rahmen dieser Arbeit genutzten Kilstralkturen stammen aus dem Archiv der

rcsb protein data bas@vww.rcsb.org).

2.4 Kinase-Assays

Um den inhibitorischen Effekt der synthetisierteapfidischen Substanzeim vitro zu
Uberprifen, wurden zwei verschiedene Assays vergteihs erste Verfahren beruht auf der
Ubertragung eines radioaktiven Phosphatrestes y§ifPJATP auf das Peptid TR1
(***NVKSKIGSTENLK?®, analog der Sequenz des erstepeatsdes Tau-Proteins). MARK
wird mit den zu vermessenden Substanzen vorinkiubred anschlieRend werden TR1 und
ATP (mit y-[**P]JATP dotiert) hinzugegeben. Nach einem Zeitintérvan 30 Minuten
werden die einzelnen Reaktionsansatze auf einelldgdmembran pipettiert und grindlich
mit verdunnter Phosphorsaure gewaschen. Dabeidnl@lle phosphorylierten Peptide auf der
Membran haften, wahrend das radioaktiy§>’P]JATP in Losung verbleibt und beim
wiederholten Spulen ausgewaschen wird. Da ein d@led umgesetzten TR1 durch die
Dotierung des ATPs mit einem instabil&®-Kern markiert ist, stellt die auf der Membran
verbliebene Radioaktivitat ein MaR fur den Umsagr Kinase dar.

Neben den zu Uberprifenden Substanzen wird dietiReakul3erdem ohne Inhibitor und in
Gegenwart von einem bekannten Inhibitor durchgefibBadurch erhalt man unter den
gewahlten Bedingungen einen Wert flr den nativesh den inhibierten Umsatz der Kinase.
Je potenter ein Inhibitor ist, desto geringer vdrel entsprechende Radioaktivitat ausfallen, da
weniger’’P-Kerne auf Peptide iibertragen werden.

Um die Spezifitdt der potentiellen Inhibitoren zheiprifen, wurde eine andere Methode
angewandt. Da die eng mit MARK verwandte Kinase G3Mar auch Tau phosphoryliert,
aber an anderen Positionen, wurde fir die Uberpgifler Spezifitat das deutlich groRere
Konstrukt hTau40 verwendet. Das Molekil ist 441 Aasduren lang und 40 kDa schwer.
Die Produktgemische wurden durch Gelelektrophogeteennt, da Konstrukte dieser Grol3e
beim Ansauern ausgefallt werden, und damit keinentative Haftung auf der
Phosphozellulose gewaéhrleistet ist. Die Radioakivder entsprechenden Banden im Gel

spiegelt das Mal3 des Reaktionsumsatzes wieder.
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Im zweiten Assay wird Fluoreszenz zur Charkternsigr der Kinaseaktivitat herangezogen.
Als Substrat kommt ein spezielles rekombinant preglites Substrat zum Einsatz, welches
aus vier verschiedenen Untereinheiten best8if? Die Substratsequenz ist an einem Ende
von einem Fluorophor (YFPyellow fluorescent protein flankiert, wahrend sich auf der
gegenuberliegenden Seite eine phosphoaminosauesitiadDomane (14-3tB befindet, die
mit einem weiteren Fluorophor (GFRyreen fluorescent proteinverbunden ist (siehe
Abbildung 2-7). Wird ein Phosphat auf die Zielsaguenerhalb des Konstruktes tbertragen,
kommt es zu einer Konformationsdnderung, da die3-Bd-Doméane die phosphorylierte
Aminosaure bindet.

Allerdings basiert die MARK-Zielsequenz in diesewllFauf einem 18 Aminosauren langen
Ausschnitt von Cdc25C, da hier im Gegensatz zu dew+epeats ein 14-3-3-

Bindungsmotiv vorhanden ist.

433 nm

Abbildung 2-7: Darstellung der Struktur des Subttoastruktes. Die Phosphorylierung
bewirkt, dass sich das Substratpeptid in die Biggkavitat der 14-3-BDoméane hineinfaltet
und dadurch beide Fluorophore in raumliche Né&he izareder gelangen. Ist diese
Vorraussetzung erfillt, kann die eingestrahlte Ereedurch einen FRET vom CFP auf YFP
Ubertragen werden. Letzteres emittiert nun eineeamd/Nellenlange und ermdglicht so die
Differenzierung zwischen umgesetzten und nicht setgen Substrat.

a) kein FRET b) FRET-Signal

5nm 5 nm

—_ —_—
g 436 nm 436 nm

= : B FRET o,
¥ v =@
%:so nm Zi&so nm L%:sas nm

Abbildung 2-8: a) Das CFP emittiert die eingesttahEnergie bei einer leicht veranderten
Wellenlange, YFP ist rdumlich zu weit entfernt, emen FRET zu erzeugen. b) Eine
Konformationsdnderung hat beide Proteine in unrfogtee N&he gebracht, so dass der
Hauptteil der eingestrahlten Energie durch einenEHRauf YFP Ubertragen wird und dort
bei einer anderen Wellenlange emittiert wird.
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Nach erfolgter Reaktion sind beide Chromophore mmittelbarer Nahe zueinander
positioniert und es findet eine Ubertragung der riee durch Wechselwirkung der
magnetischen Momente der beiden Chromophoren Biatth diesen Fluoreszenz-Resonanz-
Energietransfer (FRET), der photometrisch verfolgérden kann, wird Energie vom
angeregten Donor-Fluorophor strahlungsfrei auf d&keeptor-Fluorophor Ubertragen,
welcher wiederum bei einer anderen WellenlangetmamtitDer Quotient der Intensitaten der
emittierten Wellenlangen, die von Edukt und Proddkt Reaktion ausgestrahlt werden,
ermdglicht die Beobachtung der Kinaseaktivitat en&eit, was sogar in einer lebenden Zelle

messbar ist®®
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3 Problemstellung

Durch das zunehmende Durchschnittsalter in der medeGesellschaft nimmt die Relevanz
altersbedingter Erkrankungen, insbesondere die d®menzen, stetig zu. Auf lange Sicht
kénnte der finanzielle Druck die Gesundheitssystanmerner Staaten zum Kollabieren
bringen, wenn sich die Behandlungsmdglichkeitehtnerbessern.

Bei fast 70 % aller Demenzen handelt es sich unhdimer-Erkrankungen, deren Symptome
auf den unterbrochenen axonalen Transport und desusl resultierende Absterben von
Neuronen zurtckzufiihren sind. Dmeicrotubule affinity-regulating kinasspielt bei diesen
Vorgangen eine zentrale Rolle. Ein Inhibitor bzwodvlator, der diese Kinase spezifisch zu
regulieren vermag, kdénnte den Krankheitsverlaufroetirere Jahre verzégern. Berechnungen
haben ergeben, dass ein funfjghriger Aufschub dankheitssymptome innerhalb von 50
Jahren zu einer Halbierung der Patienten ftfirt*

Alle bekannten Kinase-Inhibitoren binden innerhd#y ATP-Tasche und beeinflussen daher
immer auch andere Kinasen. Im Rahmen dieser Datgmrtsoll ein alternatives Konzept zum
Design eines MARK-spezifischen Inhibitors erarleitedd umgesetzt werden. Das Ziel
besteht darin, die wichtigsten Merkmale beider 8abs der Kinase (Peptid und ATP) in
einem Molekil zu vereinen und so Affinitat und Sfg# beider Substanzen zu nutzen.

Im ersten Abschnitt dieser Arbeit soll durch Okizfienplasmonenresonanz verschiedener
auf bekannten Zielsequenzen von MARK beruhendertidRepeine optimal bindende
Aminosauresequenz ermittelt werden.

Im anschlieBenden Abschnitt werden unter Zuhilfemhdes Programms SYBYL und
Kristallstrukturen von MARK Vorschlage fur die Sktur des Enzyms in einem aktiven
Zustand erarbeitet. DurcockingExperimente mit der ermittelten Zielsequenz undnde
Nukleotid ATP (qilt es, eine plausible Topologie d@indungskavitat, einschlie3lich der
Positionen der gebundenen Substrate, zu erst@&iese Geometrie soll genutzt werden, um
Abstédnde und Winkel zwischen Adenin und der zu phosylierenden Aminosaure zu
ermitteln.

Basierend auf diesem Wissen sollen im dritten Absgth Syntheseplane flr
Aminosaureanaloga entworfen werden, welche Aminesddenin und einen die ermittelte
Geometrie Uberbriickenddimker beinhalten. Die modifizierten Aminosauren werdethn
der Fmoc-Strategie in Peptide eingebaut und diemestukte im letzten Abschnitt auf ihre

inhibitorischen Eigenschaften untersucht.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Ubersicht der synthetisierten Peptide

Die microtubule affinity-regulating kinaseMARK) erfullt in Neuronen und anderen Zellen
vielfaltige Aufgaben und phosphoryliert diverse Igirikturen. Um herauszufinden, welche
Aminosauresequenz die optimale Basis fur den gegiaimhibitor bzw. Modulator darstellt,
wurden auf unterschiedlichetargets von MARK beruhende Peptide synthetisiert. Ein
MARK-Substrat ist das Protein KSRXkirfase suppressor of RASMWwelches das RAS1
Protein inhibiert. RAS1 ist an mehren Stoffwechtdpn beteiligt und wird mit
Zellwachstum und -differenzierung in Verbindung gaint. Des Weiteren werden Cdc25C
(cell division cycle phosphatgseeine Tyrosinphosphatase, die den Phasenlubergan?2
nach M im Rahmen der Mitose reguliert, und PTPHh WARK phosphoryliert:*®: 147
Letztere ist eine cytosolische Tyrosin-Phosphatasegelche Eigenschaften eines
Tumorsuppressors besit?f: 1*® Ansonsten ist nur wenig tiber die Funktionen did&egeins

bekannt. Die entsprechenden Sequenzen sind im Agrdnzigefihrt.

Tabelle 4.1-1: Liste der Peptide und Phosphopeptitie in SPR-Experimenten auf ihre
Affinitdt zu MARK untersucht wurden.

SubstanZ Sequenz Herkunft
1 ¥ILLRTESV®® KSR1
2 2 YRSPSMY Cdc25C
3 $MRRSLSV® PTPH1
4 SKSKIGST® Tau,repeatl
5 K SKCGST* Tau,repeat2
6 K SKIG-S(PQ)-T*® Tau,repeatl
7 B SKCG-S(PQ)-T* Tau,repeat2
8 BHINVKSKIGST?® Tau,repeatl
9 ZSNVQSKCGSK* Tau,repeat2
10 'SKVTSKCGST® Tau,repeat3
11 #PDRVQSKIGSL’ Tau,repeat4

Basierend auf den Sequenzen von KSR1, Cdc25C, PTR#ITau wurden die Peptidebis
11 synthetisiert. Im Anschluss an die Synthese unohi@eng wurden die Substanzen an
einem Biacore T100 auf ihre Bindungsaffinitat zu RIA hin untersucht, um die am besten

fur das geplante Inhibitor-Design geeignete Seqaerarmitteln.
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4.2 Peptid-Synthese und -Untersuchung

4.2.1 Synthese der Peptide und Phosphopeptide

Die Peptidel bis 11 wurden in einem Parallelsyntheseroboter ACT MDZ69 der Firma
Advanced Chem Tech nach der Fmoc-Strategie sysibiti Als Losungsmittel fir die
Kupplungszyklen diente N, N-Dimethylformamid. Jede Aminosdure wurde in drei
unterschiedlich langen Zyklen zu je 30, 60 und 9uen an das Harz gekuppelt. Die
Aminosauren wurden in vierfachem Uberschuss eirigeseom Aktivator TBTU und der
Base DIPEA wurden je 5 Aquivalente verwendet.

Im Anschluss an die Synthese wurden die Peptidsaianen Milieu (TFA/TIPS/BD; 95:5:2)
vom Harz abgespalten und mitteBRP-HPLC aufgereinigt. Die Trennung erfolgte im
praparativen Mal3stab an eiri®P-Cig-Phase unter Verwendung eines Gradienten aus Wasser
und Acetonitril. Um eine gleichmalRlige Protonierungnd damit Trennung nach
Hydrophobizitat zu gewahrleisten, wurden die Ladtiehimit 0.1 % TFA angesauert. Die
Ausbeuten fir die nicht modifizierten Peptide, @i Parallelsyntheseroboter aufgebaut
wurden, lagen zwischen 25 und 60 %, bezogen adidgesetzte Menge Harz.

Die Kupplungen des phosphorylierten Serins undddeauffolgenden Aminoséure wurden in
einer speziellen Glasfritte im Mikrowellenreaktanrdngeftihrt. Die Reaktionslésung wurde
Uber 20 Minuten mit 50 Watt bestrahlt und die L& so reguliert, dass die Temperatur
60 °C nicht Uberstieg. Die Ausbeuten am Ende dettH&ge lagen bei 2 %, was auf die
sterisch anspruchsvollen Schutzgruppen des Phasphbad eine groRe Zahl an

Nebenreaktionen zurtickzufihren ist.

4.2.2 SPR-Studien der Peptide und Phosphopeptide

Die Oberflachenplasmonenresonanz stellt eine wvgehtiMethode dar, um die
Bindungseigenschaften synthetisierter Verbindungegentber MARK zu charakterisieren.
Die Interaktionen zwischen den Bindungspartnernnkdnin einem flieRenden System in
Echtzeit verfolgt werden. Aus den gewonnen Datessda sich thermodynamische
Bindungskonstanten und kinetische Daten ableitem die synthetisierten Substanzen
vermessen zu konnen, wurde zunachst die rekombieaptimierte Kinase auf der

Dextranmatrix in einer Flusszelle eines CM5-Chi3E ( Healthcarg immobilisiert. Es
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handelte es sich bei dem Protein um die Mutante 8E20die eine aktivierende
Phosphorylierung mimikriert und um einen Faktor vetwa 10 aktiver ist als das native
unphosphorylierte Protein.

Zur Immobilisierung des Proteins wurde zunachseg diktivierung der Carboxylgruppen auf
der Dextranmatrix mittels EDC und NHS durchgefuldmschlieRend erfolgte die Injektion
der Proteinlésung in Acetatpuffer (pH 5.5). Insges&onnten 9206 RU auf der Oberflache
der Messkammer des Chips immobilisiert werden. DBeasspricht in etwa 9.2 ng bzw.
240 fmol Protein. Nicht umgesetzte Carboxylgruppen Dextran-Matrix wurden in beiden
FluRzellen mit einer Ethanolamin-Losung blockiartm unerwinschte Wechselwirkungen
auszuschliel3en.

Nach Gleichung 1 (siehe Abschnitt 2.2) resultieit der Menge des immobilisierten Proteins
bei einer Ligandenmasse von etwa 860 g/mol undruee Annahme einer Bindung nach
demone-site-bindingviodell eine maximal zu erwartende RU-Antwort vor6 ZRU. Deutlich
hohere Messwerte lassen autbindingEffekte und unspezifische Wechselwirkungen
zwischen Ligand, Protein und Matrix schlie3en.

Fur samtliche Messungen und Konzentrationsreiherdevein steril filtrierter PBS-Puffer
(pH 8.0) verwendet. Es wurden Konzentrationen vo6205, 125, 250, 500 und 1000 pM in
aufsteigender Reihenfolge bei einer konstanten Beatypr von 25 °C vermessen. Zu Beginn
jeder Messreihe wurde die Nulllinie Uber Pufferktienen bestimmt. Jede einzelne Messung
erfolgte Uber einen Zeitraum von 660 Sekunden lmgrd-lussrate von 30 pL/min; gefolgt
von einer Dissoziationszeit von 180 Sekunden. DichlieRende Regeneration erfolgte mit
0.1 M NaOH-Losung uber 25 Sekunden bei einer Fhtissron ebenfalls 30 pL/min mit einer
darauffolgenden Stabilisierungsperiode von 20 Sé&non

Am Anfang und am Ende eines mehrere Konzentratdmsn umfassenden Messzyklus
wurde jeweils ein kurzes Peptid als Referenz veseres um eine Aussage Uber die
Proteinstabilitdt im Rahmen der Messung machendzunén. Sowohl bei diesen als auch bei
spateren Messungen mit demselben Chip konntenisdbet K,-Werte bestimmt werden.
Allerdings wurde beobachtet, dass sich in einemrareiMonate umfassenden Lagerzeitraum
die Aktivitat des immobilisierten Proteins auf deébhip verringert. Nach etwa 200 Tagen
Lagerung in PBS-Puffer bei 4 °C konnten noch 25 %r drspriinglichen Aktivitat
nachgewiesen werden. Die aus den Kurvenverlaufenttelten Ky-Werte des Testpeptids

stimmten jedoch Uberein.
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Abbildung  4.2-1:  Sensogramm von1l (®*LLRTESV®), welches die
Konzentrationsabhéngigkeit der Interaktion mit demmobilisierten Protein zeigt. Mit einem
RUnaxVvon 160 RU befinden sich die Daten im zu erwaeariglereich von maximal206 RU.

Die Biacore T-100-Software erzeugt storungsfrei@sBgramme, indem Pufferinjektionen
automatisiert von den erhaltenen Messkurven subkttalwerden. Die erhaltenen Daten
wurden mit der Software Origin 7.5 nach deme-site-bindingModell ausgewertet. Der
Verlauf der Sensogramme ist in Abbildung 4.2-1 awchder Daten voi (KSR1) dargestellt.
Circa 200 Sekunden nach der Injektion befindet siah System im Gleichgewichtszustand
(steady state wobei 80 % der Antwort bereits nach 55 Sekuneéericht sind (siehe
Abbildung 4.2-1). Die Auftragung der RkkWerte gegen die zugehdrigen Konzentrationen
der vermessenen Liganden liefert einen AusschméreSattigungskurve, aus deren Verlauf
nach denone-site-bindingModell die thermodynamische DissoziationskonstgKig\Wert)
der Interaktion berechnet werden kann. Die Ergeaenider Gegenuberstellung (siehe
Abbildung 4.2-2) der Peptidd bis 5 zeigen, dass sich die Affinitaten der einzelnen
Substanzen nur geringfligig unterscheiden. Samtli¢bge liegen im niedrigen millimolaren

Bereich und weisen sehr geringe Fehler auf.
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Abbildung 4.2-2: Auftragung der RU-Antworten gedenKonzentration fur die Peptidebis
11. Mit Kp-Werten zwischen 1.5 und 3.1 mM liegen alle Weste sahe beieinander. In 3
der 5 Falle liegen die RkicAntworten aul3erhalb des postulierten Werts von RU&
Allerdings ist nicht zu erkennen, dass die Krimmuargjne unspezifische Gerade Ubergeht.

Die auf KSR1 und dem 2. Taepeatbasierenden Peptide(KSR1) und5 (Tau, repeat?)
zeigen mit einem K- Wert von 1.37 bzw. 1.47 mM die hochste Affinitat(Cdc25C) und}
(Tau, repeat 1) liegen mit einem Wert von etwa 2 mM in dersalb@ré3enordnung.
Interessanterweise wird allgemein davon ausgegardgss die Affinitat zuepeat 1und 4
hoher ist als die zu den inneren Wiederholungers sfeh im Falle der hier vermessenen
Peptide nicht bestatigt h&t.*” Mit einem Ky-Wert von 3 mM weis8 (PTPH1) von den hier

getesteten Peptiden die geringste Affinitat zur obitisierten Kinase auf.
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Neben der Analyse der konzentrationsabhangigen ikitwag von RU,ax ist auch eine
kinetische Auswertung der Daten moglich. DBeacore Evaluation Softwarerlaubt ein
fitting der Langmuir-Gleichung auf den RU-Verlauf der Meaggueiner einzelnen
Konzentration (siehe Abbildung 4.2-3). Neben dem-Wert lassen sich so auch
Assoziations- () und Dissoziationsraten {k ableiten. Allerdings ist der Fehler dieser
Berechnungen aufgrund der schnelben und off-ratesrecht grof3.
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Abbildung 4.2-3: Auswertung einzelner Konzentragiomer Peptidel bis 5 durch einen fit
nach der Langmuir-Gleichung. Aus dem Kurvenverlda$sen sich K k, und kK
extrapolieren. Die g-Werte liegen um Faktor 100 niedriger als die Wextis dem Affinitats-

Plot. Grinde hierfir kénnen der nicht optimaleuiid die andere Herangehensweise an die
Auswertung sein.

Hierftir wurden Messungen der Konzentration 125 néviweerschiednen Messreihen gewahlt,
da hier der Langmuifit am besten war. Die so erhaltenen Werte liegen Zefenerpotenzen
unter denen, die nach der ersten Methodik ermittetten.

Die Affinitat fur Peptide sollte erwartungsgemalhisehr stark sein. Es waren Werte im
niedrigen millimolaren bis hohen mikromolaren Befeizu erwarten?® Die aus den
Bindungskurven berechneten Werte zwischen 13 unduBF liegen deutlich darunter.
Wahrend die Affinititsmessung das KSR1-basiertdi®dpals den Bindungspartner mit der
hochsten Affinitat identifiziert hatte, lieferte alikinetische Auswertung abweichende

Resultate. Hier wurde die héchste Affinitat #iTau, repeatl) festgestellt. Analog dazu
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zeigten auch die anderen Peptide je hach Auswestoieiinode eine abweichende Reihenfolge
der Bindungsaffinitaten (siehe Abbildung 4.2-3).

Der niedrigste Is-Wert von 13 uM liefert das auf dem ersten Tapeatbasierende Peptid
(4). Wahrend der zweiteepeat (5) mit 43 UM den zweith6chsten Wert im Rahmen dieser
Auswertung liefert. Die Werte der anderen 3 Pepligten mit 36 uM I, KSR1), 57 uM 2,
Cdc25C) und 28 uM3({ PTPH1) nahe beieinander.

Die abweichenden Ergebnisse aus beiden Auswertwetgsden und die teils geringen
Unterschiede in den ermittelten Affinitaten las&eimen eindeutigen Schluss zu, welche der
Sequenzen das optimale Bindungsmotiv beinhaltet. Khmetische Auswertung liefert den
angenommenen niedrigen Wert fur den ersggeat(4) und den erwarteten Unterschied zum
zweiten Tauepeat b). Allerdings sind die auf Basis der Kinetik der 8img bestimmten
Werte mindestens eine Zehnerpotenz unterhalb desidBe angesiedelt, der aufgrund der
vorangegangenen Auswertung der Konzentrationsreiererwarten war. Ein wichtiger
Faktor konnte hierbei der nicht optimdieeiner einzelnen Kurve gegentber der Auswertung
des Effekts von funf unterschiedlichen Konzentrasio sein.

Wie in Kapitel 2.1 bereits erwahnt, ist Phosphanmylng ein wichtiger Mechanismus in der
Regulierung von Proteinaktivitaten. Die Einfuhruamer volumindsen negativen Ladung
kann konformationelle Veranderung in einer Proteikdur induzieren und dadurch
aktivierende, desaktivierende oder regulierendekbMvigen haben. Da eine Kinase nach
erfolgter Ubertragung eines Phosphats die Prodalkseder Kavitat entfernen muss, bevor ein
neuer Reaktionszyklus beginnen kann, ist zu erwadass die Affinitat zu den Edukten
groRer ist, als zu den Produkten. Um nachzuwedass die Phosphorylierung der Peptide
die Bindung zur Kinase schwacht, wurden diedz(lr'au, repeat1) und5 (Tau, repeat?2)
analogen phosphorylierten Sequenzen synthetisrettauf ihre Bindungseigenschaften hin
untersucht. Abbildung 4.2-4 zeigt die Auswertung éetsprechenden Sensogramme. 4r
bewirkt die zusatzliche Phosphatgruppe einen Agstes lo-Wertes von 2.1 auf 3.5 mM, im
Falle von5 konnte ein Anstieg von 1.5 auf 3.1 mM beobachttden.

Diese Daten unterstiitzen den angenommenen Mechasjisrachdem die Ubertragung der
Phosphatgruppe von ATP auf das Substrat-Peptidhdihic grof3es negativ geladenes
Volumen die Affinitat der Kinase zum gebundenen dRid-Molekil stark beeinflusst.
Demnach stért die sterisch anspruchsvolle negatiadgne Phosphatgruppe die Bindung der
Peptidsequenz an die Kinase wodurch das Diffundieler Produkte vom Protein weg und

eine erneute Substratbindung erleichtert werdemiefern die unterschiedlichen Affinitaten
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von ATP und ADP zur Kinase diesen Vorgang beeisBus wurde im Rahmen dieser
Experimente nicht Gberpruft. Eine Untersuchungwigschiedenen Rontgenkristallstrukturen
liefern jedoch Indizien dafur, dass auch die Hyggel des Nukleotids eine
Konformationsanderung im Protein induzieren kanehg Abschnitt 4.3.4). Da diernover
numbervon MARK vergleichsweise gering ist f& 1 s*), miissen diese Unterschiede nicht
so gravierend ausfallen wie bei Proteinen mit $eitren Umsatzzahléhi.Daher ist es nicht
verwunderlich, dass sich diese Differenzen nictdehnerpotenzen ausdrticken.

Es ist anzunehmen, dass verhaltnismaliig geringaitts-Unterschiede zwischen Substrat
und Produkt zusammen mit der proteininternen Meighden Mechanismus der Kinase

bestimmen.
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Abbildung 4.2-4: Die Bindungskurven der phospheryin Peptide weisen auf eine
Erhéhung des K-Wertes durch die zusatzliche Phosphat-Gruppe Bies fuhrt zu einer
erhohten Dissoziation zwischen Kinase und Produkd wereinfacht eine erneute
Substratbindung.

Die kinetische Auswertung der phosphorylierten Rleptzeigt ein analoges Bild zu den
Auswertungen der vorangegangenen Substanzen. BisoDdationskonstante steigt fér
(Tau,repeatl) wie bei dem nicht phosphorylierten Analogon 2r&réRenordnungen, béi
(Tau,repeat?) ist es eine halbe Zehnerpotenz. Die Reihenfdégeepeatsunterscheidet sich
in beiden Auswertungsvarianten, aber der Effekt denhosphorylierung auf die
Bindungsaffinitat ist deutlich zu erkennen.

Um die Unterschiede innerhalb der vier Trepeatsbesser bewerten zu kénnen, wurden 4
Peptide synthetisiert, deren Sequenzen auf denrsghiedlichen Wiederholungen des
SKIGX-Motivs beruhen. In der Literatur werden deste und der vierteepeatals primére
Phosphorylierungsziele von MARK beschrieben, wobeE erste Wiederholungssequenz

starker phosphoryliert wird als die vieffe®®
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Der Ausschnitt, den die Peptidebis 5 darstellen, wurd@&l-terminal um 3 Aminoséuren der
Proteinsequenz verlangert. Wahrend die thermodysdrai Auswertung Daten lieferte, die
analog zu den vorangegangenen Messungen Bindurgiakbten im mittleren bis hohen
mikromoaren Bereich ergaben, war eine kinetischewantung nicht méglich. Auch bei

niedrigen Konzentrationen waren dies aufgrund der Kurvenform mit einem sehr grof3en

Fehler behaftet.
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Abbildung 4.2-5: Kinetische Auswertung der Messkmrder Peptides und 7 bei einer
Konzentration von 125 uM. Die Unterschiede der Brugsse sind zu denen der weiter oben
besprochenen Peptide vergleichbar. Deutlich istezkennen, dass die Phosphorylierung
einen negativen Effekt auf die Bindungsaffinitédt ha
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Abbildung 4.2-6: Darstellung der Bindungskurven Beptide3 bis 11, die im Gegensatz Au

bis 5 aus 10 statt 7 Aminosauren bestehen. Der ersted@ndvierte repeat sprechen sehr
stark auf die N-terminale Verlangerung um 3 Aminwea an. Der lg-Wert fallt um Faktor
10 ab. Die Bindungskonstanten der beiden mittlesgeats sind identisch mit den kirzeren
Peptiden 4, 5, siehe Abbildung 4.2-3).
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Eindeutig geht aus den Daten hervor, dass der arsteder vierterepeatdeutlich starker
binden als ihre inneren Pendants (siehe AbbilduBesd Im Falle des ersten SKIGX-Motivs
fallt der Kp-Wert durch die drei zusatzlichen Aminosauren urmeciFaktor 10 auf 140 uM
ab. Im Falle der vierten Wiederholung ist der Wit 290 uM immer noch deutlich geringer
als die Werte der mittlererepeats Letztere profitieren tberhaupt nicht von den zlg#en
Aminosauren, die Affinitdt vord (Tau, repeat2) und dem verlangerten Analogdn(Tau,
repeat2) andert sich praktisch nicht.

Daraus folgt, dass die Verlangerung des Peptid$au, repeat1l, KSKIGST) auf8 (Tau,
repeatl, KNVKSKIGST) einen deutlichen Effekt durch zudiéthe Kontakte zum Protein
aufweist. Die Anderung vorb (Tau, repeat 2, KSKCGSK) auf9 (Tau, repeat 1,
SNVQSKCGSK) fiuhrt dagegen jedoch zu keiner messb&eranderung. Im Falle vo@
muss es dem Peptid mdglich sein, eine zusatzliceehdélwirkung zwischen Protein und
dem N-terminalen Lysin bzw. der@-terminalen Threonin zu erzeugen, die das Serin. bzw
Lysin im Falle vor® nicht auszubilden vermag.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Affmit&inase sowohl vom Bindungsmotiv
als auch von dem verwendeten Sequenzbereich algh@stgiDas in der Literatur haufig
herangezogene KXGS-Motiv stellt den Kern des Bimgd@pitops dar, allerdings durfte ein
zwei- bis dreimal so grofRer Sequenzausschnitt ddlstandige Bindungsmotiv besser
beschreiben. Vermutlich spielen neben der Sequewh aiverse Cofaktoren wie z. B.
Phosphorylierungsmuster von MARK und die Lokalisatieine wichtige Rolle in der
Steuerung dieser vielseitigen Kinase.

Wichtiger Bestandteil des Mechanismus der Phosgieoung ist die geringere Affinitat der
Produkte gegeniiber den Substraten. Dies konnte ahmBn der Uberprifung der
Bindungseigenschaften der phosphorylierten Peptide/ergleich zu den analogen nicht
phosphorylierten Substanzen nachgewiesen werdesatZich sind vermutlich auch im
folgenden Kapitel naher besprochene strukturelleaMgerungen im Protein essenzieller
Bestandteil der Vorgange der wiederholten Substrdtimg und -umsetzung.

Im Rahmen dieser Versuche konnte aufgrund derivetatAhnlichkeiten in den beobachteten
Affinitaten keine eindeutige Entscheidung getroffeerden, welche Aminosauresequenz den
besten Ausgangspunkt fir eine Inhibitorsynthesestdiir Die Verlangerung der
Peptidsequenzen des ersten Tepeats fuhrt definitiv zu einer Verbesserung der
Bindungseigenschaften. Dies ist nur logisch, weram mie Kinase naher betrachtet. Wie in

Abschnitt 4.3 beschrieben, decken etwa 13 Amin@séaumit einer mittig gelegenen
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Phosphorylierungsstelle die komplette Front derakken ab und sollten alle relevanten
Kontakte der Zielsequenz beinhalten. Inwiefern wigfie aus der Sekundar- bzw.
Tertiarstruktur des nativen Substrats hervorgehéngiaktionen im Hinblick auf weit von
der Kavitat entfernte Positionen der Proteinobehii eine Rolle spielen, kann an dieser
Stelle nicht beantwortet werden.

Fur die folgendemmolecular modellingArbeiten wurden neben ATP auf der Sequenz des
ersten repeats beruhende Peptide als Ausgangssubstrat verwehdetrer verlangerten
Variante hat diese Sequenz gute Bindungseigenschatzeigt und bestétigt die in der
Literatur vorherrschende Meinung, dass der erspeat ein primarestarget von MARK

darstellt* 68 150
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4.3 molecular modelling

Rontgenkristallstrukturen von Proteinen, die audi@rDatenbanken stammen, I6sen nicht
Atomkerne auf sondern die Elektronen, die mit déntgen- bzw. Synchrotonstrahlung
wechselwirken. Daher handelt es sich bei den Sirght genau genommen um
Elektronendichteverteilungen innerhalb der Eleneeiée des Kristalls.

Die Auflésungen liegen nur selten unterhalb von,2&her werden Protonen nicht aufgelost
und andere Details wie die Ausrichtung von NBruppen und Carbonylfunktion von
Asparagin und Glutamin sind nicht unterscheidbaestalb sind ihre Positionen bzw.
Ausrichtungen haufig unklar und mussensilico modelliert werden. Auf3erdem kann das
Fehlen der nativen wassrigen Umgebung im KristalfliEss auf die Struktur haben.

Die beiden zum Zeitpunkt denodellingArbeiten verfigbaren und am besten aufgeltsten
Kristallstrukturen von MARK (1Y8G und 2HAK, Auflésig 2.5 A bzw. 2.6 A) sind bis auf
einige  Aminosauren in der Peripherie des Proteieskahgsgleich. Aufgrund seiner
uneinheitlichen Positionierung im Kristall von 1Y8&t der Grof3teil der regulatorischen
Schleife, die den Zugang zum aktiven Zentrum steubrer nicht aufgeldst. Die
Elementarzellen beider Varianten bestehen aus @mdder regulatorischiwmop macht den
Hauptteil der Dimerisierungsdomane in beiden Stméd aus und ist dadurch in dianding
site zurtickgefaltet, was in der Struktur 2HAK gut zlkesmen ist. Folglich liegt MARK in
einer inaktiven Konformation vor, die nicht dazulier Lage ist, Substrate zu binden.

Es ist daher anzunehmen, dass die in 1Y8G niclyeéigten Aminosauren LS bis Pré**
den Hauptteil des im Rahmen der Protein-Regulateweglichen Bereichs darstellen. Die
neueren ebenfalls von Mandelk@t al. verdffentlichten Strukturen 3FE3 (veroffentlicht
12/2008, Auflosung 1.9 A) und 2WzJ (veroffentlidt/2009, Aufldsung 2.8 A) weisen eine
zu 2HAK analoge Positionierung der regulatorisciBehleife auf, sie geben ebenfalls eine
inaktive Struktur wider.

Die in den folgenden Abschnitten beschriebenen itgbemit der Struktur 1Y8G und 2HAK
gehen davon aus, dass die nicht zu dem Bereictillyis Pré** gehérigen Aminosauren ein

korrektes Bild der funktionalen Kinase wiedergeben.
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4.3.1 Strukturoptimierungen

Zu Beginn musste die Kristallstruktur von MARK Ub#seitet und optimiert werden, bevor
weitere Arbeiten mit ihr moglich waren. Nach der rkwolle der Atomtypen und dem
Erganzen der Protonen wurde die Struktur enerdretgatimiert. FUr die Berechnung der
atomaren Partialladungen wurde das Modell von @mgstund Marsili verwendet. Mit dem
Tripos-Kraftfeld und dem Modell Amber fur die abstisabhéangige Wirkung der Ladungen

wurde die Struktur energetisch minimiert.
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Abbildung 4.3-1: Darstellung der energetischen Hotlung der Kristallstruktur wahrend
der Optimierung. Zu Beginn betragt der Wert 48646lknol. Im Bereich jenseits von 3000
Iterationen finden keine relevanten Anderungen nséstt.

Als Grundlage flr die weiteren Arbeiten wurde dpimierte Struktur nach 3000 Iterationen
gewahlt. Aufgrund der Tatsache, dass keine relevaAnderungen der Gesamtenergie mehr
auftreten, sind weitere Iterationen nicht notigek® Abbildung 4.3-1). Zusatzliche
Optimierungsschritte konnen Ruckfaltungsprozesse Aminosaureseitenketten zur Folge
haben und die resultierende Struktur verfalschen.

Wahrend der Optimierung wurden Abstande zwischescheedenen Positionen innerhalb der
Bindungstasche vermessen. Dadurch konnte die Bdaloies aktiven Zentrums wahrend der
Optimierung Uberwacht werden. Beobachtet wurden dibstande zwischen den
Aminosaurepaaren f&/Asp'™> Asn®YCys'®, 1le’*His' " und Ala®%11e’®(siehe Abbildung
4.3-2). Die Distanzen zwischen darC-Atomen von vier Paaren von Aminosauren wurden
im Verlauf der Optimierung beobachtet, ebenso dideEnung zwischen den dazugehdrigen
endstandigen Atomen der Seitenketten (siehe Abhgdu3-3).
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Abbildung 4.3-2: Darstellung der Positionen der Aosauren, deren Distanzveranderungen
im Rahmen der Optimierung in Abbildung 4.3-3 abligielbisind. Die gleichfarbigen Bereiche
entsprechen jeweils den Aminosduren, deren Abstdnddie Grafik einfliessen. Die
Perspektive entspricht einem frontalen Blick in &mdungskavitat, die Substratbindung
findet im Zentrum statt. Die Paarung baut sich émidermassen auf: grtin: llel12/Aspl75;
magenta: Asn180/Cys166; orange: lle191/His173; gAla162/lle103.

Die Verbindungslinien der Aminosaurepaare treffieh én der Mitte der Kavitat und spannen
ein sternférmiges Muster. Die Beobachtung der tahgeordneten Abstande im Inneren der
Struktur zeigten, dass nur sehr geringe Veranderustattfinden und daher die geometrische
und elektronische Form der Bindungstasche im Ve Optimierung praktisch konstant
bleibt. Wahrend der ersten 1500 Iterationen schemrdie Distanzen um bis zu 1 A und
verandern sich danach praktisch nicht mehr.

Weder die vermessendiackbonePositionen noch die endstadndigen Atome der Sestégrk
unterliegen nennenswerten Ortswechseln. Die reseitde Struktur war nun fehlerbereinigt,
energetisch optimiert und die Kavitat zeigte stnuédie Invarianz gegentber der Bearbeitung

auf.
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Abbildung 4.3-3: Darstellung der Entwicklung verstdener Abstdnde wahrend des
Optimierungsvorgangs. Vermessen wurden Entfernudgea-C-Atome und der Enden der
Seitenketten zwischen den Aminosaurepaaren llesp2/7%, Asn180/Cys166, lle191/His173
und Alal62/11e103.

4.3.2 Definition der ATP-Bindungskavitat

Die SYBYL-Routine sitelD find pocketsermdglicht die ldentifikation von potenziellen
Bindungstaschen. Das hier benutzte sogenarstivationVerfahren verwendet eine
Monolage kugelformiger Solvensmolekile, die die hehe des Proteins bedeckt. In den
Kavitaten des Proteins befinden sich viele der Midlle in unmittelbarer Nahe zueinander.
Bei der Suche nach dem aktiven Zentrum lassenveidthiedene Werte wie die Anzahl der
Solvensspharen innerhalb der Kavitat, die Konkavdérselben, die Zahl benachbarter
Schweratome und andere variieren. Tabelle 4.34&tlidie im Rahmen dieser Methode
wahlbaren Parameter auf, die zusammen die Formudgnchenden Kavitat beschreiben.
Von den eng mit MARK verwandten Kinasen AURORA, PK/hd GSK3 existieren
Rontgenkristallstrukturen mit einem cokristallisear Inhibitor. Diese zeigen, an welcher
Stelle im Protein das Nukleotid bindet. Die Paraneker Suchroutine wurden so optimiert,
dass in allen drei Kinasen der Ort des gebundenganden als einzige Bindungsregion
identifiziert wurde. Die entsprechende Suche liefeauch fir MARK ein plausibles und
eindeutiges Ergebnis, dass rechts in Abbildung44zB+ sehen ist. Unter der Annahme, dass
der Kristallisierungsvorgang die Struktur der StdisBindungsregion nicht nennenswert

beeinflusst hat, konnte auf die beschriebene WeeseOrt der Nukleotidbindung eindeutig
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identifiziert werden. Dies stellte die Basis fle dolgenden Arbeiten zur Beschreibung der
Geometrie innerhalb der Bindungstasche dar, didevien die Grundlage fir das Design der

potentiellen Inhibitoren war.

Tabelle 4.3-1: Parameter fur die ldentifizierungr d&TP-Bindungstasche, die sowohl die
eindeutige Position des gebundenen Molekils int&ls$rukturen analoger Kinasen korrekt
vorhersagen als auch dazu fihren, dass eine eingme@tat in der MARK-Struktur als

Nukleotid-Bindungstasche vorgeschlagen wird.

Parameter Wert

Minimale Konkavitat 3 (0-10)

Minimale Gré3e der Tasche 8 Solvensspharen
Spharengrol3e jedes Solvensmolekiils 8.0A

Minimale Zahl der benachbarten Schweratome 75

Distanz neben benachbarten Clusteratomen 3.0A

Van der Waals Skalierungsfaktor fir Solvensmolek|il@8

Abbildung 4.3-4: Links: Die Kinase AURORA mit dereehneten Bindungstasche (griner
Bereich), deren Position mit dem cokristallisier®DP Ubereinstimmt. Auf der rechten Seite
markiert der griine Bereich die analog dazu beretdhAd P-Bindungsregion von MARK.
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4.3.3 Docking

Um die Beschreibung der Geometrie des Proteinsezainfachen, wird in den folgenden
Abschnitten des Ofteren Bezug auf die in Abbilddng-4 auf der rechten Seite ersichtliche
Perspektive genommen. Der Blick geht frontal in altsve Zentrum. Die beiden Sphéren des
Proteins, die sich im Verlauf der Phosphorylieruelgtiv zueinander bewegen, befinden sich
in der oberen bzw. unteren Bildhélfte. In der imad® Form verdeckt die regulatorische
Schleife den Zugang zur Kavitat und klappt im Faileer Aktivierung zur rechten Seite aus
der Kinase heraus.

Ausgehend von der optimierten Struktur und derrdatentifizierten Substratbindungstasche
(siehe Abbildung 4.3-4 rechts, 4.3-5 und 4.3-6) steisanschlieend die Ausrichtung und
exakte Positionierung des Nukleotids bestimmt werddierzu wurde dielockingRoutine
Flexidock verwendet, die wie in Abschnitt 2.4 et&t, anhand eines genetischen
Algorithmus die energetisch optimale Position zwe#nlekile zueinander berechnet. Die
Base sollte tief in der Tasche liegen, da die Phatgpeinen direkten Kontakt zur der zu
phosphorylierenden Sequenz haben missen. Ansowsgiendas Triphosphat nicht dazu in
der Lage, dag-Phosphat auf das Substrat zu Ubertragen. Des Mfeiteefindet sich ein
Magnesiumion im vorderen Bereich der Bindungstasaleiches an Glul00 koordiniert ist
und die hohe negative Ladung der Phosphate kongrerndaher wurde das ATP-Molekil so
in der Bindungstasche positioniert, dass die Bask ih der Tasche mit dem Protein
interagieren kann, wéahrend die Phosphate im vond&greich mit dem zweiten Substrat
interagieren konnen. Jede Ausrichtung des ATPs evungit minimal verschobenen
Substratpositionen wiederholt. Hierfiir wurde daskidatid mehrfach um etwa 1 A in alle
Raumrichtungen verschoben.

Eine Sichtung der Ergebnisse auf Plausibilitat watig, da in einigen Fallen unlogische
Geometrien auftraten. Dies &auf3ert sich in Kollisioneinzelner Atome der beteiligten
Molekule, immenser Energien oder darin, dass d&stgt weitab vom Protein positioniert
wurde. Von 40 Anséatzen lieferten 70 % der Bereclgearstrukturell sinnvolle Resultate mit
gut gegeneinander abgestuften Werten fur die Bigsiemergie. Aus der Differenz zwischen
der Energie des Gesamtkomplexes und den Energreairdgelnen Komponenten berechnet
sich die theoretische Bindungsenergie des ATPhddideichung 4.3-1). Hierbei markiert der
negativste Wert die energetisch gunstigste Geogyetrelche im Rahmen des Modells am

wahrscheinlichsten der Realitat entspricht (siehelle 4.3-2).
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Bindungseergie: Egesamt_ (EProtein + ELigand)

Gleichung 4.3-1: Die Differenz zwischen der Gesaergie des Komplexes aus Protein und
Ligand einerseits und der entsprechenden Einzefgererder beteiligten Molekille anderseits
ergibt die Bindungsenergie des Liganden im Rahnesritbdells.

Durch dasdockingkonnten Position und Ausrichtung des Nukleotidslém von der Kinase
umschlossenen Raum identifiziert werden. Der seaitee Blick von vorne in die
Bindungstasche wird in Abbildung 4.3-5 gezeigt, deitliche Schnitt durch das Protein auf
Hohe des gebundenen Nukleotids ist in Abbildung&dargestellt. Die Base befindet sich
tief in der Kavitat und in engem Kontakt zum ProteAm anderen Ende des Molekils
werdena- undB-Phosphat durch das Magnesiumion koordiniert. Diso&e passt von ihren
Bindungswinkeln her perfekt und kann durch Wasseéisiicken zur Bindungsenergie
beitragen (siehe Tabelle 4.3-3 und 4.3-4).

Tabelle 4.3-2: Rangliste der 10 niedrigsten Bindsergergien unterschiedlicher docking-
Berechnungen von ATP in der SubstratbindungstasoheMARK. Der negativste Wert auf
Rang 1 stellt die im Rahmen des Models energetsicistigste Konformation dar, die far
weitere Arbeiten verwendet wurde.

Py
Q
S
Q

Bindungsenergie [kcal/mol]
-41.36
-37.26
-36.82
-34.72
-33.55
-32.20
-31.72
-31.45
-30.30

0 -29.71

P OO ~NOOOLDS, WNER

Ingesamt finden sich fur fast alle Protonen undekeitome des Nukleotids potenzielle
Wasserstoffbrickenpartner. Nicht immer sind die k#lrfir H-Bricken optimal (180°), und
die Distanzen bewegen sich in eher langeren Barmidwischen 2.60 und 3.26 A. Mit
Abstanden zwischen 1.15 und 2.70 A sind die Bineander Sauerstoffe des Triphosphats an
das Protein dagegen recht kurz. Dadurch kénnteee&idase mdaglich sein, dgsPhosphat
sehr genau zu positionieren, damit die OrbitaledeeiUbertragung auf das Substrat optimal
ausgerichtet sind, um eine neue Bindung einzugebes. Weiteren ist zu erkennen, dass
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unterhalb der Phosphate Raum vorhanden ist, ummidlg aufgeldésten Aminosauren der
regulatorischen Schleife aufzunehmen, worauf inchbgt 4.4 ndher eingegangen wird. Ob
Distanzen oberhalb von 3 A zu einer Wasserstoff®igehoren konnen oder nicht, kann im
Rahmen dieses Modells nicht exakt beantwortet wer@&a kleine Bewegungen innerhalb
des Enzyms diese Strecken beeinflussen kdnness wtirchaus maoglich, dass diese Strecken
in der realen Kinase so variieren, dass eine bitheléeometrie zustande kommt. Die exakten
Veranderungen innerhalb des Proteins bei der Satbstdung in Losung kdnnen durch
dockingBerechnungen nicht simuliert werden. Daneben isklar, inwiefern bzw. ob
Wassermolekile in der Tasche zusatzliche Bindungesmschen Substrat und weiter

entfernten Aminosauren vermitteln.

Tabelle 4.3-3: Liste der potenziellen Wasserstdffkenpartner und ihrer Abstande im
Modell.

ATP Abstand [A] | Protein
Adenin | N7 2.65 52H His'"
Phosphat¢ PaO 2.01 NH, Lys®
PaO” |1.97 NH, Lys®?
PRO 1.34 NH, Lys®
PyO 1.15 NH, Lys®
PyO’ 1.35 NH, Lys®

Die Oberflache der Kinase wurde nach dem Standagd@mm von Connolly berechnet, die
die einem Wassermolekil zugangliche Flache deseidsotabbildet. Sauerstoffatome
erscheinen hier als rote, Stickstoffatome als hl&adlenstoffatome als weil3e und Protonen
als cyanfarbene Bereiche. Sich im oder am Protefimdiliche Substrate sind in dball and

stick-Darstellung abgebildet.
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Abbildung 4.3-5: Frontale Ansicht des in die Bindgstasche von MARK gedockten ATPs.
Die Ribose tberbrtckt dabei den Abstand zwischetigfan der Tasche liegenden Base und
die an GId® Ly$? Lys® und Led’ koordinierten Phosphate.

Abbildung 4.3-6: Dargestellt ist ein Querschnittrdlu das Protein auf Hohe des gebundenen
Substrats. Die Perspektive entspricht einem Bligkdie Struktur aus Abbildung 4.3-5 von
der rechten Seite aus.
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Allen Abbildungen ist gemein, dass sie dieselberightung aufweisen, wie sie am Anfang
des Abschnitts 4.3-4 beschrieben wurde. Ledigligh Rbsitionierung auf der horizontalen
Ebene wurde fiir eine bessere Sichtbarkeit der aatem Strukturen in einigen Abbildungen
variiert. Alle Beschreibungen im Text in Bezug dubsitionen orientieren sich an dieser
Ausrichtung.

Neben dem eigentlichen Substrat ATP wurden auch reneh andere bekannte
Kinaseinhibitoren in die Bindungstasche gedockt,ilira Positionen und Ausrichtungen mit
der von ATP vergleichen zu konnen. Hierbei handate sich um Hymenialdisine,

Kenpaullon und S-(5’-Adenosyl)-Homocystein. Analog zum Vorgehen bei ATP wurden di
Substanzen in unterschiedlichen Ausrichtungen wsitiBnen dendockingunterzogen.

Hymenialdisin Kenpaullon S-(5'-Adenosyl)-L-Homocystein

Abbildung 4.3-7: Strukturformeln bekannter Kinasgimtoren, die analog zu dem fir ATP
beschriebenen Verfahren einem docking-Experimeetzogen wurden.

Im hinteren Teil der Bindungstasche stimmen die @wm Molekilen eingenommenen
Volumina grofltenteils Uberein. Die Winkel in dendie Heterocyclen angeordnet sind,
variieren leicht, und die Stickstoffe und Saueffstafer einzelnen Molekule befinden sich an
relativ &hnlichen Positionen. Daraus lasst sicleigdn, dass die einzelnen Substrate nach
einem analogen Bindungsmuster in der Kinase gelvuweeden.

Der offensichtlichste Unterschied betrifft das Nadktid und das Adenosylhomocystein. Beide
ragen aufgrund des Triphosphats bzw. der endstandigninoséaure weiter aus der Tasche
heraus als die anderen beiden Inhibitoren. WahaiadPhosphate wie oben beschrieben
durch Wechselwirkungen Utber kurze Distanz fest dn'% Lys®® Lys® und Led’
koordinieren, ist das endstandige Cystein abgewtinkel bindet um einige A versetzt an das
Protein (aus der Perspektive von Abbildung 4.3-degen weiter unten rechts). Potenzielle
Wasserstoffbriicken der endstandigen Amino- und @atgruppe zu Asp> Ala®® und

Lys® tragen zur relativ hohen Bindungsenergie bei.
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Die grundsétzliche Struktur vda(5’-Adenosyl)L-Homocystein entspricht vom Aufbau her
der des geplanten Inhibitors. Allerdings ist teker zwischen Cystein und Adenin so kurz,
dass ein entsprechendes Peptid keinen Platz mehdidlfehlenden Aminosauren der
regulatorischen Schleife lassen wirde. Eine sdBth&ktur kénnte nur unter groRer Spannung
die geeignete Form einnehmen, um sowohl den pephlidn als auch den nukleotidischen
Teil der Bindungsregion nutzen zu konnen. Die rel&iohe Bindungsenergie de3(5'-
Adenosyl)t-Homocysteins spricht dafur, dass Kohlenhydratetnived Aminoséure dazu in
der Lage sind, einige bindende Wechselwirkungen Kinase aufzubauen. Allerdings ist
diese Aussage spekulativ, da in diesem Modell elgulatorischéoop nicht vorhanden ist. Es
ist anzunehmen, dass dieser ebenfalls in diesemidBeKontakte zu anderen Aminoséauren
am Rand der Kavitat besitzt, die héchstwahrschaintnit dem Bindungsmodus des Cysteins

interferieren wirden.

Tabelle 4.3-4: Ubersicht der jeweils besten Bindsemgergien von vier in die Nukleotidtasche
von MARK gedockten Substraten bzw. Inhibitoren.

Inhibitor Bindungsenergie [kcal/mol]
ATP -41.36
Homocystein -69.61
Hymenialdisin -39.42
Kenpaullone -27.20

Nachdem eine plausible Struktur fir MARK mit gebandm ATP erstellt wurde, musste
zusatzlich das Peptid in dem Bereich der Taschatiguert werden, der dem ATP
vorgelagert ist. Fur dieses zwetteckingwurden sowohl das Peptid SKIGS als auch@@ie
terminal um 3 Aminosauren verlangerte Sequenz SKEMN aus der ersterepeatRegion
von Tau gewahlt, da aus den vorangegangenen SRiRStuein deutlicher
Affinitatsunterschied zwischen beiden Peptidengestellt wurde. Hierfir wurde analog zur
Prozedur dedockingsvon ATP verfahren.

In Abbildung 4.3-4 ist zu erkennen, dass eine Kdufer tber die Bindungstasche verlauft, die
dazu pradestiniert ist, die Aminosauren der zu phos/lierenden Sequenz aufzunehmen.
Der vorhandene Raum bietet ausreichend Platz untbprechende elektronische
Gegebenheiten zur Ausbildung von bindenden Wechs$eingen, um eine circa 12
Aminosauren lange Sequenz aufzunehmen.

Als Basis fur die Positionierung des Peptides @&eli¢ Tatsache, dass eine gewisse raumliche

Nahe zwischen dem zu phosphorylierenden Serin endyePhosphat des ATPs gegeben sein
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muss. Daher musste die Seitenkette vori®Sir die Kavitat hineinragen, und fiir das Peptid
kamen zwei grundsatzliche Ausrichtungen deskbonesin Frage. Der Verlauf vonN-
Terminus zumC-Terminus ist in der Kluft nicht festgelegt. Ausgeld von diesen
grundsatzlichen Annahmen wurdelockingStudien aus unterschiedlichen Positionen und
Ausrichtungen des zweiten Substrates berechnetmDglichen Variablen waren der Winkel,
in dem die Aminosaureseitenkette von ?&erum Phosphat steht, der Abstand der beiden
Molekile und ob die Zielsequenz vom N- zum C-Temmsinlinks nach rechts aus der
Perspektive von Abbildung 4.3-4) oder umgekehrtawdt. Um diesen Parametern gerecht zu
werden, wurde das Peptid mit waagerechter Ausmchder Hydroxylgruppe von S&f und

um 30° nach oben und nach unten abgewinkelt varpogrt und eindockingdurchgefuhrt.
Jedes dieser Szenarien wurde ebenfalls mit einesciiebung von 3 A nach links und nach

rechts und mit einer um 180° veranderten Lage eéesides berechnet.

Tabelle 4.3-5: Liste der jeweils funf niedrigstenddingsenergien unterschiedlicher docking-
Berechnungen der Peptid®°SKIGSTENR™ und *®SKIGS® in die ATP beinhaltende
Substratbindungstasche von MARK.

Rang Bindungsenergie Peptid
[kcal/mol]

1 -33.27 BESKIGSTEN®

2 -32.21 “

3 -31.51 “

4 -31.14 “

5 -30.81 “

1 -20.51 283K IGSH2

2’ -20.02 «

3 -19.35 “

4 -19.03 «

5’ -19.74 “

Die Peptide in den resultierenden Strukturen mit deedrigsten Bindungsenergien wurden
anschlielend so umpositioniert, dass sich die Ot am ausseren Ende der Seitenkette

f°2 in unmittelbarer Nahe zungPhosphat des ATP’s befand. Ein anschlieBendes

von Se
dockingsollte aufzeigen, in wiefern sich das Peptid wiedam Nukleotid entfernt. Ebenso
wurde mit einer Erhéhung des Substratabstandes dirv@rfahren. Im ersten Fall konnte
beobachtet werden, dass sich das Peptid wiedehamwtin die urspringliche Position vor
der Substratanndherung zuriickbewegt hat. Die VBegting der Entfernung hatte zur Folge,
dass sich das Peptid nicht wieder naher an dagiRroeranbewegt hat und es resultierten
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keine guten Bindungsenergien. Ergebnisse, die bjpgungen gleichgeladener Atome oder
Drehungen von Teilen des Peptides aus der Bindasgs heraus aufwiesen, wurden
verworfen. Tabelle 4.3-5 listet die jeweils bestemindungsenergien fifP°SKIGS*®? und

! SKIGSTEN®® an MARK auf.

Aus den Daten geht hervor, dass eine Verlanger@ngAdhinosduresequenz von 5 auf 8
Aminosauren im Rahmen des Modells zu einer Verleageder Bindungsenergie von 20.5
auf 33.3 kcal/mol fuhrt. Grund daftir sind die ineighen Mal3 gestiegenen Méglichkeiten zur
Interaktion mit dem Protein. Daher ist die Binduthgs Octapeptids energetisch um circa
13 kcal/mol giinstiger als die des Pentapeptids.

Abgesehen von minimalen Verschiebungen im Berewh@.1 bis 0.3 A sind die Positionen
der Aminosauren SKIGS beider Varianten nahezu isemt Auffallig ist jedoch, dass die
Hydroxylgruppe des Serins des kurzen Peptids clréd in Richtung Beobachter (siehe
Perspektive in Abbildung 4.3-4) nach oben gebogen i

Abbildung 4.3-8: Darstellung von MARK mit gedock#&fiP und dem Peptfd®SKIGS®. Im
unteren rechten Bereich ist zu erkennen, dass &ueir vorhanden ist, um die in diesem
Modell nicht vorhanden Aminosauren des regulatdrscloops aufzunehmen.
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Tabelle 4.3-6: Liste der potenziellen Wasserstdffken zwischen MARK und dem durch
docking-Experimente positionierten PegtitSKIGS®

Aminosaurel Atom Abstand [A] | Protein
Lys®>® NZH 1.77 G/O Asp™®
NZH’ 2.39 G/O Asp**®

Tabelle 4.3-7: Liste der potenziellen Wasserstdffken zwischen MARK und dem durch
docking-Experimente positionierten PegtitSKIGSTERE®.

Aminosaurel Atom Abstand [A] | Protein
Lys®>® NZH 1.74 G/O Asp™®
NZH’ 2.41 G/O Asp**®
Thr?® CpO 1.89 NH Ala?®
Glu?®® C30 2.68 NH Lys*®

Die Anzahl der potenziellen Wasserstoffbriickenretativ gering (siehe Tabelle 4.3-6 und
4.3-7). Allerdings fehlen in diesem Modell die Arag&uren des regulatorischieop der erst
spater an die hier vorliegende Struktur angepaseiav

Die Aminosauren GR?* und Sef® verfiigen in diesem Modell iber keinen Kontakt zum
Protein in einem Radius von 4.5 A. Die drei zusétEn N-terminal positionierten
Aminosauren TEN beeinflussen den Bindungsmodus hansend so, dass Spannung im
Peptid aufgebaut wirkt, die durch die zusatzlickemtakte der drei weiteren Aminosauren
Uberkompensiert wird. Analog zu einer gespanntateFkonnte diese Energie nach erfolgter

Ubertragung der Phosphatgruppe auf das Produldrelfeses abzustoRRen.
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L1 -

Abbildung 4.3-9: Zu Abbildung 4.3-8 analoge Daistedy mit einem um 90° nach links
verschobeben Blickwinkel. MARK ist hier mit gedecktATP und dem Peptid SKIGSTEN
abgebildet. Hinter den Aminoséauren, die auf derhten Seite im Vordergrund stehen,
befindet sich der Bereich, in dem die regulatores8cthleife verlauft.

4.3.4 Modelle des regulatorischen loops

Die vorangegangenen Abschnitte haben gezeigt, igi&dbstrate in der Bindungstasche im
aktiven Zustand héchstwahrscheinlich positioniert sAllerdings wurden in diesem Modell
die 25 Aminosauren der regulatorischen Schleifé@tribericksichtigt, da ihre Positionierung
nicht bekannt ist. Keine der bisher bekannten Hilisrukturen zeigt eine aktive Form der
Kinase, und die in einigen Fallen sehr uneinhé&idiStruktur desoopsverhindert sogar die
Auflésung dieses Teilbereichs des Proteins. Im Rahdes Kristallisationsvorgangs kommt
es zur Dimerisierung der Kinase, wobei die reguis¢he Schleife einen Grof3teil der
Dimerisierungsdomane ausmacht. Dieser variable i&erdaltet sich wahrend dieses
Vorgangs in die Kavitat zurlick, was zur inaktivarugtur fuhrt. Alle Versuche, Kristalle von
MARK mit cokristallisierten Molekilen zu erzeugesmd bisher fehlgeschlagen.

Die mit Hilfe der dockingVersuche erarbeitete Struktur zeigt eindeutig @&mmeich, in
welchem die Schleife verlaufen muss. Ausgehend vOm der letzten aufgeldsten
Aminoséaure Ly§° (am linken Rand der Kavitat, betrachtet aus despgtive in Abbildung
4.3-4) hat es den Anschein, dass die Schleife halteides Triphosphats und der Seitenkette

von Sef® durch die Kavitat verlauft und seitlich aus denotBin heraustritt. Dort befindet
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sich ein ausreichend breiter Spalt zwischen derst&tlen und der Kinase (gut in Abbildung
4.3-9 auf der rechten Seite zu erkennen), der passende Grol3e aufweist. Bei einem
anderen Verlauf wirde ddéoop mit den Substraten kollidieren und die Phospheryhg
verhindern.

Ziel der folgendenmodellingArbeiten war es, ein funktionales Modell der Kieasu
entwerfen, um Einblicke in die Geometrie dending sitezu erhalten. Hierfir wurde die
Struktur aus dendocking welche auf der Rontgenstruktur 1Y8G beruht, tdier ahnlich
aufgeldste aber vollstandige und optimierte StruRHAK gelegt. AnschlieRend erfolgte das
Entfernen der nicht aufgelésten Aminosauren dewuleggrischen Schleife. Der Rest der
beiden Strukturen erwies sich als deckungsgleicdrals folgt, dass die innere Struktur der
Kavitat bei der Dimerisierung erhalten bleibt. Nasér Ubertragung der Substrate in die
zweite Kristallstruktur wurden die einzelnen Amidasen manuell an dem offenen
Aminoende des regulatorischéoops erganzt. Die Winkel im Peptidrickgrat wurden so
gewdahlt, dass die Kette in die korrekte Richtungteveverlangert werden konnte. Eine
wichtige Rolle spielte dabei auch die Ausrichturey &eitenketten, die so positioniert sein
mussten, dass keine Kollisionen mit andere Atormeder Nahe erfolgen konnten und eine
weitere Verlangerung der Kette moglich war. Im Arless an die Positionierung wurden die
Strukturen tber 15 bis 30 Iterationen minimiertp@olediglich die jeweils neue Aminosaure
als flexibel definiert war. So wurde sichergesteltiss sich die neuen Aminosauren optimal in
die Geometrie aus dafockingStudien einpassen konnten. Die beschriebene Rioradde
fur jede der 25 neu zu positionierenden Aminosauwtaerchgefiihrt. Besonders schwierig

erwies sich die Verkniipfung von Ptdmit dem Tyf*°

, welches die erste nicht manipulierte
Position am Ende der regulatorischen Schleife eidtrsElUr jedes der drei unterschiedlichen
Modelle der Schleife wurden die Aminosauren A8bis Pré** mehrfach umpositioniert, da
das Optimieren nach dem Schlie3en der Kette ireni€lallen die Proteinstruktur aufgrund
inkompatibler Winkelkombinationen kollabieren lief3.

Abbildung 4.3-11 zeigt dieibbon-Struktur der resultierenden Modelle. Abgesehen den
Aminosauren LyS° bis Pré** sind die Strukturen deckungsgleich. Im Anschlussdie
aktivierende Phosphorylierung an Hifaltet sich die Schleife seitlich aus der Kinaseals
und ermoglicht dadurch, dass Substrate in daskisidtie Zentrum gelangen kénnen. Der
Mechanismus dieses Faltvorgangs sollte durch deraMeder modellierten Strukturen

adaquat wiedergegeben werden.
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Abbildung 4.3-10: Darstellung der Struktur der didodelle des regulatorischen loops. Von
Lys® im oberen linken Bereich zieht sich die Schleifelér Form eines spiegelverkehrten
,S“ bis zu Pro*** am Ende der Schleife. Das Offnen der Kavitat k@chirch den Ubergang
von Modell 2 (blau) tber Modell 1 (griin) zu Modgl{gelb) beschrieben werden.

Da die Peptidbindung aufgrund ihres Doppelbinduhgsakters planar ist, kbnnen im
Peptidrickgrat nur 2 Winkel variieren. Abbildun@4.1 charakterisiert die Winkgl und @,

die beschreiben wie die Ebenen der beiden Peptddhgen auf @ zueinander stehen. Der
Winkel w ist eine Kontrolle, ob zu starke Scherkrafte dianBritat der Peptidbindung
beeintrachtigen. Er sollte immer einen Wert von aeth80° aufweisen. Einen analogen
Kontrollzweck erflllt der Winkely, der angibt, in welchem Winkel das erste Atom der
Seitenkette zur Ebene aus @nd den beiden mit den benachbarten Aminoséaunémireften

N- bzw. C-Atomen steht. Sein Wert sollte in eineerddch zwischen 29 und 39° liegen.

Die Tabellen 4.3-8 bis 4.3-10 fassen die Winkekp, w undx der 25 Aminoséuren und die
Gesamtenergien der Kinase mit gedockten Substrmtsammen. Die unterste Energie gibt
die vollstandige Struktur wieder, jede Zeile weitden entspricht einer um eine Aminosaure
groReren Lucke in der Sequenz, die im Laufe der éiedung geschlossen wurde. In den
Modellen treten nur sehr wenige geringe Abweichungen den erlaubten Winkelparametern
auf. Das bedeutet, dass die artifiziell in die Ko implementierten Aminoséauren

Konformationen aufweisen, wie sie auch in nattdickroteinen zu finden sind.
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Abbildung 4.3-11: Schematische Erklarung der in delgenden Tabellen aufgelisteten
Winkel. ¢ und ¢ geben die Torsion zwischen zwei benachbarten Amidbgen wiederw
und x beschreiben die groftenteils konstanten Winkekrimdb der Amidebene bzw.

zwischen @ und der durch @ und die benachbarten C- und N-terminalen Enden der
Aminosaure aufgespannten Ebene.
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Tabelle 4.3-8: Ubersicht der Bindungswinkel destRiejjckgrates und Gesamtenergie des
MARK-Modells | (gruin in Abbildung 4.3-10).

Energie

M II 1 [e] [e] O O
odell 1 | cavmon | W] [] w[’] X [°]
ILE'® -277,83 142.28 -64.04 -174.03 33.25
LYS® -283,98 179.08 -163.68 162.50 36.21
ILE®! -276,65 4,66 50.14 -179.41 26.86
ALA 192 -273,35 -114.41 19.78 172.79 27.89
ASPH3 -276,97 153.64 143.46 -179.24 28.27
PHE® -280,86 131.39 73.87 177.86 27.98
GLY!® -282,62 98.72 -109.03 179.65 -
PHEY® -286,60 100.54 -132.99 178.82 34.70
SERY’ -293,18 49.97 -161.40 175.34 33.73
ASN'®® -296,68 -45.78 -113.04 -171.40 34.00
GLU®® -294,25 92.49 -43.39 166.71 31,80
PHE -290,99 -15.82 -83.62 -171.29 35.08
THR?! -290,64 -53.98 -140.90 -170.71 34.70
VAL %2 -290,92 129.50 -131.74 -164.98 36.55
GLY?® -288,16 -168.90 -133.95 -164.37 -
ASN?* -274,64 153.79 172.98 -171.14 34.66
LYS?® -244.,04 72.20 -146.52 168.42 31.81
LEU®0® -234,34 -124.03 91.08 -173.89 36,01
ASPY’ -226,56 179.32 -142.85 -165.71 36.33
THR?® -222 55 78.78 -93.90 170.22 34.03
PHE® -216,10 -65.49 -139.59 -178.15 30.68
CYSsHo -219,51 33.35 -120.28 174.75 32.22
GLY?! -220,23 -70.39 73.12 -172.37 -
SER*2 -223,50 141.00 -129.03 -170.63 35.33
PRO3 -214,71 161.63 -72.40 167.45 40.85
PRO* -220,90 -32.870 -68.37 171.63 39.13
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Tabelle 4.3-9: Ubersicht der Bindungswinkel destRiejickgrates und Gesamtenergie des
MARK-Modells Il (blau in Abbildung 4.3-10).

Energie

M II 2 [e] [e] O O
odell 2 | cavmon | W] [] w[’] X [°]
ILE'® -277,309 142.06 -63.96 -173.70 33.14
LYS® -283,788 178.46 -163.69 163.13 36.20
ILE®! -277,908 1,10 51.04 -179.20 26.73
ALA 192 -277,344 -116.82 22.64 174.55 28.40
ASPH3 -281,86 158.73 146.02 179.05 28.12
PHE® -284,821 127.75 73.81 177.65 27.37
GLY!® -287,003 93.04 -100.48 -179.52 -
PHEY® -292,114 101.39 -138.84 175.03 33.94
SERY’ -294,268 -156.83 -168.18 156.97 32.13
ASN'®® -293,28 -150.83 75.54 -172.37 32.89
GLU®® -292,34 124.66 -52.40 177.06 34.96
PHE -291,894 151.56 -34.29 -176.58 36.63
THR?! -285,589 -157.70 -155.93 178.76 34.62
VAL %2 -280,395 158.51 -39.82 175.03 34.86
GLY?® -280,524 -165.64 -64.56 169.18 -
ASN?* -276,02 167.07 -20.67 -173.17 40.93
LYS?® -270,167 170.34 65.77 166.57 32.59
LEU®0® -258,577 19.46 -148.47 161.27 30.40
ASPY’ -246,912 24.88 162.69 178.30 27.85
THR?® -236,538 -140.24 132.61 167.52 22,70
PHE® -231,181 -11.62 83.59 177.14 21,12
CYSsHo -228,496 57.94 132.18 -170.76 30.68
GLY?! -225,852 61.39 3.00 -179.36 -
SER*2 -225,023 98.08 129.69 -174.06 33.23
PRO3 -221,585 166.97 -68.47 171.04 39.07
PRO* -231,623 -32.32 -68.19 171.50 39.28
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Tabelle 4.3-10: Ubersicht der Bindungswinkel degtfelickgrates und Gesamtenergie des
MARK-Modells Il (gelb in Abbildung 4.3-10).

Energie

M II [e] [e] O O
odell 3 | 1 cavmon | W [] w[’] X [°]
ILE'® -210,233 142.29 -62.97 -174.85 32.49
LYS® -215,836 179.16 -162.85 162.36 36.22
ILE®! -208,589 5,84 49.82 -179.67 27,09
ALA 192 -203,807 -113.87 18.92 172.52 27.82
ASPH3 -204,598 149.79 141.45 -175.94 29,12
PHE® -205,863 137.87 83.54 174.04 26.88
GLY!® -207,074 91.85 -95.57 -176.00 -
PHEY® -210,831 86.91 -142.01 166.62 31.76
SERY’ -216,109 -178.63 -160.31 163.69 33.14
ASN'®® -218,608 -160.08 78.55 -172.28 33.09
GLU®® -217,156 116.39 -20.02 -179.94 34.23
PHE -215,91 144.46 -35.98 -173.72 36.53
THR?! -214,051 -174.81 -157.47 179.16 34.04
VAL %2 -204,282 147.25 -27.00 -176.74 28.85
GLY?® -203,931 -142.18 -65.83 175.17 -
ASN?* -206,729 163.35 -40.53 177.04 42.18
LYS?® -204,276 128.94 65.61 -177.05 32.29
LEU®0® -213,402 13.33 -128.75 153.28 31.69
ASPY’ -210,637 70.77 162.11 171.85 26.60
THR?® -208,321 -167.45 69.11 -177.98 30.15
PHE® -208,309 -46.23 116.03 171.26 27.96
CYSsHo -207,112 66.73 172.53 179.85 31.27
GLY?! -205,617 45.50 16.45 -172.33 -
SER*2 -208,175 68.70 122.76 -176.78 28.71
PRO3 -195,156 165.87 -44.05 -179.22 38.60
PRO* -210,45 -21.48 -72.67 173.92 40.21
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Um die Modelle 1 bis 3 in ihrer Qualitdt beurteilen kénnen, wurden Vergleiche mit
anderen Strukturen durchgefuhrt. Neben der Origindttur von MARK, deren
Modifizierung im vorangegangenen Abschnitt erlduteurde, wurden die eng verwandte
Kinase AURORA (1MQ4) und eine im Januar 2010 vexndtiichte Struktur von MARK
(3IEC) zum Vergleich herangezogeh. 2 AURORA ist eine in 3 Isoformen in einer
Vielzahl von Spezies auftretende Kinase und regulister anderem die Zytokinese und die
Segregation von Chromosomen wahrend der Zellteitthg

Die jungste Struktur von MARK zeigt erstmals, wia €4 Aminosauren langes Peptid aus
Heliobacter pylori (FPLKRHDKVDDLSK, CagA), welches in eine Vielzahl on
Regulationsmechanismen involviert ist, in der Né&iher Kavitat bindet und wie der
regulatorischdoop im aktiven Zustand positioniert sein konht&'*> Allerdings entspricht

der Bindungsmodus des Peptids nicht der fir dasstBaibpeptid in dendocking

Experimenten erarbeiteten Geometrie.

s > .2 ’ g ;
Abbildung 4.3-12: Darstellung von MARK mit gebureleanCagA. Die Perspektive entspricht
der aus Abbildung 4.3-4. Das Peptid weist mittigeai Knick von etwa 90° auf und bindet
dadurch abseits der Kavitdt an das Protein. Die sh#tbindungstasche scheint dadurch

stark verzerrt zu werden (im oberen linken Bereaiaherkennen) wodurch die Bindung des
Nukleotids verhindert wird.
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Die Sequenz liegt seitlich auf der regulatoriscBehleife auf (rechts aus der Perspektive von
Abbildung 4.3-4), die aus dem Protein herausgefaie Ein Knick von anndhernd 75°
bewirkt, dass das Peptid dem aktiven Zentrum deas@ keine Aminosauren prasentiert.
Durch die Bindung von CagA wird die Kavitat deraerzerrt, dass das Volumen der ATP-
binding sitenicht mehr fur die Nukleotidbindung ausreicht. &iielzahl von Kontakten in
kleineren hydrophilen Kavitaten und diverse Wagdsétsticken erlauben es CagA, einen
starken Einfluss auf die Kinasestruktur auszutli®es Weiteren ist unklar, inwiefern die
anderen 106 Aminosauren des inhibitorischen PeptidsBindungsmodus beteiligt sind, da
sie in der Kristallstruktur nicht einheitlich genwgrlagen um aufgeldst zu werden. Es ist
nicht zu erwarten, dass das natlrliche Substragldiehe Konformation annimmt, da die
erfolgreiche Phosphorylierung eine den Substrateyéizgliche Kavitat erfordert. Vermutlich

ist CagA dazu in der Lage, das Protein in einektiman Form zu fixieren.

200 -
1@-»: AR S0 A AA TR E L ARNE.
100 m  Modell 1
i ® Modell 2
I A Modell 3
e 1 v 2HAK
> . (MARK, original)
= . > <« 1MQ4
© _ (AURORA)
-100 n » 3IEC
] (MARK + Peptid)
-150 —
{2 oM v FT18" RV o HPX 0t
-200 —

ettt ettt
Lys 190 Ala192 Phe194 Phe196 Asn198 Phe200 Val202 Asn204 Leu206 Thr208 Cys210 Ser212 Pro214

Aminosauren

Abbildung 4.3-13: Darstellung alleewWinkel der miteinander verglichenen Kinasen. Der
Wert sollte nur geringfiigig von plus bzw. minus°180weichen. Es handelt sich hierbei um
die modifizierten Modelle und um die native inakt8truktur, das analoge Protein AURORA
und die jingste ein Peptid beinhaltende Struktur MARK. In Modell 1 und in der nativen
Struktur von AURORA gibt es jeweils eine stark gesfe Amidebene im Bereich des aus
dem Protein herausgefalteten regulatorischen loopssonsten liegen alle Werte im
erwarteten Bereich.
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Abbildung 4.3-13 zeigt samtlich@-Winkel der erarbeiteten Modelle und der zum Veagiie
herangezogenen Strukturen von der nativen inaktivekRK (2HAK), von AURORA
(IMQ4) und von MARK mit cokristallisiertem CagA @C). Abgesehen von zwei
Einzelfallen in dem aus der Kinase herusgefaltd&eneich der Schleife entsprechen alle
Winkel den erwarteten Parametern. Die Ausnahmerefiien eines der Modelle und eine
Originalstruktur. Der besonders wichtige Bereich limeren der Bindungstasche ist davon
nicht betroffen.

Ein Vergleich der aminoséaureinternga/Ninkel zeigt, dass sich einige Winkel der Modelle
aul3erhalb der Soll-Werte bewegen (siehe AbbilduBgl4). Die modellierten Aminoséuren
Ala'®? bis GIy**® am Beginn des loops der linken Seite (siehe Pktispeaus Abbildung
4.3-4) der Bindungstasche, deren Geometrie fur bhsbitordesign von besonderer
Bedeutung ist, weisen einen um circa 5° zu niedrigénkel auf. Besonders auffallig ist die
Abweichung von Modell 2 bei den Aminosauren $hand Cy4™. Sie zeigen eine deutliche

Abweichung von den zulassigen Winkelparametern3/on
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40 . ¢ y }
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i “ i M a [ ] - < >
B # > XN N
1 4 | : 1 .1 ([ n h < M L
34 ¥ « Y ogmidy » Y ! v >
= 1% > 1 > fLv guw | " Modeld
@ 327 x 1 § < A A | e Modell2
(D) ® A H e
N 301 \ N N A Modell 3
28 | ! o A v 2HAK
. ¢ A (MARK, original)
] < 1MQ4
s . (AURORA)
22—_ ° » 3IEC
20 - (MARK + Peptid)

r 1T Tt T —rr 1 r 1 1 ™1 7TV1r 7T 1T 71
Lys 190 Ala192 Phe194 Phe196 Asn198 Phe200 Val202 Asn204 Leu206 Thr208 Cys210 Ser212 Pro214

Aminosauren

Abbildung 4.3-14: Darstellung allex-Winkel analog zu Abbildung 4.3-13. Die fur die
Geometrie der Bindungstasche wichtigen Aminosaufdar> bis GIly*° weisen eine

Verdrillung gegeniber AURORA und den nativen MARKk&iren auf, die zu einer
unnaturlichen Spannung in den einzelnen Aminosétiten.
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Diese Unterschiede deuten darauf hin, dass die Néode diesen Bereichen Defizite
aufweisen. FUr das Inhibitordesign spielen die Aseéduren in der Nahe der Kavitat eine
besonders wichtige Rolle. Hier scheinen sich aufgrder wenigen Freiheitsgrade leichte
Varianzen in der Ausrichtung deackbonesls Spannung in den Winkeln der Seitenkette zu
manifestieren.

Vergleicht man den Verlauf désickbonesler regulatorischen Schleife von Modell 3 und Die
Abweichungen von den Sollwerten der einzelnen Wirigiehe Abbildung 4.3-15), die die
Aminosaureseitenketten an einigen Positionen betrefst ein Phdnomen, das im Falle von
Lys® auch die nativen Kristallstrukturen von 2HAK und1Q4 betrifft. Bei den

Aminosauren im Inneren der Kavitat sind diese Spagan auf geringe Unterschiede im

Verlauf desbackbonegurtickzuftihren.

Abbildung 4.3-15: Vergleich von Modell 3 (gelb) mér Kinase AURORA (rot, 1MQ4) und
dem Cokristallisat aus MARK und CagA aus einem r1P@etid (lila, 3IEC). Der Verlauf der
loops von Modell 3 und AURORA ist bis auf ein p&aardrillungen nahezu identisch
wéhrend die Variante mit Peptid etwa 6 A weiter des Protein herausragt. Dies kénnte die
Verzerrung der Bindungskavitat erklaren.

AURORA zeigt sich, dass ihr grundsétzlicher Verlselfir ahnlich ist. Allerdings fuhrt eine
Verdrillung desbackbonesdie eine andere Ausrichtung der Aminosaureseitégkezur
Folge hat, was die lokale Struktur stark beeinfluss
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Eine eindeutige Interpretation wird zusatzlich dudie Tatsache erschwert, dass AURORA
mit gebundenem ADP nicht zwangslaufig die Struktar Moment der Phosphorylierung
widerspiegelt. Es ist ebenfalls mdglich, dass dieake nach erfolgter Produktbildung durch
eine komplexe Bewegung die Substrate aus dem ak@emtrum entfernt. Ein wichtiger
Hinweis auf diese Tatsache liefert die Positiomegruler ADPbinding sitein der Aurora-
Struktur. Die Nucleotidtasche ist vollstandig arsdgositioniert als in MARK, und die
Struktur gleicht eher dem durch CagA inhibierteat®n (31EC).

An der Position, an der das ADP-Molekul in der AUR® Struktur lokalisiert ist, ist es
MARK nicht moglich, Substrate zu binden. Die dogbddete kleine Kavitat, ist nicht dazu in
der Lage, ein Nukleotid aufzunehmen. Auch das teeswahnte Glutamat, welches tber ein
gebundenes Magnesiumion das Triphosphat stabiligeriber 18 A von dieser Position
entfernt.

Es besteht die Mdglichkeit, dass diese Strukturclduiveranderung wahrend der
Dimerisierung von MARK entstanden und die natbieding sitedadurch verschlossen ist.
Andererseits ist es auch mdglich, dass durch destaflisierungsvorgang der relative
Abstand der beiden Hemispharen von AURORA abnimmat dadurch das gebundene ADP
aus seiner nativen Bindungstasche verdrangt wimke Beitere denkbare Variante ist, dass
beide Kinasen trotz ihrer hohen Homologie im Velrldas Peptidriickgrates aufgrund der
unterschiedlichen Ausrichtung ihrer Seitenkettere ainterschiedliche Topologie aufweisen,
die unterschiedliche Orte der Substratbindung algd-hat. Ebenso kénnte ATP nach der
Dephosphorylierung zu ADP den Bindungsmodus &ndewh durch eine Bewegung der
regulatorischen Schleife aus der Bindungstascreusetirigiert werden.

Der von den nativen Strukturen abweichende Vedisbackbone&odnnte ein Artefakt sein,
welches aus der Art, wie das Modell entstandensistnmt. Die Optimierungen einzelner
Aminosauren in Gegenwart zweier vorhandener Sulestémnte dazu gefuhrt haben, dass im
Rahmen der Optimierung lokale Energieminima dasfiAdén der optimalen Position
verhindert haben.

Im Inneren der Bindungstasche sind alle drei Madalbeckungsgleich, obwohl die 25
Aminosauren stets neu in das unvollstandige Pragigefihrt und optimiert wurden. Daher
sind die Ausrichtungen der ersten acht Aminosauman Rahmen der Methode als
reproduzierbar zu bezeichnen. An der Stelle, anddeiGeometrie der Bindungstasche von
besonderer Bedeutung ist, direkt unterhalb der pHaisinheiten des ATPs, sind die

Seitenketten der modellierten Aminosauren aufgrdedieichten Verdrillung delsackbones
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starker in Richtung Substrat ausgerichtet als mrogiven Strukturen. Dies ist der Grund fur
die weiter oben erlauterten Abweichungen einigatinkel von der Norm. Aul3erhalb der
Tasche verlaufen die regulatorischen Schleifenr aflativen und artifiziellen Kinase-
Varianten deutlich unterschiedlicher, da in diedeneich ein wesentlich hoherer Grad an
Flexibilitat vorhanden ist.

Als weitere Vergleichsmdglichkeiten zwischen detrdghteten Kinasen wurden die Energien
der sich im Aufbau befindlichen Proteine herangemogAbbildung 4.3-16 zeigt, wie sich
dieser Parameter im Verlauf der Erganzung des aemigchernloops entwickelt. Analog zu
den modellierten MARK-Versionen wurden die entspesmen Aminosauren aus den
Vergleichsstrukturen entfernt und die dazugehoérigarergien berechnet. Die Startwerte
wurden auf null normiert, um den Verlauf besseglechen zu kdnnen. Besonders auffallig

ist, dass sich hier die artifiziellen von den natiwarianten deutlich unterscheiden.

] Modell 1
60 - n n .
] n" S88°" o Model2
40 m ® ® Ao Modell 3
. " e v 2HAK
Als . A | MARK Original
] A A, AAgn A AAA, <« 1MQ4
= 0_*;!‘3;,:AAAA§:: A Y AURORA
£ 20 vey °sge’ > 3IEC
3 T >y MARK+ Peptid
X 404 ;;
(D .
.aé; R ;;Vv <
J | 4
c P 4q¢ %y <
W 80 - D | ¢
_ »}vt’»»,{’;g:v:
-100 H
J N | 4
-120 ’P,
J | 2
-140 rrr+r -~ r1r 11 11 "1 ™1 ‘"1 "1 17

Lys 190 Ala192 Phe194 Phe196 Asn198 Phe200 Val202 Asn204 Leu206 Thr208 Cys210 Ser212 Pro214

Aminos&duren

Abbildung 4.3-16: Darstellung der Energien der mibdaen Strukturen im Vergleich mit
den unmodifizierten Vergleichsproteinen. Der Startwaller Varianten wurde auf null
normiert. Nach jeder der 25 Aminosauren, beginnerit Lys®®, wurde anschlieRend die
Energie berechnet. Fir AURORA wurden die geométnmssenden Aminosauren gewahlt.
Deutlich zu erkennen ist der Unterschied zwischéfizeller und nativer Struktur.

Wahrend zusétzliche Aminosauren im realen Kristall einer stetigen Verbesserung der
Gesamtenergie fihren, verhalten sich die modeadlextarianten anders, die Energien bleiben

mit geringen Schwankungen auf demselben Niveaubebmndere die letzten zehn
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Aminosauren in Modell 1 und Modell 2 (Gf bis Pré*) im peripheren Bereich désops
fuhren zu seinem starken Anstieg der Gesamtenddgeser Bereich befindet sich nicht mehr
in der Nahe der Kavitat sondern verlauft praktisai3en am Protein entlang. In dieser
Umgebung gibt es nur wenige Aminosauren des Pmgteieren Wechselwirkungen in die
Optimierung der Struktur miteinbezogen werden kénnBaher haben die modellierten
Aminosauren der regulatorischen Schleife hier ddutinehr Freiheitsgrade und es gibt eine
wesentlich groRere Zahl an lokalen Minima. Fur délauf desbackbonesund den der
Seitenketten gibt es daher nahezu unendliche Migiten.

In keinem der drei Modelle ist es gelungen, derrgeateschen Verlauf der nativen Kristalle
nachzubilden. In dem Bereich, der die Aminosauneerhalb der Bindungstasche betrifft und
somit die Geometrie debinding site beschreibt, verhalten sich alle 3 Modelle nahezu
identisch. Der energetische Verlauf wahrend desiifens der ersten Aminosauren (Es-
Asn'®® entspricht von der absteigenden Tendenz her ipiglz dem der nativen
Kristallstrukturen, allerdings mit einem geringefenergiegewinn pro Aminoséaure. Da nicht
bekannt ist, inwiefern die nativen Strukturen efaektionelle Kinase darstellen, lasst sich
hier keine eindeutige Aussage Uber die ,Richtidlkegr modellierten Varianten machen.

Die Modelle geben eine funktionale Struktur wieddre es den Substraten ermdoglicht,
miteinander zu interagieren. Die regulatorischel&fshnimmt in allen drei Varianten eine
Konformation ein, die vom Verlauf her der postuker Struktur (siehe Abbildung 1.7) fur die
aktive Kinase entspricht.

Eine weitere Moglichkeit, die erstellten Variationeon MARK genauer zu untersuchen, ist
die Erstellung eines Ramachandran-Diagramms. Egiski die Verteilung der Diederwinkel
y und@und korreliert sie miteinander. Sie sind fur bestite Strukturen charakteristisch und
geben Hinweise auf das Vorhandensein von Sekumdkinsten, daa-Helix und B-Faltblatt
spezifische Geometrien und damit bestimmte Winkel Reptidriickgrat aufweisen. Eine
Helix ist durchy-Winkel zwischen -60 und +20° in Kombination npdWinkeln zwischen -
140 und -40° gekennzeichnet. Ein Faltblatt dagegfetiurch die Kombination vogi-Werten

im Bereich zwischen 90 und 180° gepaart mpdWerten zwischen -45 und -170°
gekennzeichnet. Aufgrund der fehlenden SeitenkedteGlycin wesentlich mehr Spielraum
beim Einnehmen einer Konformation. Diagramme diegsg#rsind ein wichtiges Werkzeug,

um die Qualitat von Proteinstrukturen zu tberpriifen

70



Ergebnisse und Diskussion

1,9 -":;,%I . .. X . . . LAY

1504 4 "‘ - . 1504 g "?:ﬁ\ . . 150 s “- 2 o
1004 ‘}l...’.\.. r ‘: 1004 ":'-: M 2 o 1604 --"':‘::.-‘. ..

'::-..4- -.l ] " asl =

LY
=g s

L] L ]

. L .

g Bl s By B .

=gl o - & . =y

- L] L] i [

%7, o ® g = Model1 | 04 ="y L 504 LI .

. . e | e Schieife1 ai " = Modell 2 S .

1004 _(akli\{?_ 100 ® Schleife 2 1004 = Modell 3
L * = (aktiv) . ® Schleife 3

.
. .
150 .« amod - * . 150 . . (aktiv)

., . . " . 5w L

s a s e Bt RN Co a2 R
Abbildung 4.3-17: Ramachandran-Diagramm der drei RKAVarianten mit modifizierter
regulatorischer Schleife. Die roten Punkte steltl® manuell eingefiigten Aminoséauren dar.
A zeigt Modell 1, B Modell 2 und C Modell 3. Relatiele Aminosauren zeigen keine
charakteristischen Winkelkombinationen fir bekanBékundarstrukturen. Insbesondere in
den Modellen 2 und 3 weisen annahernd 50 % der hertien Aminosauren ungewdhnlcihe
Winkelkombinationen auf.
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Der Vergleich der entsprechenden Diagramme der fimmaten 1HAK-Varianten (Abb. 4.3-
15) mit denen der Vergleichsstrukturen (Abb. 4.3-déigten deutliche Unterschiede in der
Verteilung dery- und @-Winkel. Wahrend in den nativen Kristallstrukturelie meisten
Aminosauren des regulatorischéops (rote Punkte, die restlichen Aminosauren sind als
schwarze Quadrate angegeben) typische Winkeb{ftielix und B-Faltblatt aufweisen und
nur wenige Winkel im positiverp-Bereich zu finden sind, ist die Verteilung in den
modellierten MARK-Versionen deutlich anders. DiereBting in der rechten Halfte des
Diagrammes, in der eher ungewohnliche Winkelkombamen auftreten, ist um Faktor 2 bis 4
groer als in der inaktiv gefalteten BasisstrukMARK in der Variante 3IEC, welches ein
cokristallisiertes Peptid enthalt, weist im Bereicer regulatorischen Schleife
Winkelkombinationen auf, die hauptséchlich den @ktaristika vona-Helix und 3-Faltblatt
entsprechen. Allerdings wechseln diese Merkmaledsdig, dass es nicht zur Ausbildung der
entsprechenden Sekundarstruktur kommt. Die adifem Varianten zeigen hier eine weitaus
weniger geordnete Struktur. Betrachtet man die Asdniren der regulatorischen Schleifen
genauer, so fallt auf, dass die nativen Struktsehr viele Aminosauren in den Bereichen fir
o-Helices und3-Faltblatter aufweisen, wahrend die Winkel der nileeléen Varianten relativ
breit streuen (Abb. 4.3-16 und 4.3-17). Dies gikkesondere fir den peripheren Teil der
Schleife, in dem die einzelnen Aminosduren nur gekontaktflache mit dem Protein
aufweisen. Dieses Verhalten resultiert aus derselbatsache wie der weiter oben
beschriebene Verlauf der Energien der unterscloieeii Kinase-Varianten. In diesem

Bereich finden die Optimierungsroutinen aufgrund dielen Freiheitsgrade in der Regel
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lokale Minima, da die geringe Anzahl an KontaktenmzProtein eine nahezu unendliche

Menge an Konformationen ermdglicht.
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Abbildung 4.3-18: Ramachandran-Diagramm der 3 MVagjis-Kinasen. Die roten Punkte
stellen die Aminoséuren dar, die zum regulatorisch@p gehdren. A zeigt die inaktive
Originalstruktur von MARK, B AURORA und in C issdaiagramm fur die MARK-Variante
mit gebundenem Peptid. Es ist deutlich zu erkentess hier wesentlich mehr Aminoséuren
Winkelkombinationen aufweisen, die sich bekannékor®larstrukturen zuordnen lassen, als
es bei den modellierten Strukturen der Fall ist.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass die Modkdeauf Basis einer inaktiven
Kristallstruktur entwickelt worden sind, in vielerl Hinsicht mit den Vergleichs-Kinasen
Ubereinstimmen. Die aufgrund des cokristallisiert®eptides besonders interessante
Rontgenkristallstruktur von MARK (3IEC) ist erst 2Mlonate nach Beendigung der
modellingArbeiten verdffentlicht worden und konnte daherr mu Vergleichszwecken
herangezogen werden. Der grundsatzliche Verlauf régulatorischen Schleife in den
Modellen deckt sich mit dem, der auch in einigerul8tren von zu MARK homologen
Kinasen nachgewiesen wurde. Allerdings unterscinegleh einige der charakteristischen
Winkel innerhalb der Schleife zum Teil deutlich vibmen nativen Analoga. Auch weist der
energetische Verlauf Uber déoop darauf hin, dass die Modellierung Unzulénglichéeit
aufweist, die sich allerdings in erster Linie inrdauf3eren Peripherie des Proteins
manifestieren und weniger im Inneren der Bindursysta.

Die Ahnlichkeiten der Protein-Topologie zwischem MBARK-Struktur 3IEC und AURORA
sind grof3. Dies kbnnte zum einen bedeuten, dasgrierschiede zu den modelliertierops
Ungenauigkeiten im Rahmen der angewandten Methedikrspiegeln. Andererseits ist es
moglich, dass die Modelle dem Ubergangszustand,irdeRahmen der Phosphorylierung
durchlaufen wird, mehr &hneln, als es die Vergkgachteine tun. Dies kdnnte darin begrindet

sein, dass die betrachtete AURORA-Struktur mit gelemem ADP und ohne Peptid einen
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Zustand wiedergibt, in dem die Kinase unmittelbacmder Ubertragung der Phosphatgruppe
durch eine Konformationsédnderung die Substrateb8hsEine weitere mdgliche Erklarung
konnte es sein, im Rahmen der Kiristallisierung dwgimen sehr hohen Uberschuss von ADP
eine unnatdrliche Konformation der Kinase erzeugtwDas cokristallisierte Peptid in der
Kristallstruktur 3IEC ist ein bakterielles ProduktelchesHeliobacter pyloriim Rahmen
einer langen Evolution hervorgebracht hat. Es ustldaus denkbar, dass es MARK in einem
Zustand nach erfolgtem Umsatz fixiert, um die eteebubstratbindung zu verhindern. Dies
wirde die groRe Ahnlichkeit zu AURORA erklaren.

Da keine Kiristallstruktur der Kinase mit gebunden&®P und Protein vorliegt, zeigen
Vergleiche der artifiziellen Strukturen mit homoéygProteinen oder proteinogen inhibiertem
MARK lediglich Abweichungen auf. Es kdnnen abernkeistichhaltigen Beweise daraus
abgeleitet werden. Die durdockingund modelling erzeugte Struktur zeigt eine plausible
Positionierung fudoop und Substrate und wurde als strukturelle Basisd# Design eines

Inhibitors verwendet.

4.3.5 Potentielle Inhibitoren

Beim ndheren Betrachten der generierten Geometiebidding site fallt auf, dass sich
wahrend des Aufbaus désopsdie Substrate einander angenahert haben. Im Gdgensga
ursprunglichen Struktur aus dednckinghaben sich ATP und Peptid um etwa 0.7 A einander
angenéhert. Dies resultiert vermutlich aus dermteic Verdrillung des Peptidriickgrats, den
die Modelle im Gegensatz zu den nativen Kristallduiren aufweisen, und welche eine
leichte Streckung in der Senkrechten zur Folge batdas Protein in Losung eine flexible

Struktur besitzt, sollte sich diese Varianz im Mibdeht nennenswert auswirken.
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Abbildung 4.3-19: Der seitliche Blick zeigt im urte rechten Bereich den Querschnitt durch
die Schleife, die sich unterhalb der Phosphatetemeiund des Peptids senkrecht zur
Sichtebene bewegt. Das Triphosphat wird durch dadeih fixiert und erméglicht so dem
Protein eine exakt auf den Uberganszustand der tReaénpasste Struktur einzunehmen.

Die Abbildungen 4.3-19 und 4.3-20 zeigen, wie ndem erstellten Modell das Peptid und
ATP in der Kavitat zueinander angeordnet sein mussed auch wie die regulatorische
Schleife im aktiven Zustand der Kinase verlaufenriké. Ausgehend von der Perspektive, die
in Abbildung 4.3-4 dargestellt ist, zeigt die erdex beiden Abbildung eine Drehung um 90°
nach links. Analog dazu zeigt Abbildung 4.3-20 dlbs Struktur aus der gegeniberliegenden
Richtung.

Die senkrecht zur Betrachtungsebene verlaufendgategische Schleife ist unten rechts in
Abbildung 4.3-19 als Querschnitt zu erkennen (utitédes in Abbildung 4.3.20). Ein direkter
Abstand zwischen dem N9 des Adenins und dem Seitemsauerstoff von S&f von circa

13 A und ein Winkel von etwa 110 bis 120° zwiscliem Substraten miissen beim Design
des Inhibitors berticksichtigt werden. Zuséatzlichdas Volumen dekopszu beachten, der
eine Gerade als Verknupfungselement ausschlie®’-Adenosyl)L-Homocystein (siehe
Abschnitt 4.3.3) wirde aufgrund der kurzen Aminasé&aitenkette mit dehoop kollidieren

und daher keine bindende Wechselwirkung erzeugenesa
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A

Abbildung 4.3-20: Zu Abbildung 4.3-19 analoge Athlalg mit der Ansicht von der
gegenuberliegenden Seite. Der Hohlraum links umtiérider Bildmitte gibt den Querschnitt
der regulatorsichen Schleife wieder.

Rationales Wirkstoffdesign beruht auf der Kennttes Struktur von Inhibitoren und/oder des
dazu gehorenden Proteins, des$@mding site dem Negativabdruck der Pharmakophore
entspricht. Unter der Annahme, dass ein zu einentofkpgeometrisch und chemisch
komplementares Molekul die Wechselwirkung einestdine mit seinem Substrat storen
kann, ist es moglich, potenzielle Inhibitonarsilico zu designen.

In diesem Fall sind zwar die Substrate und damiiZleile eines potenziellen Inhibitors
bekannt, aber die Struktur dending siteist aufgrund der Dimerisierung verzerrt. Die imde
vorangegangenen Abschnitten beschriebenen Arbem@n Modellierung des aktiven
Zentrums von MARK zeigen, welche Strecke und Winkeder Struktur eines Inhibitors
berticksichtigt werden mussen, der als KonjugatPayid,linker und Base konzipiert ist.
Zusammen mit dem Wissen um die beteiligten Liganglanes nun maoglich, Vorschlage fur
potenzielle Inhibitoren zu erarbeiten, die sowold Beptidsequenz alsrget der Kinase
beinhalten als auch mit Adenin einen Teil des Notidks. Der potentielle Inhibitor sollte
keine Ribose aufweisen, um weniger Angriffsflackie Abbauvorgdnge zu bieten und die
Handhabbarkeit der Synthesen zu verbessern. Wieitedr ein hohes Mal3 an Flexibilitat in
das Konstrukt noétig, da die Base in die schmalel®atldtasche gelangen muss und dabei

kovalent an das Peptid gebunden ist. Als VerkniUpfsollten Amid- oder Etherbindungen
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dienen, da diese im Gegensatz zu Estern und and@&trakturen eine wesentlich héhere
Stabilitat im lebenden Organismus aufweisen.

In der Planung wurde Sefii durch Lysin, Asparaginsaure bzw. GlutaminsauretetsDer
Grund dafur war die langere Seitenkette, die hdig, Strecke zwischen Base und Peptid zu
Uberbrucken, und die damit verbundene Mdglichkamidbindungen zur Verknipfung
einzusetzen. Diese ist dazu in der Lage mit ihresameriestabilisierten C-N-Bindung die
Konformation des Molekiils stabilisieren. Unter Uamgten ist es der Carboxylfunktion an
dieser Stelle moglich einen Teil der Funktion deogphateinheiten zu mimikrieren, indem es
eine Wechselwirkung mit dem an Gllider Kinase koordinierten Magnesiumion eingeht. Die
frei drehbaren C-C-Bindungen in der Aminosaureskigée und dendinker zum Adenin
sollten eine ausreichende Flexibilitat erlauben, heide Epitope der Kinase in geeigneter
geometrischer Anordnung zu prasentieren.

Aus verschiedenen Vorschlagen, die auf raumlichenplementaritat und synthetische
Zuganglichkeit hin untersucht wurden, fiel die Wahf die Molekulel7, 23, 27, 28, 32 und

33 (siehe Abbildung 4.3-21 und Abschnitt 4.4, Abbilqud.4-1 bis 4.4-5) Die
entsprechenden Synthesearbeiten sind in AbschBigrfButert. Am Ende der Synthese sollte
ein Aminosaureanalogon vorliegen, welches sichdn alutomatisierten Festphasensynthese
zum Einbau in Peptide eignet.

Um zu Uberprifen, ob die ausgewahlten StrukturenSirecke in der Kavitat Gberbricken
kénnen, wurden die entsprechenden Peptide mit dedifimierten Seitenketten an der
Position von SéP in die Struktur aus demockingeingepasst. AnschlieBend erfolgten eine
Energieminimierung und die Bestimmung der Bindungsgie analog zu dem in Abschnitt

4.3.3 beschriebenen Verfahren.

Tabelle 4.3-11: Liste der unterschiedlichen Bindsergergien in Modell 1 von MARK. Die
direkten Abstande zwischerm@er theoretisch zu phosphorylierenden Aminoséauma: dem
N9 des Adenins variieren nach dem Optimieren inBledungstasche geringflgig.

Molekul Energie Distanz
[kcal/mol] [A]
6 -44.8 12.3
12 -47.6 131
16 -46.2 10.6
17 -44.2 12.3
21 -46.6 12.2
22 -47.7 12.9
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Abbildung 4.3-21: Strukturformeln der unterschiedén Aminoséureanaloga, die fur die
Synthese in Betracht gezogen wurden. Da die im Bahder Synthese bendtigten
Schutzgruppen hier nicht gezeigt sind, ist die Narerung lediglich in Klammern
angegeben.

Tabelle 4.3.11 gibt die im Rahmen des verwendeterodéils resultierenden
Bindungsenergien der sechs unterschiedlichen in Sexfuenz SKIGX eingeflgten
inhibitorischen Aminosauren an, die $8iin den inhibitorischen Peptiden substituieren (die
entsprechenden Strukturen sind in Abbildung 4.3d20gestellt). Des Weiteren sind die
Abstande zwischendCder an der Stelle von $&verwendeten Aminoséure und dem N9 des
Adenins aufgelistet um ein Mal3 fur die Strecke abem, die durch die modifizierte
Seitenkette Uberbriuckt wird. Diese Distanz wurdeen optimierten Struktur gemessen und
gibt den direkten Abstand zwischen den Endpunktesdev ohne die Konformation des
linkersoder den regulatorischémop zu beriicksichtigen.
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4.4 Ubersicht der synthetisierten Substanzen
0 0 H,N Nﬁ Q
R A LS P |
OH 12 0oBn N 13 OBn
NN
N= 0
BOC,N BOC,N =
AL S N,
N 15
NN

O OBn

BOC,N T
>/g/ \/\)J\N/\/\ FmocHN

o OH

Abbildung 4.4-1: Ubersicht der Syntheseroute, di® 2rsten inhibitorischen Baustein fiir die
Peptidsynthese nach der Fmoc-Strategie fuhrt. B8ichritt von 15 nach 16 wird die
Carboxylgruppe mit der entschitzten Amino-FunktienSeitenkette von Lysin verknupft.
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Abbildung 4.4-2: Zu Abbildung 4.4-1 analoge Realdfolge, die eine zusatzliche &H
Gruppe zwischen N9 des Adenins und der Amidbindufvgeist.
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Abbildung 4.4-3: Schema der 2. Verknupfungsvarianigéschen funktional alkyliertem
Adenin und Aminoséure. Im Gegensatz zu der in diohg 4.4-1 bzw 4.4-2 gezeigten
Variante ist hier die Amidbindung anders orientiert
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Abbildung 4.4-4: Zu Abbildung 4.4-3 analoge Realdfolge, die eine zuséatzliche &H
Gruppe zwischen der Seitenkette der Aminosaureddedin aufweist.
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Abbildung 4.4-5: Reaktionsschema, welches die Uitsaehg der kommerziell erhaltlichen
Aminosauren Lysin, Asparaginsaure und Glutaminsaaeggt. Im Anschluss an die
Benzylierung der Carboxylgruppe wird die Boc-Gruplee Seitenkette abgespalten.
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4.5 Synthese der inhibitorischen Bausteine flr die Peptidsynthese

Die molecular modellingArbeiten haben gezeigt, dass die optimierte Rakigstallstruktur
von MARK als Basis fur rationales Inhibitordesigernen kann. Trotz der Schwierigkeiten,
die durch Dimerisierung und die sehr beweglichenidaséuren des regulatorischimops
verursacht werden, ist es gelungen, ein funktien®ledell der Kinase zu erstellen.

Die inhibitorischen Bausteing7, 23, 27, 28, 32 und 33 passten im Rahmen der artifiziellen
Struktur zur ermittelten Geometrie der Bindungdtasevobei27 vermutlich zu kurz fur eine
gute Uberbriickung der ermittelten Distanz und Gedenist.

Die grundsatzliche Synthesestrategie bestand aesTailen. Eine Aminosaure (hier: Lysin,
Asparaginsaure und Glutaminsaure) wurde C-ternmmtieiner Benzylgruppe geschiitzt, um
anschlieBend die Schutzgruppe an der Amino- bzwbdglgruppe der Seitenkette
abzuspalten. Des Weiteren wurde die Base AdeninN@nalkyliert und an der NG6-
Aminogruppe mittels Dtert-butyldicarbonat Boc-geschitzt. Anschlieend wurdie
funktionelle Gruppe am Alkylrest freigesetzt und aer Seitenkette der Aminoséaure in einer
TBTU-aktivierten Reaktion miteinander zu einer Amitdung verknupft.

Die Schutzgruppenstrategie lieferte am Ende dethfege ein Aminosaureanalogon mit einer
orthogonal zur Fmoc-Gruppe Boc-geschitzten Aminktion am Ende der modifizierten
Seitenkette.

Startpunkt der Synthesearbeiten war die Umschutzlégflich erhaltlicher Fmoc-
Aminosauren. Lysin (Fmoc-LysBu)-OH), Asparaginsaure (Fmoc-Asgu)-OH) und
Glutaminsdure (Fmoc-Glt#Bu)-OH) wurden nach einer Vorschrift von Hamadhi al.
benzyliert und an der Seitenkette entschiitzt (shdi®ldung 4.4-5)-°% 143

Die Aminosaure wurde hierzu mit zwei AquivalenteenBylbromid in Gegenwart von einem
Aquivalent Natriumhydrogencarbonat umgesetzt. leeea deprotoniert die Carboxylfunktion
und ermdglicht so den nukleophilen Angriff auf diassch Brom stark positivierte aliphatische
C-Atom des Benzylbromids. Im Anschluss an Reaktioil Aufarbeitung erhélt man das
Produkt35in 83 %iger Ausbeute.

Die nun an allen drei funktionellen Gruppen bloda@eAminosaure wird anschliel3end in
DCM/TFA (6:1) gelost. Der pH-Wert reicht aus, ume dCarbonylfunktion der Boc-
Schutzgruppe zu protonieren und anschlieBend @ Isobuten freizusetzen, wodurch die

Aminogruppe der Seitenkette fur die Folgereaktion\zerfligung steht.
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Die anderen beiden Schutzgruppen bleiben unteewliBgdingungen stabil. Asparaginsaure
und Glutaminsaure lassen sich nach demselben Schemhare &quivalenten Formen
Uberfuhren.

Der zweite Teil der Synthese besteht aus der relgkiven Alkylierung von Adenin und
darauf folgenden Schitzungs- bzw. EntschitzungSossn. 4-Brombutansdure und 5-
Brompentansaure mussten vor der Addition an Adamirder Carboxylfunktion geschuitzt
werden. Dadurch werden Nebenreaktionen an der &gfboktion vermieden. Als relativ
inerte Nitrile konnten 4-Bromvaleronitrii und 6-Bntexannitrii  ohne vorherige
Veranderungen verwendet werden.

Die Veresterung wird nach bekanntem StandardschemaDIC als Aktivatorsubstanz
durchgefiihrt>’**° Die Carbonsaure addiert sich an die C-N-Doppelimigddes DIC und
bildet so ein O-Acylisoharnstoffderivat. Dies fihrt zu einer stamk Erhéhung der
Elektrophilie am Carbonyl-Kohlenstoff, was einen ghiff der OH-Gruppe des
Benzylalkohols ermdglicht.

Adenin ist aus zwei unterschiedlichen stickstofilgaih Ringen zusammengesetzt. Der
Pyrimidinring ist aufgrund der Lokalisierung derekironen an den Stickstoffatomen e
Elektronen-armer Ring. Der funfgliedrige Imidazolyi dagegen verfugt dber einfach und
doppelt gebundenen Stickstoff, die in einem tautem&/erhaltnis zueinander stehen, und ist
insgesamt elektronenreich. Durch die Kondensatenb@iden Ringe ist ein Austausch an
Elektronendichte moglich. Die Balance der Elektratiehte und damit auch die
Reaktivitaten der unterschiedlichen Positionen wernth hohem Mal3e von den Substituenten
der Ringe beeinflusst.

Aufgrund der &hnlichen Reaktivitaten von N7 und étBalt man in der Regel Substitutionen
an beiden Positionen. Interessanterweise wurdgdst&ilt, dass DMF als Losungsmittel die
N7-Alkylierung vollstandig unterdriicRE® Dies ermdoglicht einen verhaltnismaRig einfachen
Zugang zu N9-Alkylderivaten.

Um die gewlnschte Alkylierung an N9 zu erhaltenydeuAdenin zunachst aquimolar mit
Natriumhydrid bei 100 °C behandelt (siehe Abbilduf®-1). Das intermediar gebildete
Anion an N9 kann das durch Brom stark positivieetedstédndige C-Atom des Esters
nukleophil angreifen.

Aufgrund des oben erwdhnten Losungsmitteleffektéleman ausschliel3lich das N9-Addukt
mit einer Ausbeute von rund 60 %. Um diese Litamigsage zu verifizieren, wurde in einem

ersten Versuch Adenin mit Ethylchlorid umgesetze BC-Verschiebungen der C-Atome 4
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und 5, die zu beiden Ringen gehoren (siehe Abbgddrb-1, links), unterscheiden sich
deutlich. Wahrend die von 2 Stickstoffatomen bebacten C-Atome im Adenin-Molekl

eine Verschiebung von etwas tber 150 ppm besiezit der Wert fur C5 bei lediglich etwas

Uber 120 ppm.

B NH, NH, i
N X N N)jiN\x Br\/\R X N\
kJNIN) &N/ N; ; & = N>

Abbildung 4.5-1: Mechanismus der selektiven Alkyhg von Adenin an N9. Das Hydrid
Uberfuhrt das in der Tautomerie von N7 und N9 geleue Proton in ein HMolekdl und
Uberfuhrt Adenin in ein Anion. Durch Losungsmitfiellete wird das N7-Anion abgeschirmt
und man erhalt ausschliel3lich das N9-Addukt.

Die CH,-Gruppe, die an N9 gebunden wurde, zeigt im HMB@kBpim neben dem Kontakt
zur benachbarten Methylgruppe auch zwei charakisnie Kontakte zum Adenin. Die
Verbindung zu C8 bei 141.3 ppm ware fir beide Aiyingspositionen zutreffend. Der
Kontakt zu C4 bei 150.2 ppm beweist eindeutig, ddissEthylgruppe an N9 gebunden
vorliegt. Eine N7-Alkylierung hétte ein Kreuzsigrizi 119.8 ppm auf défC-Skala erzeugt
(siehe Abbildung 4.5-2). Das N7-Analogon konntehhi@als Nebenprodukt identifiziert
werden.

Im Anschluss an die Alkylierung des Adenins mit damtsprechenden Estern erfolgte die
Schitzung der freien Aminogruppe an der 6-Positimm Adenin. Das in katalytischer Menge
eingesetzte DMAP aktiviert zunachst H-butyldicarbonat als 4-(Dimethylamino)-1-
(butyloxycarbonyl)-pyridiniumsalz, welches am Carblkohlenstoff nukleophil durch die
Aminogruppe des Adenins angegriffen wird. Nach deschlieRenden Protonenwanderung
wird DMAP wieder abgespalten. Der Zyklus wiederhsith aufgrund des verwendeten
Uberschusses ein zweites Mal, und man erhalt fedfith das an der Aminogruppe zweifach
Boc-geschitze Adeninderivat.

Im Anschluss an die Schiitzung der Aminogruppe gigotlie Abspaltung der Benzylfunktion
am Ende der N9-Alkylgruppe. Bei den Substaniénund 22 wurde die Entfernung der

Benzylschutzgruppe durch RiUhren unter einer Wasdtnosphare in Gegenwart von
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Palladium als Katalysator erreicht. Die Reaktionrdeubeendet, nachdem kein Edukt mehr
durch Dunnschichtchromatographie nachgewiesen wekadente.

Durch Adsorbtion auf der Platinoberflache wird féasserstoff in der Atmosphare aktiviert
und ist dadurch in der Lage, sich in die O-C-Bingluwischen Benzyl- und Carboxylgruppe
zu insertieren. Durch Filtration und Evaporatiossken sich Palladium/Kohle und das bei der

Abspaltung entstehende Toluol leicht abtrennen.

NN

T | T T T |
F1 [ppm]

140

T

T | T T T | T T T [ T T T | T T T l T T T T T T T I T T T T
4.24 4.22 4.20 4.18 4.16 4.14 412 F2 [ppm]

Abbildung 4.5-2: Nachweis der N9-Alkylierung voreAih. Die Kreuzsignale der Alkyl-GH
Gruppe zu den Kohlenstoffsignalen bei 141.3 (C4) 150.2 ppm (C8) beweisen eindeutig,
dass die Alkylierung zwischen C4 und C8 an N9gsainhden hat.

Die Verknupfung des modifizierten Lysin85) mit freien Carboxylfunktionen der Produkte
15 und21 wurde analog zu der in Abschnitt 2.1 erlautertesi®dung der Peptidbindung im
Verlauf der Synthese am Harz durchgefiihrt (siehdildbng 4.5-4). TBTU und DIPEA
wurden in 1.2-fachem Uberschuss einges8&in 1.5fachem. Die Verbindungelé und 22
konnten mit einer Ausbeute von 60 % isoliert werdeie anschlieRende Entschitzung der
Carboxylgruppe der Aminosaure mit Palladium/Kohled uwWasserstoff erfolgte nahezu
guantitativ. Die erhaltenen SubstanZeéhund 23 konnten erfolgreich in der automatisierten

Peptidsynthese verwendet werden (siehe AbschBgi\t 4.
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Abbildung 4.5-4. Schema der Umsetzung 6nund 21 mit 35. AnschlieRend erfolgt die
Entfernung der Benzylschutzgruppe, und die resatigen SubstanzetY und23 lassen sich
in der Festphasensynthese verwenden.

Die Boc-geschutzten Adeninderivate mit Nitrilfurdddi 25 und 30) sollten durch Hydrierung
in die entsprechenden Amine Uberfihrt werden. Diesaktion erwies sich als deutlich
schwieriger als gedacht. Mehrere Standardhydrigakieen wurden getest® % Die
Kombination aus LiBH und MeSIiCl lieferte ebenso wenig das gewiinschte Produ&t w
LIAIH 4 in ELO und Al und NiC} in THF. Lediglich mit LiBH, und NiChL in EtOH konnte
das Nitril erfolgreich zum Amin umgesezt werdenlefdings waren die Ausbeuten mit 15 %
sehr gering und die Aufarbeitung sehr aufwendig.

LiBH,4 erzeugt auf der komplexen amorphen NiGberflache aktiven Wasserstoff, der dazu
in der Lage ist, das Nitril anzugreifen. Genaueaietiiber den Ablauf der Reaktion sind
nicht bekannt, ebenso wenig, aus welchem Grund akieven Spezies der anderen
Hydrierungsvarianten nicht zur Produktbildung fiihre

Fur alle Hydrierversuche wurden je 100 mg des Nitmnit den den Vorschriften
entsprechenden Uberschissen des entsprechendenerbiygsmittel umgesetzt. Jeweils
25 mg des Rohproduktes wurden mittels HPLC aufgeyeund die gesammelten UV-aktiven
Fraktionen untersucht. Aul3er der Hydrierung mitHiBind NiCL lieferte keines ein Produkt
mit der entsprechenden Retentionszeit, Masse un@®R{Sdektrum. Nebenprodukte wurden
nicht genauer untersucht.

Nachdem die Hydrierung des Nitrils erfolgreich dchgefiihrt werden konnte, galt es die
Amine 26 und 31 analog zu dem in Abbildung 4.4-6 geschilderten Ablanit den

modifizierten AminosdureB7 und39 umzusetzen.
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Die Verbindunger27, 28, 32 und 33 sollten nach der Entfernung der Benzylschutzgruppe
entsprechend den auf Lysin basierenden Bausteiiferund 23 in der Peptidsynthese
verwendet werden. Allerdings scheiterten alle Veng) die Amine mit den
AminosaurederivateB87 und 39 umzusetzen. Im Anschluss an die Umsetzung mit TBMmY
DIPEA konnte das Nitril annahernd quantitativ zlgewonnen werden. Vermutlich fuhrt
die Aktivierung in der Nahe desoCder Aminosaure zu einer Aspartimidbildung odereein
analogen Umlagerung der Aminosaure. Die in sehringem Umfang entstandenen
Nebenprodukte stellten nicht das gewlnschte Prodidkt und wurden nicht weiter
charakterisiert. Auch andere Aktivatoren wie HATUhiften nicht zur Produktbildung. Das
Amin konnte auch hier nach den entsprechenden ¥leesuannahernd quantitativ aus dem
Reaktionsgemisch isoliert werden.

Das Umsetzen der geplanten Synthesen war trotglaesiblen Reaktionsfolgen nicht trivial.
Die Alkylierung des Adenins verlief mit 60 % Ausheuauf demselben Niveau wie die
Literatursynthesen mit anderen halogenierten alipttzen Substanzef

Die Einfihrung und Entschitzung der Boc- und Begimydpen zeigten keinerlei Probleme
auf und lieferten die gewiinschten Produkte in hohaebeuten. Allerdings kann eine zu
grole Menge des Palladium/Kohle-Katalysators da#ueh, dass die Fmoc-Gruppe der
Aminosauren angegriffen wird.

Die Verknupfung der Adeninderivate mit freier Caxplbunktion mit der Seitenkette von
Lysin lieferte Ausbeuten von circa 60 %. Vermutharhindern die Sterik der Edukte und die
gewahlten Uberschisse hohere Ausbeuten. Aufgruneidéacheren Zuganglichkeit wurde
die Aminosaurekomponente im 1.5fachen Uberschusgesetzt, groRere Mengen hatten
wiederum zu Problemen bei der Aufreinigung geflhsdtztere erwies sich als besonders
schwierig, da sich die verbliebenen Edukte nur Uldeigere Trennstrecken erfolgreich
separieren lieRen.

Es stellte sich heraus, dass die Hydrierung derilfNitktion ein besonders komplexes
Problem ist, da unterschiedliche Methoden zu uaokéesllichen Produkten fuhrten. Dies
konnte durch den Vergleich der HPLC-Laufe der dimze Reaktionsansatze gezeigt werden.
Lediglich die Verwendung von LiBHin Gegenwart von NiGllieferte das gewtlnschte
Produkt, wenn auch in geringer Ausbeute.

Das weitaus schwerwiegendere Problem dieses Sypfaekes war die Tatsache, dass die an
der Carboxylgruppe der Seitenkette aktivierten Aoséuren sich nicht mit den freien

Aminogruppen der Adeninderivate verknipfen lieldéermutlich reagieren die Aminosauren
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nach der Aktivierung in einer sehr schnellen Reekintramolekular, bevor die eigentliche
Amidbindung gebildet werden kann. Das Adeninderkainte annédhernd quantitativ aus den
Reaktionsansatzen isoliert werden, egal ob TBTUr ddATU als Aktivator verwendet
wurde. Damit konnten lediglich zwei statt der gepds sechs Varianten dieskers zwischen
Aminosaure und Adenin erfolgreich synthetisiert cesr.

Die erhaltenen Mengen beider Molekile ermoglichtke Synthese einer Vielzahl von
Peptiden, die auf unterschiedlichen ZielsequenoenWMARK beruhen und deren Herstellung

und Uberprufung in den folgenden Abschnitten edéuwtird.
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4.6 Ubersicht der inhibitorischen Peptide

Mit den Aminosaureanaloga?7 und 23 wurden im Rahmen der Fmoc-Strategie Peptide
synthetisiert, deren Eigenschaften mit Biacore #muhse-Assays untersucht wurden. Die
inhibitorischen Peptidd2, 44, 54, 56, 58, 60, 62, 63, 65 und 67 enthalten einen circa 11 A
Uberbruckendespacerzwischen Amidbindung und Adenin N9.

Die anderen Peptide48, 45, 55, 57, 59, 61, 64, 66, 68) verfiigen Uber den mit 13 A
Spannweite um eine GHGruppe langerespacer Die zusétzliche CHGruppe hat neben der
Lange auch Einfluss auf die Position der Base,ielaisdere Winkel-Kombinationen zul&sst
als das kirzere Analogon. Daraus konnen trotz deRfRen Homologie durchaus leicht
unterschiedliche Bindungsmodi resultieren.

Um die synthetisierten Bausteine auf ihre Eignuimgdie Synthese am Harz zu Uberprufen,
wurden vier kurze Peptide synthetisiert und in minersten Test auf ihre inhibitorischen

Eigenschaften hin Uberprift.

H,N" 0 N
N/ TNH,
N
NH2 )(L/\/\
HZNMN N/\\N
o) 41 —
N
\_ ZNH,
N

Abbildung 4.1-6: Darstellung der modifizierten 8aitetten der inhibitorischen Peptide. Die
unten aufgelisteten Substanzen tragen diese erteeifeminosaure an der Position von
Sef®? Die Peptide42, 44, 54, 56, 58, 60, 62, 63, 65 und 67 verfiigen Uber vier C-Atome
zwischen Amidbindung und N9 des Adenin, die Pep8dé5, 55, 57, 59, 61, 64, 66, 68 Uber
funf. Neben der Lange variieren dadurch auch dieglinben Kombinationen der
unterschiedlichen Bindungswinkel, woraus untergdiidbe Bindungsmodi hervorgehen
konnen.
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Tabelle 4.1.-1: Ubersicht der inhibitorischen Pegti und der dazugehorigen
Referehnzsubstanzed?2 bis 45 stehen fir die Testpeptide, die zur Uberprifung de
Funktionalitat vonl7 und 23 synthetisiert wurden. Anschlie3end sind die unfreeliten 13
Aminosauren langen Peptide aufgelistet gefolgt den dazugehorigen Analoga, die die
modifizierten Aminosaureliy und23 an der Position der Phosphorylierungsstelle tragen

Substanz Sequenz Herkunft
42 258GK1G-17%° Tau,repeatl
43 258K 1G-232%%2 Tau,repeatl
44 | *°YRsSp-17°1® Cdc25C
45 | 22yYRSpP-23°16 Cdc25C
46 | °NVKSKIGSTENLK?®’ Tau,repeatl
47 | *>°PAMRRSLSVEHLE3®* PTPH1
48 | 299SGLYRSPSMPENL?%! Cdc25C
49 | 3®ARLRRTESVPSDI?% KSR1
50 | 3'8RVQSKIGSLDNIT33 Tau,repeat?2
51 | >%°LLNKRRGSVPILR’’ Palladin
52 | 2°SGLYRSPSFPENL?%! Cdc25C V1
53 | 29°SGLYKRPSFPENL?! Cdc25C V2
54 | 2>°NVKSKIG-17-TENLK?®’ Tau,repeatl
55 | 2>°NVKSKIG-23-TENLK?%’ Tau,repeatl
56 | >*°’PAMRRSL-17-VEHLE>%* PTPH1
57 | 3>’PAMRRSL-23-VEHLE®* PTPH1
58 | 29°SGLYRSP-17-MPENL??! Cdc25C
59 | 299SGLYRSP-23-MPENL??! Cdc25C
60 | 3®°ARLRRTE-17-VPSDI>%’ KSR1
61 | 38°ARLRRTE-23-VPSDI>®’ KSR1
62 | 3®RVQSKIG-17-LDNIT33 Tau,repeat?2
63 | >°°LLNKRRG-17-VPILR>'’ Palladin
64 | >9°LLNKRRG-23-VPILR>'’ Palladin
65 | 299SGLYRSP-17-FPENL??! Cdc25C V1
66 | °°°SGLYRSP-23-FPENL?%! Cdc25C V1
67 | 2°°SGLYKRP-17-FPENL??! Cdc25C V2
68 | 2°°SGLYKRP-23-FPENL?%! Cdc25C V2

Aus denmodellingExperimenten ging hervor, dass 13 Aminosaurerkdraplette Front der
Kinase abdecken, wenn der postulierte Bindungsmaduagkt ist. Da in den ersten SPR-
Messungen fir alle Peptide recht ahnliche Affimitéfestgestellt wurden, und der Effekt der
inhibitorischen Aminosaure nicht vorhergesagt waerlennte, wurden auch die alternativen
Zielsequenzen von MARK in die Untersuchungen mierogen. Tabelle 4.1-1 zeigt die
Peptide, die in SPR-Experimenten (siehe Abschn@) #it ihren modifizierten Varianten

verglichen worden sind. Neben den verwendeten Naswed Sequenz, Position der zu
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phosphorylierenden Aminosdure und das Protein, dam das jeweiliggarget stammt,
aufgefihrt.

Zu Beginn wurden die Substanz&® bis 45 synthetisiert um die Verwendbarkeit vai und

23 in der Festphasensythese zu Uberpriifen. Des \Wieiteurden mit diesen Peptiden erste
Inhibitionsversuche durchgefiihrt um einen Einblickdie Wirksamkeit der Substanzen zu
erhalten. Nach den erfolgreichen Tests wurden dietlidh langeren Peptidd6 bis 68

synthetisiert und in verschiedenen Assays untetsuch
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4.7 Synthese der inhibitorischen Peptide

Um zu uberprifen, ob sich die synthetisierten Aminoeanaloga effizient in der
Festphasensynthese einsetzen lassen, wurde eime Rkhl kurzer Test-Peptide synthetisiert.
Hierfir wurde die Sequenz des ersten Tepeatsgewdahlt, da die SPR-Experimente hier
vielversprechende Daten lieferten. Fur die zweitgidhte fiel die Wahl auf Cdc25C, da
entsprechende Peptide kai vitro Tests gute Bindungseigenschaften gezeigt habesy au
wenn dies im Rahmen dieser Arbeit nicht bestéatigtrden konnte. Die kurzen
Sequenzausschnitte SK1I@23 und YRSR7/23 (42 und43 bzw. 44 und45) wurden manuell
an PAL-PEG-PS-Harz nach dem in Abschitt 7.3 besblemnen Verfahren synthetisiert und
die Ausbeute anhand der Fmoc-Werte nach jederlagizéminosaure gemessen.

Die erste Aminosaure war jeweils das modifiziertesih in der Forml7 bzw. 23. Diese
lieRen sich mit einer durchschnittlichen Ausbeuts B0 % am Harz immobilisieren. Die
darauf folgenden vier Aminosauren verlangertenSfguenz den gemessenen Fmoc-Werten
zufolge nahezu quantitativ. Die grof3e und volumen8egitenkette der Bausteii@ und 23
scheint die eigene Kupplung zu behindern, nichtoged die darauf folgende. Die so
synthetisierten Peptide wurden in dem beschriebaa€éibaktiven Kinaseassay auf ihre
inhibitorische Wirkung hin untersucht (siehe Absitivh.8).

N O~ _OH
Boc,N = o) T
N\/\)J\ w
N/ N N7 TN S NHEmoc
\=N 17

Boc,N Nﬁ 0

N\=N o) NHFmoc

Abbildung 4.7-1: Strukturen der beiden in den Sgséim verwendeten Aminosdureanaloga.
Sie unterscheiden sich um eine &Btuppe zwischen der Amidbindung und der Base.

Interessanterweise konnte fur kein auf Cdc25C barsites Peptid in SPR-Messungen (siehe
Abschnitt 4.2.2 und 4.8) eine Affinitat zu MARK Hmachtet werden. Und dies, obwohl es
sich bei Cdc25C nach Literatur um émgetvon MARK handelf® *** *"Fiir die Peptidd2
und 43, die auf dem ersterepeatvon Tau basieren, und die entschitzten Synthestelaels

selber konnten Aktivitatsverringerungen von ciréa% festgestellt werden. Die detaillierte
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Diskussion findet sich in Abschnitt 4.8. Dieser ibitorische Effekt sollte durch die
Verwendung von langeren geeigneten Sequenzen itargeein.

Auf diesen Kenntnissen basierend wurde eine untidsse Synthese von Peptiden geplant,
die auf den bekannten Zielsequenzen von MARK beruhiedes Peptid wurde unmodifiziert
und je einmal mitl7 und einmal mit23 an der Position der Phosphorylierungsstelle
synthetisiert. Im Rahmen der Planung stellte setals, dass ein weiteres potenziefsget
von MARK entdeckt worden ist. Die Erkenntnisse gelaf unveroffentlichte Daten des
Arbeitskreises Mandelkowt al. zurlick, die aus der Analyse einer Vielzahl vonugegen
auf ihre MARK-Affinitat hin stammen. Palladin isineProtein aus der Familie der Myotilin-
Myopalladin-Palladin-Familie, es dient zur Moduliag des Aktins im Cytoskelett und ist im
Rahmen der embryonalen Entwicklung von besondeegleBtung. Weitere Details tber die
Funktionen sind bisher nicht bekarft"

Aus dem besagten Test stammen auch zwei weiterengikisse, die zu den modifizierten
Cdc25C-Sequenzen v&@? und 53 fuhrten. Innerhalb dieser Versuchsanordnung zesigte,
dass der Austausch des Methionins an der +1 Pogition der Phosphorylierungsstelle aus
betrachtet) gegen Phenylalanin die Bindung an dres€ positiv beeinflusst. Vermutlich
wird dadurch der fiir hydrophobe bzw. aromatischehg8elwirkungen verfligbare Bereich in
geeigneter Weise vergrof3ert. Die Substitution vagifin und Serin an der -3 bzw. -2
Position gegen die starker positiv geladene Gruppge Lysin und Arginin fuhrte bei diesen
Untersuchungen ebenfalls zu einer deutlichen Vedyasg der Bindungseigenschatften.

Der Austausch von Methionin gegen Phenylalanin wund den Peptiderb2 und den
entsprechenden Analoga umgesetzt. Beide die Cd&&sflenz betreffenden Erkenntnisse
wurden in der Sequenz va&3 vereint.

Fur diese Arbeiten stand ein moderner Mikrowellakter der Firma CEM zur Verfiigung.
Die Kombination aus dem MikrowellengeraDiscovery und dem erganzenden
Peptidsyntheseaufsatkiberty ermoglicht einen schnellen und effizienten Aufbder
gewilnschten Substanzen an einer festen Phase.

Zuerst wurden die unmodifizierten Peptidé bis 53 synthetisiert. Die vor der Abspaltung
vom Harz bestimmten Kupplungsausbeuten in FormFdeoc-Werte und die resultierenden

Ausbeuten entsprachen den Erwartungen.
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Tabelle 4.7-1: Kupplungsausbeuten der unmodifiererPeptidsequenzen. Die Ausbeuten
liegen durchgehend im guten bis sehr guten Bereich.

Substang Ausbeute nach
Fmoc-Wert
46 76 %
47 85 %
48 100 %
49 100 %
50 98 %
51 98 %
52 100 %
53 96 %

Im Anschluss daran wurden die Sequenzen der petémziibitorischen Peptide mit dem
Baustein 23 synthetisiert. Fird6 konnte eine Kupplungs-Ausbeute von 75 % gemessen
werden, ein Wert, der annahernd identisch mit dem whmodifizierten Sequenz ist. Der
wéahrend der manuellen Kupplung beobachtete Verimst 70 % der Bindungsstellen
wahrend der Immobilisierung der modifizierten Anséaren am Harz scheint im Rahmen
der Mikrowellensynthese weitaus geringer zu sein.

Allerdings wurde festgestellt, dass die AusbeutbnPaptid59 gegen null tendierten. Als
Problem konnte der Umstand identifiziert werdenssddie modifizierten Aminosauren in
DMF nicht stabil sind. Weder wahrend der Synthesevllstandig geschitzten Molekile in
DMF noch im Verlauf der Entschitzung der Carboxykiion in Ethanol traten Hinweise auf
Stabilitatsprobleme auf.

Eine Probel7 wurde in deuteriertem DMF geldst und einem Staftdtest unterzogen. Uber
einen Zeitraum von 14 Stunden wurde alle 60 MineiertH-NMR-Spektrum gemessen. Die
Daten zeigen, dass die Signale der Fmoc-Schutzgrapp einer Halbwertszeit von circa
12 Stunden abnehmen. Die entsprechenden Signaedeyn sich und erfahren einghift
um 0.02 ppm. Abbildung 4.7.1 zeigt den Zerfall amhaler abnehmenden Intensitat des
Signals des Adenin-Protons H2 (8.877 ppm) im Vértkau Zeit.

Es ist anzunehmen, dass in dieser KonstellatiorBdmzitat des Adenins ausreicht, um die
Abspaltung der Fmoc-Gruppe zu bewirken. Dies firtMehrfachkupplungen, Reaktionen
zwischen den zu kuppelnden Aminoséureanaloga undirem frihzeitigen Abbruch der

Synthese aufgrund von annéhernd quantitativapping
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Abbildung 4.7-1: Darstellung des Verfalls vad in DMF anhand desH-NMR-Signals der
aromatischen Adenin-Protons H2. Zwischen dem LdsersSubstanz und der ersten Messung
(blau) vergingen circa 15 Minuten. Die nachfolgend&gnale (rot, grun, lila, gelb orange)
wurden in vierstindigen Intervallen gemessen. Dgspuiingliche Synthesebausteily
(rechtes blaues Signal) zersetzt sich und die Amdprder elektronischen Gegebenheiten
verschiebt das Signal des Adeninprotons.

Der Ablauf der Synthese wurde dahingehend so nzelifi dass eine entsprechende Menge
des Aminosaureanalogons erst unmittelbar vor dgapKung in DMF gelost wurde. Dadurch
konnte die Zeit minimiert werden, die die labile bStanz vor der Reaktion dem
Losungsmittel ausgesetzt war.

Auf diese Weise konnten alle geplanten Peptidelg@dah synthetisiert werden. Die
Ausbeuten lagen zwischen 42 % und 77 %. Sie lielgenit deutlich unter denen der nativen
Sequenzen, lieferten aber ausreichende Mengemtsarechenden Peptide.

Die Sequenzen der einzelnen Peptide sind in Abgchgi dargestellt, ebenso die Strukturen
der modifizierten Seitenketten. Aufgrund eines tésthen Problems des Syntheseroboters
konnte das auf dem vierteepeatbasierende Peptid n28 an der Phosphorylierungsposition

nicht als Produkt isoliert werden, und mangels @reit Mengen vo23 war es nicht mdglich,
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dieses Peptid erneut zu synthetisieren. Da derdtiezu entnehmen ist, dass der erste Tau-
repeatdas primargarget von MARK ist, war anzunehmen, dass das Fehleredi®eptides

unproblematisch ist.

Tabelle 4.7-2: Kupplungsausbeuten der Peptide, aererd 6. Position das
Aminosaureanalogoi? in die Sequenz integriert wurde. Bx und den darauf folgenden
Peptiden wurde 17 erst unmittelbar vor der Kupplung in DMF gel6st undem
Syntheseroboter zur Verfiigung gestellt.

Substang Ausbeute nach
Fmoc-Wert
54 75 %
56 48 %
58 57 %
60 77 %
62 65 %
63 58 %
65 42 %
67 46 %

Tabelle 4.7-3: Kupplungsausbeuten der Peptide, aeremd 6. Position das
Aminosaureanalogo@3 in die Sequenz integriert wurde. Dieses wurdeli@naFallen erst
unmittelbar vor der Kupplung in DMF gelost und desgntheseroboter zur Verfigung
gestellt.

Substang Ausbeute nach
Fmoc-Wert
55 26 %
57 35%
59 27 %
61 31 %
64 12 %
66 37 %
68 32 %

Auffallig ist, dass die Kupplungsausbeuten im Fales um eine CHGruppe langeren
Aminosaureanalogora3 deutlich schlechter ausfallen als mit der kiirzevaniantel7. Die
Ausbeuten nach dem Fmoc-Wert sind in den TabelléR24und 4.7-3 wiedergegeben und
zeigen, dass sich die zusatzliche ,&btuppe deutlich auf die Kupplungsausbeute auswirkt
Die Peptide wurden Uber ihre Masse und die zuggedriNMR-Spektren charakterisiert
(siehe Abschnitt 7.3-6 und 7.5).
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4.8 SPR-Messungen der inhibitorischen Peptide

Fur die SPR-Vermessung der hergestellten inhilsitben Peptide und der zugehdrigen
Referenzsubstanzen wurde eine neue Charge MARKeungheuer CM5-Chip verwendet.
Vor der Immobilisierung musste das Protein umgeptfiverden, da die hochkonzentrierte
Proteinprobe groRere Mengen Tris als Puffersubstanhielt. Diese konkurriert mit den
Aminogruppen der Kinase um die aktivierten Carbgrybpen auf der Dextranmatrix. Da die
Puffersubstanzen gegeniiber dem Protein in einefdegrtberschuss vorhanden sind, wére
es nicht mdglich, eine adaquate Menge an Proteimumobilisieren ohne den Puffer zu
wechseln.

Hierfir wurden 50 pL der Stammlésung (20 mg/mL)aasmen mit 1.8 mL PBS-Puffer in
ein Centricon mit der AusschlussgrofRe 10 kDa gegelnel zentrifugiert. Nach 30 Minuten
bei 2000 Umdrehungen pro Minute und 4 °C wurdenwdisbliebenen 200 puL wieder auf
2000 pL erganzt und erneut zentrifugiert. So wurddie urspringlichen 100 pL
Proteinlésung mit 8 mL PBS-Puffer gewaschen und2@0fuL Gesamtvolumen erganzt.

Die Bestimmung der Proteinkonzentration mittelsesifND-100 Nanodrop-Gerates der Firma
Peglab ergab eine Proteinkonzentration von 2.6 mglas entspricht einem Verlust von
etwa 75 %, der durch Adhasion an der Membran zuamerk ist. Wie auch in 4.2.2
beschrieben, wurde ein PBS-Puffer angesetzt unil §iteiert um Uber alle Messungen
identische Eigenschaften des flissigen Mediumsezagrleisten.

Nach der Aktivierung der Chipoberflache durch ED@ WNHS konnten 2292 RU Protein
immobilisiert werden. Allerdings stand zu diesemit@ienkt nur die native Variante der
Kinase ohne die aktivierende Mutation T208E zurfi¥gung, worunter die Vergleichbarkeit
zu den alteren Ergebnissen leidet. Die immobilisiddenge entspricht 2.3 ng bzw. 65 fmol
Protein und sollte bei einer Ligandenmolmasse wara €700 eine maximale Antwort von
101 RU liefern. Die zu vermessenden Substanzenemurdden Konzentrationen 0, 3.9, 5.2,
7.8, 10.4, 15.6, 20.8, 31.2, 42.6, 62.5, 83.3, 185.6, 250 und 500 uM eingesetzt. Hierzu
wurden je 2 ineinandergreifende Konzentrationsreiren 500 bzw. 166.6 uM abwarts auf
96-well Titerplatten erstellt und gemessen.

Vor jeder Messung wurden fart up cycleszur Evaluierung der Nulllinie angefertigt. Bei
einer Flussrate von 25 pL/min und einer Temperatm konstanten 25 °C betrug die
Kontaktzeit der zu vermessenden Substanzen 240 n8ekuy die anschlieRende

Dissoziationszeit 160 Sekunden.
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Die Regeneration erfolgte mittels 0.1 M NaOH ina#ibhvon 20 Sekunden bei einer
Flussgeschwindigkeit von 25 pL/min mit einer 20 Qadken langen Stabilisierungsperiode.
Durch Pufferinjektionen und deren Subtraktion vem &ensogrammen wurden stérungsfreie
Messkurven erhalten. Dditen der Daten erfolgte nach dewne-site-bindingModell unter
Zuhilfenahme der Software Origin 7.5.

Etwa 20 Sekunden nach der Injektion hat das Sysieen Gleichgewichtszustandt€¢ady
statg erreicht. Dies ist um Faktor 10 schneller als #éen in Abschnitt 4.2.2 erlauterten
Messungen, was durch die geringere Aktivitat ohr@08E-Mutation zu erklaren ist.
Ansonsten entsprechen die Sensogramme vom Vergauddm, welches in Abbildung 4.2-1
dargestellt ist. Die Auftragung der RkkWerte gegen die zugehdrigen Konzentrationen der
vermessenen Peptide liefert einen Ausschnitt éd@tigungskurve, aus deren Verlauf nach
demone-site-bindingViodell der Ko-Wert der Interaktion berechnet werden kann.

Um die Konstanz der Aktivitat der immobilisiertenindse zu Uberprifen, wurde jede
Titerplatte mit 2 kurzen Konzentrationsreihen einésrgleichspeptids versehen, die vor
Beginn und nach Beendigung der eigentlichen Mdssneigetestet wurden. Es konnten
wahrend den mehrere Tage dauernden Messungen valteandenen Substanzen keine
nennenswerten Aktivitatsverluste beobachtet werden.

Abbildung 4.8-1 zeigt die Ergebnisse fur die dref der Sequenz des ersten Trapeats
beruhenden Peptide. DepfVert von 320 uM der nativen Sequenz stimmt in etvitadem
gemessenen Wert fur das 10 Aminoséauren lange P&ptid0 puM) tberein (siehe Abschnitt
4.2.2). Besonders interessant ist dieser Wert \@n dHintergrund, dass hier die native
weniger aktive Variante von MARK immobilisiert wwedund somit deutlich schlechtere
Affinitaten zu erwarten waren. Dies scheint zu &igén, dass die zusatzliche Verlangerung
der Peptidsequenz einen deutlichen Effekt auf diedihg zwischen MARK und dem
Liganden bewirkt.
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Abbildung 4.8-1: Thermodynamische Analyse der dtdider Sequenz des ersten repeats
beruhenden Peptided§, 54, 55; Sequenz: NVKSKIG-B//23-TENLK). Zwischen den K
Werten vord6 und 55 liegt ein Faktor von 2, wahrend das um eine@uppe zwischen

Lysin und Adenin verkirzeel keine messbare Affinitat zeigt.

Deutlich ist hier auch zu erkennen, dass das um@hp-Gruppe zwischen Lysin und Adenin
verkirzte Pepticb4 (repeatl, s.0.) innerhalb des Messbereichs keinerleinkéit aufweist.
Vermutlich nimmt es in Losung eine Konformation,dilie einen gleichzeitigen Kontakt des
Peptides und des Adenins mit ihren entsprechendaduBgspartnern am Protein nicht
zulésst oder sogar die Base abschirmt.

Ein analoges Verhalten konnte auch bei den folger&déiganden beobachtet werden. Die
von PTPH1 47, 56 und57), Cdc25C 48, 58 und59) und KSR1 49, 60 und61) abgeleiteten
Peptide zeigten innerhalb der Parameter des SPRrixgnts bis auf eine einzige Ausnahme
keine nennenswerte Affinitat zu MARK. Lediglich 58 (Cdc25C 23) konnte mit einem K-
Wert von 1.96 mM eine moderate Bindungsstarke nawlesen werden. Die ersten SPR-
Messungen zeigten fir diese Sequenzen aufgrundrbdéhten Aktivitat der T208E-Mutante
ahnliche Affinitaten wieb9 (Cdc25C,23). Allerdings ist hier die detaillierte Vergleichiiait
aufgrund der Verwendung der unterschiedlichen Viseia der Kinase nicht gegeben.
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Abbildung 4.8-2:Thermodynamische Analyse der drei auf PTPH1 basiEne Peptide4{,

56, 57; Sequenz: PAMRRSL13/23-VEHLE). Keiner der Liganden weist eine nennensvert
Affinitat zu MARK auf.
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Abbildung 4.8-3: Thermodynamische Analyse der do¢iCdc25C basierenden Peptidi,(
58, 59; Sequenz: SGLYRSPLER3-MPENL). Lediglich59 zeigt mit einem KWert von
1.96 mM eine geringe Affinitat zu MARK.
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Abbildung 4.8-4: Thermodynamische Analyse der @anéiKSR1 basierenden Peptid,(60,
60; Sequenz: ARLRRTE13/23-VPSDI). Keiner der Liganden weist eine nennenswvert
Affinitat zu MARK auf.

Die ersten SPR-Experimente haben gezeigt, dassrd&repeateine grofRere Affinitat zu
MARK aufweist als der vierte. Dies trifft auch adfe nicht modifizierten Peptidd6
(repeatl) und50 (repeat4) zu. Der urspriingliche Faktor 3 zwischen dersgmetchenden
Sequenzen verringert sich beim Test der entspreemei3 Aminosduren langen Peptide
zwar auf Faktor 2, dies ist allerdings im RahmenMessungenauigkeiten irrelevant.

Durch ein technisches Problem konnte das auf dentevirepeatbasierende Peptid nfi8 an
der Phosphorylierungsposition nicht synthetisieerden. Nach der Synthese der weiteren
Peptide war keine ausreichende Menge 8mehr vorhanden. Und da der erstpeatsich
als der bessere Binder herausgestellt hatte, wudigeiolgenden Synthesen nicht mit weniger
Substanz durchgefiihrt und auf dieses Peptid veetich

Im Verhéaltnis zu54 (repeatl, 17), fur das keinerlei Affinitdt gemessen wurde, @h@2
(repeat4, 17) sogar starker als die native Sequéf4repeat4) an MARK (siehe Abbildung
4.8-5). Anscheinend bewirkt der Wechsel in der 8aquonrepeatl (NVKSKIGSTENLK)

zu repeat 2(RVQSKIGSLDNIT) eine Anderung in der Konformatiates Peptides, die zu

einer verstarkten Exposition der modifizierten &ekiette dem Protein gegenuber fihrt.
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Abbildung 4.8-5: Thermodynamische Analyse der auéidem 4. Tau-repeat basierenden
Peptide $0, 62; Sequenz: RVQKSIGAS/23-LDNIT). Interessanterweise ist hier eine
erhohte Affinitdt der modifizierten gegeniber deativen Sequenz zu erkennen. Aus
technischen Grinden war das verlangerte Analogare2aicht verfugbar.

Die neueste auf dem Protein Palladin beruhendesefieenz von MARK erwies sich in
diesen Experimenten als hochaffi(63 und64). Sowohl fir das native Peptid als auch fur
beide modifizierte Varianten konnten relativ niggriBindungskonstanten zwischen 0.23 und
0.38 mM nachgewiesen werden. Die modifizierten idemcheinen eine geringfligig starkere
Affinitdt zum Protein zu besitzen als die nativeq&enz. Die beiden modifizierten
Aminosaureanalogd?7 und 23 scheinen hier keinen negativen Einfluss auf diegnitét und
Struktur der Peptide zu haben. Allerdings entspeadiiie gemessenen RU-Antworten dem
Funffachen des berechneten RlWertes von circa 100. Das Phanomen betrifft atiel d
Varianten der Sequenz, im Fall véd (Palladin,23) liegt der Faktor sogar bei einem Wert
von acht. Eine Mehrfachbindung der Peptide an dieage ist eine mdgliche Erklarung
hierfir. Dadurch wirde die erhéhte Massendifferemaschen Mess- und Vergleichszelle
deutlich starkere RU-Unterschiede hervorrufen, alzer auch durch starkebindingEffekte
bewirkt worden sein kann. Auch wenn der Bindungsasodnter Umstanden voome-site-
bindingModell abweicht, scheint die Palladinsequenz eshr snteressanter Kandidat fur

einen Inhibitor darzustellen. Durch induzierte Kammhationsanderungen oder partielle
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Uberlappungen mit dem eigentlichen Epitop konntehagine Bindung an mehreren

unterschiedlichen Stellen an der Kinase einen itdribchen Effekt besitzen.
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Abbildung 4.8-6: Thermodynamische Analyse der dutider Palladin beruhenden Peptide
(51, 63, 64; Sequenz: LLNKRRG-HI/23-VPILR). Die Kk-Werte aller Peptide liegen sehr
nahe beieinander, ein negativer Effekt durch diadifimerten Aminosdureanaloga konnte
hier nicht beobachtet werden.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen von Mandel&bwal. konnte fur die Cdc25C-Varianten
von 52 (Cdc25C V1) keine nennenswerte Affinitdt nachgeere werden (siehe Abbildung
4.8-7). Der Austausch von Methionin gegen Phenglalaund die damit verbundene
Steigerung der unpolaren Flache bewirkt im Rahmesed Experiments keine Steigerung der
Bindungsaktivitat. Dieses Verhalten wurde sowohl den nativen als auch bei den rit
und23 modifizierten Varianten beobachtet.

Die Variante68 (Cdc25C V2,23) konnte nur in sehr schlechten Ausbeuten synibdtis
werden, daher stand nur eine geringe Menge flretdsprechende SPR-Experiment zur
Verfigung. Derfit der wenigen sehr geringen Konzentrationen ergii#nesehr guten
Wert von 45 pM, der nicht gut in das Gesamtbild dermessenen Substanzen passt. Der
Wert ist allerdings aufgrund der geringen Zahl Datenpunkte nicht genauso gesichert wie

die entsprechenden Konzentrationsreihen der an@restanzen.
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Abbildung 4.8-7: Thermodynamische Analyse der dngi der ersten Cdc25C-Variante
basierenden PeptiddZ, 65, 66; Sequenz: SGLYRSPL&R23-FPENL). Keiner der Liganden
weist eine nennenswerte Affinitat zu MARK auf.
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Abbildung 4.8-8: Thermodynamische Analyse der dugi der zweiten Cdc25C-Variante
basierenden Peptid&3, 67, 68; Sequenz: SGLYKSP13/23-FPEML). Keiner der Liganden
weist eine nennenswerte Affinitdt zu MARK auf.
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Zusatzlich zur Auswertung der Affinitaten wurdemzgine Kurven auf die Bindungs-
eigenschaften hin untersucht. Analog zu dem in Abgt4.2.2 erlauterten Vorgehen wurde
der Verlauf einzelner Bindungsereignisse unter Femahme der Langmuir-Gleichung
angepasst und Werte flrpK ky und k extrapoliert. Aufgrund des teilweise relativ
rechtwinkeligen Verlaufs sind die erhaltenen Westark fehlerbehaftet. Die ermittelten
Werte der fuinf Peptide, die gute Bindungseigensehain den SPR-Experimenten gezeigt
haben, sind in Abbildung 4.8-9 dargestellt. Die digise Weise ermitteltengWerte liegen
im Bereich zwischen 7 und 72 uM. Sie liegen anaoglen in Abschnitt 4.2.2 ermittelten
Werten circa eine Zehnerpotenz unter den Werteng die Auswertung der
konzentrationsabhangigen Affinitaten zeigten.

Die Gegenuberstellung der Ergebnisse beider Auswgen ist in Tabelle 4.8-1 dargestellt.
Vor dem Hintergrund der teilweise nicht optimalenétischen Anpassung der Langmuir-
Gleichung an die Daten sollte die Auswertung naeh kibnzentrationsabhangigen Affinitat
eine zuverlassigere Rangfolge liefern. Besondeeseasant scheint die Palladin-Sequé® (
und 64) zu sein, die trotz oder gerade wegen eines vome-site-bindingViodell

abweichenden Bindungsmodus eine hohe Affinitat ARMW zu besitzen scheint.

Tabelle 4.8-1: Tabelle, die die hdchsten gemessAkavitaten wiedergibt. Die Reihenfolgen
divergieren je nach Auswertungsmethode. InsbesemdierPalladin-Sequens3, 64) scheint
besonders positive Bindungseigenschaften aufzuweiséhrend die anderen Liganden
relativ diffuse Ergebnisse zeigen.

Peptid Thermodynamilf Peptid Kinetik
64 (Palladin,23) 0.23 63 (Palladin,17) 0.007
62 (repeat4, 17) 0.29 59 (Cdc25C,23 0.015
63 (Palladin,17) 0.35 62 (repeat4, 17) 0.020
55 (repeatl, 23) 0.65 55 (repeatl, 23 0.022
59 (Cdc25C,23 1.96 64 (Palladin,23) 0.072

Neben der Palladinsequenz zeigt auch das auf dst@nefauepeatberuhende Peptid5
(repeatl, 23) eine gute Bindungsaffinitat. Allerdings erfahie dequenz des depeatsdurch
die Modifikation an der Seitenkette eine deutlicBieigerung der Affinitat, die nicht den
Beobachtungen bei den nativen Peptiden entsprididgs deutet darauf hin, dass die
Konformationen der Peptide, die die modifizierteaiténketten enthalten, nicht der der

nativen Substrate von MARK entsprechen.
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55 (repeatl, 23)

Kp=0.022 mM 59 (Cdc25C 23)
2= 988 1/Ms Kp = 0.015 mM
kg=0.02 1/s ka = 10000 1/M

ke=0.151/s

62 (repeat4, 17) 63 (Palladin,17)
Kp =0.020 mM Kp =0.007 mM

ka= 829 1/Ms ka= 1896 1/Ms
ke =0.02 1/s _ ke=0.011/s

64 (Palladin,23)
Kp =0.072 mM
ka= 1225 1/Ms
kq=0.88 1/s

N —

Abbildung 4.8-9: Darstellung der Langmuir-fits dam besten bindenden Peptide aus den
SPR-Experimenten. Aufgrund des teilweise sehestderlaufs sind die Extrapolationen der
Werte nur bedingt aussagekraftig. Insbesondereotfieates ergeben teilweise fragwirdige
Ergebnisse. Fir die Peptid®, 59, und62 lieferte der Kurvenverlauf bei einer Konzentration
von 125 uM den besten fit, f68 und64 wurde der Verlauf bei einer Konzentration von 250
UM gewahlt.

Der Vergleich der unterschiedlichen Substanzen imdr beobachteten Affinitdten hat
gezeigt, dass nur ein geringer Teil der synthetemePeptide innerhalb der Parameter des
verwendeten Systems eine nennenswerte Affinitat immobilisierten Kinase aufweist.
Abgesehen von der Sequenz des erstenr@peats zeigen alle Peptide, die mit dem
modifizierten Lysin17 bzw. 23 synthetisiert worden sind und Affinitat zeigenneeihbhere
Bindungsaffinitat als die dazugehdrigen nativentidlep Daraus lasst sich schlieRen, dass die

strukturelle Veranderung durch den Austausch vam3end ATP gegen Lysin mit einem
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Uber einerinker kovalent daran gebundenen Adenin zu inhibitorisatksamen Substanzen
fuhrt.

Allerdings bewirkt die Kombination von Peptid undifleotid in einem Molekil nicht die zu
erwartetende Steigerung der Bindungsaffinitat. Tésch sollten sich die einzelnenyK
Werte im Idealfall miteinander multiplizieré? Mit millimolaren Bindungskonstanten fiir
die Peptidsequenz und einem-Wert von 242 uM fiur ATP sollte es nach dem von @an
et al. erarbeiteten Modell mdglich sein, im Falle einptimalen Geometrie Affinitaten im
nanomolaren Bereich zu erzeugen. Die Peptide, idienddifizierten Seitenketten tragen und
an MARK binden, weisen Affinitaten in derselben Gedordnung wie ihre nativen Analoga
auf. Die gewahlte Art der Verknupfung scheint diediBigungen dieses synergetischen
Konzepts nicht in ausreichendem MalR3 zu erfullenchAdie gro3e Zahl der Freiheitsgrade
durch die beiden sehr beweglichen Alkylketten kaich negativ auf die Bindung zur Kinase
auswirken.

Als weiterer Parameter wurde fur die Substanzes, idi Rahmen der SPR-Messungen
Affinitat gezeigt haben, der EgWert ermittelt. Die mittlere effektive Konzentraiti (EGo)

ist ein wichtiger Wert zur Beschreibung der Wirk&aih von pharmazeutischen Produkten.
Der EGy-Wert wird aus einer logarithmischen Dosis-Wirkukgsve abgeleitet und gibt die
Konzentration wieder, bei der unter den Testbediggn die Halfte der vorhandenen
Rezeptoren mit Substrat belegt ist. Hierfir wurdens den mit Origin ermittelten
Gleichungen der Bindungskurven der Wert fur einengiiche Konzentration extrapoliert,
auf 100 % gesetzt und die experimentell ermittelt®U-Antworten entsprechend
umgerechnet. Die resultierenden sigmoiden Kurved si Abbildung 4.8-10 dargestellt.
Auffallig ist der niedrige Wert von Eg = 45.1 uM fur55 (repeat 1, 23), der nicht die
Positionierung im Rahmen der anderen Auswertungan SPR-Ergebnisse widerspiegelt
(siehe Tabelle 4.6-1). Des Weiteren weisen die n@crhgemessenern,®Verten favorisierten
Peptide63 (Palladin,17) und64 (Palladin,23) die mit Abstand héchsten Werte auf.

Den EGy-Werten zufolge sollt®&5 (repeatl, 23) der effizienteste Inhibitor sein, da er seine
Wirkung auch schon bei relativ niedrigen Konzemragn entfaltet. Und dies, obwohl die
entsprechenden Daten, die aus dem Affinitats- untetk-plot gewonnen wurden, dieser
Substanz im Verhéltnis zu den anderen nur eineeimiéi3ige Affinitat bestatigen. Insgesamt
sind die durch die SPR-Experimente erhaltenen Dabécht eindeutig. Je nach
Auswertungsmethode ergeben sich unterschiedlichegeguagte Wirkungen fur die

unterschiedlichen Substanzen.
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Abbildung 4.8-10: Darstellung der sigmoiden Dosishgs-Beziehung der flunf
vielversprechendsten  Substanzen aus den vorangegamg SPR-Experimenten.
Interessanterweise scheifb, welches laut der Affinitats- und Kinetikauswegumcht als
vielversprechendster Kandidat erschien, in besomdgmringer Konzentration wirksam zu
sein, wobei die bisher favorisierte auf Palladinrideende Sequenz um Faktor 10 héhere
Werte liefert.

58 (Cdc25C, 17) zeigt im Affinitatsplot einen eher hohen gdWert, die kinetische
Auswertung trifft den Kurvenverlauf gut und der dg@Vert von circa 100 uM ist relativ
niedrig.

Die beiden auf der Palladin-Sequenz beruhendenidee®3 (Palladin, 17) und 64
(Palladin,23) zeigen ein sehr unterschiedliches Verhalten ifin&&ts{plot und liefern nach

der kinetischen Auswertung entgegengesetzte Cleaistita. Nach den EGWerten zu
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urteilen bendtigen sie relativ hohe Konzentratignem wirksam zu sein. Besonders
vielversprechend erschei®b (repeat 1, 23), da es in allen 3 Auswertungsvarianten gut
positioniert ist und trotz mittelmafiger ErgebnigseAffinitats- und Kinetikplot zusammen
mit dem niedrigen E§-Wert insgesamt recht gute Werte liefert.

Durch die teilweise stark unterschiedlichen Bewmsggn, die die Substanzen im Rahmen der
SPR-Auswertung erfahren, sind eindeutige Rangfolgen schwer zu erstellen. Um eine
erweiterte Basis fur die Beurteilung der Wirksanhklar einzelnen inhibitorischen Peptide zu
erstellen, wurden weitere Testverfahren angewendit, im nachsten Abschnitt naher

erlautert werden.

4.9 Ergebnisse der Kinase-Assays

Neben der Beurteilung der Affinitdten der synthetien Peptide durch SPR-Experimente
wurden unterschiedliche biochemische Verfahren wegdet, um zuséatzliche Informationen
zu erhalten.

Wie in Abschnitt 4.5 beschrieben, wurden unmittelb@achdem die modifizierten
Aminosauren entschuitzt vorlagen, erste Kupplungsagre unternommen. Zuerst wurden die
Bausteinel7 und 23 an PAL-PEG-Harz immobilisiert und abgespalten. &mh des Fmoc-
Wertes und der erhaltenen Ausbeute nach der Aidreig mittels HPLC konnte bestatigt
werden, dass sich diese Molekile wie erwartet inF#stphasensynthese einsetzen lassen.
AnschlielRend folgte die Synthese von 4 Pentapeptiden das Kupplungsverhalten der
Bausteine 17 und 23 und der darauffolgenden Aminosauren naher zu suntben.
Anschlie3end wurden die erhaltenen Substanzemigmein vitro-Test auf ihren Effekt auf
den Substratumsatz von MARK hin untersucht.

Hierfur wurde ein Puffer verwendet, dessen Zusansetznng in Tabelle 4.7-1 aufgelistet ist.
Die Konzentration von MARK betrug dabei 3 nM. VardZugabe des mit 77240’ MBg/mol
radioaktiv dotierten ATPs und des zu phosphoryfides Substratpeptids TR1
(**NVKSKIGSTENLK?*") wurde die Kinase mit dem potenziellen Inhibitd@ ®linuten in
einem Eppendorfube auf Eis vorinkubiert. AnschlieBend erfolgte dieoBphorylierung tber

einen Zeitraum von 60 Minuten bei 30 °C in einekulmator.
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Tabelle 4.9-1: Zusammensetzung des Puffers furkKileaseassay mit radioaktiv dotiertem
ATP. Sowohl ATP als auch das auf dem ersten relpgsierende Substratpeptid und der
potenzielle Inhibitor wurden in einer Konzentratioon 50 UM eingesetzt.

Substanz Konzentration [mM]
Tris-HCI (pH 8.0) 50
NacCl 100
MgCl, 5
EDTA 2
DTT 1
Benzamidin 1
PMSF 0.5
ATP 0.05
TR1 0.05

Nach Ablauf der Zeit wurde die Kinase in den eineal GefalRen durch Zugabe von
Trichloressigsaure (finale Konzentration 10 %) a&f&lt, wahrend das Peptid in Losung
blieb. Die einzelnen Losungen wurden auf Phosphdosk pipettiert und bis zur Konstanz
der Radioaktivitat mit 0.1 M Phosphorséaure gewasche

Die Peptide bleiben an der Oberflache der Phosfintese haften, wahrend die restlichen
loslichen Bestandteile, insbesondere das unverbtaucadioaktive ATP, durch das
Auswaschen entfernt werden. Die verbliebene Radigk stammte vor*?P-haltigemy-
Phosphatgruppen, die von MARK auf TR1 Ubertragemdenw, und war ein Mal3 fur die
Aktivitat der Kinase.

Neben den zu testenden Substanzen wurde jewedsR&aktion ohne Inhibitor und eine mit
Hymenialdisine in einer Konzentration von 50 pMahgefuhrt. Bei Hymenialdisine handelt
es sich um einen effektiven Kinaseinhibitor, debere MARK auch auf GSK3 Cdk2 und
cdk5 wirkt}"® 1" Die Ergebnisse dieser beiden Experimente markidemMaximal- und
den Minimalwert, zwischen denen sich die anderdrstmzen theoretisch platzieren missen.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.9-1 dargestellt.

Bei einer geringen Hintergrundradioaktivitat (linksAbbildung 4.9-1) stecken der Wert der
nicht inhibierten Reaktion (zweiter Balken von knkn Abbildung 4.9-1) und der der
inhibierten Reaktion mit Hymenialdisine (zweiterli8an von links in Abbildung 4.9-1, 90 %
Aktivitatsverlust) den Bereich ab, innerhalb desdienWirkung der potenziell inhibitorischen
Substanzen einzuordnen ist.

Die Ergebnisse des Assays zeigen, dass der inhdoite Effekt der synthetisierten
Substanzen eher gering ist. Die auf Cdc25C basler&8equenz zeigt praktisch keinerlei
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Wirkung, was sich mit den bisher gemessenen Ddierjurch SPR-Experimente gewonnen
wurden, deckt. Und dies, obwohl es sich dabei utirhiehes Substrat von MARK handelt.

1,2 - . as

ohne Inhibitor 45

1,0

0,8 4
ZP

0,6

0,4 +

relative Radioaktivitat

0,2 4
Hinter- HD
grund

0,0

Abbildung 4.9-1: Grafische Darstellung der Ergelseisdes Assays mit radioaktiv dotiertem
ATP. FUr den entschitzten Baustéinond die beiden auf dem ersten Tau-repeat berulmende
Peptide konnte eine inhibitorische Wirkung von &idS % nachgewiesen werdety* und

23* entsprechen deentschitzten Synthesebausteih@mnd23 (siehe Abbildung 4.9-2). Die
ahnliche Inhibitionsrate voA2 und43 spiegelt nicht den deutlichen Unterschied wieden

die einzelnen Aminosaurdii* und 23* zeigen.

Fur die entschitzte Variante vaty (17¢) konnte ann&hernd die gleiche inhibitorische
Wirkung nachgewiesen werden wie fur die wesentliobmplexeren Substanzed?2
(**®.SKIG17°%%) und 43 (*°®%SKIG23°3). Hier scheint die peptidische Sequenz von eher
untergeordneter Bedeutung zu sein. Daraus ladstssigiel3en, dass der beobachtete Effekt
grol3tenteils auf die modifizierte Seitenkette zuriglihren ist. Diese weist trotz der starken
Vereinfachung inhibitorisches Potenzial auf, auemmwdieses nicht sehr stark ausfallt.

Peptid 42 (*°°SKIG17°%) und 44 (***YRSPL7%'9 basieren auf der gleichen modifizierten
Aminosaure 17) und zeigen einen deutlichen Unterschied in ilmaibitorischen Wirkung.
Wahrend42 den Kinaseumsatz um 10 % verringerte, konnte4ftikein Einfluss auf die
Phosphorylierung nachgewiesen werden. Die Verlamger der Seitenkette des
inhibitorischen Bausteins um eine &Bruppe 43 (*%SKIG23%%% und 45 (***YRSF2379)
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zeigt denselben Effekt. Hier ist zwar eine Abh&kgigder Wirkung von der Sequenz zu
beobachten, allerdings sind die beobachteten Effgé&ting und unterscheiden sich praktisch
nicht von der Wirkung des entschitzten Aminosauredesl7.

Besonders interessant scheint vor diesem Hintedgrdie recht hohe Aktivitdt eines
Zwischenproduktes der Synthes&P] zu sein (siehe Abbildung 4.9-1 rechts und 4.9-2)
Dabei handelt es sich um eine entschitzte Zwisthfender Synthese vali/. Sie besteht aus
Adenin mit einer addierten Butansaure an N9-PositMARK bindet in dem Bereich, wo
sich nach dem Modell bei einem Bindungsereignis Cieboxylgruppe befinden sollte ein
Mg®*. Dieses hat die Aufgabe, die Phosphate von ATPstabilisieren. Da die freie
Carboxylgruppe einen gréf3eren Bereich negativeuhgdiarstellt als die Amidbindung der
Aminosaureanaloga? und 23, scheint sich hier ein Schwachpunkt der Vereinfaghder
ATP-Struktur zu manifestieren. Folgende Generatioder inhibitorischen Molekile sollten
in diesem Bereich neben der Ribose eine hohe meghdungsdichte aufweisen, um die
Originalstruktur besser zu mimikrieren. Zusatzligteukturelle Analoga zur Riboseeinheit
des ATPs sollten ebenfalls einen positiven Effektdae Affinitat haben.

N
H,N = 0
\=N ZP
N
H.N— \\\

Abbildung 4.9-2: Strukturen des Synthesezwischelugtes ZP und der entschitzten
modifizierten Aminosaur&7 und 23 ohne Schutzgruppen, wie sie im ersten Inhibitiesaga
untersucht wurden (siehe Abbildung 4.9-1). Die &tho Affinitat dieser Substanz ist
vermutlich darin begrindet, dass die negative Ladder Carboxylgruppe besser als die
Amidbindung in den anderen Substanzen mit dem Magnewechselwirken kann, welches
das Triphosphat des ATPs stabilisiert.
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Die Substanzen, deren Synthese und UntersuchuRainmen von SPR-Experimenten in den
Abschnitten 4.5 und 4.6 erlautert wurden, sind &dindiesem Assay unterzogen worden.
Die in Abbildung 4.9-3 dargestellten Daten resudtieaus einer vierfachen Durchfiihrung des
Experiments.

Wahrend bei den Peptid-Paare4i55 und58/59, die auf dem ersten Taepeatund Cdc25C
beruhen, praktisch identische Inhibitionsraten Ibeiden Aminosaureanaloga zu erkennen
sind, weisen die anderen Peptide diesbezlgliclvaie sehr groRe Unterschiede auf. Wobei
mal 17 und mal23 einer Sequenz zu besseren Bindungseigenschafthitftvédaraus lasst
sich schliel3en, dass die Peptide unterschiedliddfmationen einnehmen, die Adenin auf
unterschiedliche Weise der Kinase prasentieren.

60
: T o4
12 56 o 65 &8
7] 62 T
] 58 ) T 67
_| ohne Inhibitor 54 55 77 57 | & 7 1)
1,0 54 5t 53 so | |IL| 1 77
i ’ eglez / i ?
= % [ T 66 1] ]
é 0.8 - g — ezlzn 7/// ¢ %
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Abbildung 4.9-3: Grafische Darstellung der inhibisthen Aktivitat der verschiedenen auf
17 und 23 basierenden Peptide. Als besonders effizient haem in diesem Assay das
Palladin-basierte63 und die Cdc25C-Varianté6 herausgestellt. Im Vergleich mit den SPR-
Messungen stellt sich heraus, dass beide Verfahuestark unterschiedlichen Ergebnissen
fuhren.
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Sehr interessant ist dieser Aspekt bei den in dieBest besonders erfolgreichen Substanzen
63 (Palladin,17) und 66 (Cdc25C V1,23, die die Aktivitat von MARK um durchschnittlich
27.5 bzw. 31.6 % verringern. Wahrend das Palladsidste 63 (Palladin, 17) eine hohe
Inhibition aufweist, ist das Analogof4 (Palladin, 23) praktisch wirkungslos. Beb6
(Cdc25C V1,23 ist die Situation identisch, nur ist hier die kimzte Variantet5 (Cdc25C
V1, 17) ohne jeden Effekt. Die auf den bekannten Zielsegan von MARK beruhenden
Peptide54 (repeatl, 17), 55 (repeatl, 23), 57 (PTPH1,23), 58 (Cdc25C,17), 59 (Cdc25C,
23) und 67 (Cdc25C V2,17) zeigen geringe Inhibitionsraten im Bereich vonli® 17 %,
wéhrend die Ubrigen Substanzen in diesem Assag keegssbare Wirkung zeigen.

Die SPR-Untersuchungen unterschieden sich in W@lelinsicht von dem hier angewandten
Messprinzip. Die teilweise sehr deutlichen Unteisdé in den Ergebnissen beider Verfahren
sind auf die unterschiedlichen Testbedingungenckauifiihren.

Im Gegensatz zu dem hier durchgefuhrten Assayem die Substanzen zusammengegeben
und nach der Inkubation analysiert werden, ist SBiRe Methode, bei der ein
FlieRRgleichgewicht untersucht wird. Durch die karde Bindung des Proteins an eine Matrix
kann es zu konformationellen Veranderungen komnuke, sich auf die Bindung von
Liganden auswirkt. Auch die Verwendung von Tris-HGtatt PBS-Puffer und die
Stabilisatorsubstanzen wie DTT, Benzamidin und B@&mnen das Protein beeinflussen.

Ein weiterer entscheidender Punkt ist die Tatsadhes bei den Affinitdtsmessungen keine
konkurrierenden Substrate vorhanden waren, diendiffekt auf die Messergebnisse gehabt
haben konnten. Konformationelle Anderungen der aséruktur durch die Bindung von
ATP bzw. den ATP-Analoga kénnten die Bindungsmaati Beptide beeinflussen.

Die in den SPR-Messungen erfolgreichen Pedelgepeatl, 23), 59 (Cdc25C,23) und63
(Palladin, 17) zeigen auch im Radioassay inhibitorische Eigeaféeh. Wahren die ersten
beiden Substanzen den Umsatz um etwa 10 % vemingeigt63 mit knapp 30 % einen sehr
starken Effekt. In den SPR-Experimenten lagen digWerte von 55 (650 uM), 59
(2.96 mM), 63 (350 uM) und64 (230 uM) nahe beieinander und spiegelten nichthike
beobachtete Staffelung wied&3 (Palladin,17) zeigte im SPR-Experiment mit einempK
Wert von 290 uM ebenfalls analoge Affinitat, konateer im Assay mit radioaktivem ATP
keinerlei Inhibition bewirken. Anscheinend bindétsks Peptid nicht lange genug im aktiven
Zentrum, um ATP in ausreichendem Mal3 aus der Bigstasche zu verdrangen.
Erstaunlicherweise erwies sich in diesem Test die26C Variante mit Phenylalanin statt

Methionin an der +1 Position neben der Phosphauyligsstelle §6) als aktivster Inhibitor,
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ohne dass eine Affinitat im Biacore-Experiment kediiet wurde. Auch die zweite Cdc25C-
Variante in ihrer kurzen Form verringert den Umsaim MARK um circa 10 % wéhrend das
analoges8 (Cdc25C V2.23) ohne Wirkung ist.

Vor diesem Hintergrund ist die Tatsache, dass MAde recht langsame Kinase ist, von
besonderer Bedeutung. Mit eirternover-numbewron 1 &', einem I von 242 pM fiir ATP
und 456 pM fur TR1 ist das aktive Zentrum nur ieladelten mit beiden Substraten
besetzt™ "®Mit den Konzentrationen von Enzym und Ligand lasish bei vorhandenem
Kp-Wert die Rezeptorbelegung berechnen. Gleichungl £&igt, in welchem Verhéltnis die
Faktoren zueinander stehEA.

_ 050K+ 050E + 0500 —vk? + 2KE + 2kL + E2 - 2EL + L2
E

Gleichung 4.9-1: Die prozentuale RezeptorbelegundgB)( hangt von der
Gleichgewichtskonstanten (k), der Enzymkonzentrafie) und der Ligandenkonzentration
(L) ab.

RB

Die in den unterschiedlichen Tests verwendeten daraKonzentrationen von 50 uM fur
ATP und 0.0132 uM fur die Kinase fuhren zu einefdigen Belegung von MARK mit dem
Nukleotid. Und erst mit gebundenem Nukleotid kanschlieend das Substrat binden und
die Phosphatgruppe ubertragen werden. Aus dem Agsayhervor, dass die beiden besten
Inhibitoren63 (Palladin,17) und66 (Cdc25C V1.23) dazu in der Lage sind, im Rahmen der
Parameter der Untersuchung rund 30 % des ATPs aus8iddungstasche zu verdrangen.
Und dies, obwohl das Protein zu 83 % ohne gebursd8nbstrat vorliegt und in dieser Form
ebenfalls mit den inhibitorischen Peptiden wechg&kn kann. Der Effekt der getesteten
Substanzen sollte sich bei einer zusatzlichen Adimg der Kinase, wie sig vivo in
unterschiedlichen Varianten vorkommt, noch staddesmerkbar machen.

In einem System, in dem zwei Substanzen kompetetider binding-site eines Proteins
binden, lasst sich ebenfalls die Rezeptorbelegungimem der beiden Substrate berechnen.
Die Gleichung (siehe Gleichung 4.7-2) geht aus Berechnungen nach Michaelis-Menten
hervor und bendtigt die Konzentrationen ungl-Werte der beteiligten Substanzen. Wenn
man davon ausgeht, dass die Reaktion vom Enzymu@td®mplex zu den Produktenyfk
wesentlich kleiner ist als die Ruckreaktion zu dsgdukten (), was bei einer langsamen

Kinase der Fall sein sollte, dann ist die Naherking Kp gerechtfertigt.
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Gleichung 4.9-2: Gleichung zur Berechnung der En3yhstrat-Konzentration in
Gegenwart eines Inhibitors in Abhangigkeit von d@mnzentrationen und j«Werten der
beteiligten Substanzen. Unter der Annahme, dagsKls, was bei einem sehr geringen k
akzeptabel ist, lassen sich die entsprechendemn-WEKrte berechnen. Die
Gesamtenzymkonzentration der Kinasg),(Bie Konzentration des Substrates (in diesem Fall
ATP, [S]) und die zugehorige Bindungskonstantg) @owie die Konzentration des Inhibitors
([1]) flieRen in die Rechnung ein.

Mit Hilfe dieser Gleichung lassen sich aufgrund d®ozentualen Verminderung des
Kinaseumsatzes g<Werte aus den erhaltenen Daten extrapolieren.eDliegen sind jedoch
nur eine Anndherung, da mity€Kp und der Verwendung eines einzigen Messwertes
Vereinfachungen vorgenommen wurden.

Die in Tabelle 4.7-2 angegebenen Werte beruhendanfbekannten Konzentrationen der
eingesetzten Substanzen. Des Weiteren wurden gaétt von ATP und die im Assay
beobachtete prozentuale Verminderung der KinasgBosakin die Berechnung mit
einbezogen.

In den vorangegangenen SPR-Experimenten konntedidiiPeptide, die auf den Sequenzen
des Tauepeats 1 und Palladin beruhen, besonders gute Bindungssaaften
nachgewiesen werden. Hier zeigt sich ein &hnlid@iks allerdings konnte im Biacore keine
nennenswerte Affinitat fib4 (repeatl, 17) nachgewiesen, dafur aber f64 (Palladin,23),
also ein Befund, der im Gegensatz zu dem Radioagsay.59 (Cdc25C,23) dagegen weist
in beiden Tests eine um einen Faktor von circahesbtere Affinitat alb5 (repeatl, 23)
auf. Dies deutet darauf hin, dass es bei den wuhiediichen Methoden trotz teilweise
divergenter Resultate einige Parallelen zwischen #egebnissen gibt. Eine mdgliche
Begrindung kénnte sein, dass nicht alle Sequenaseutiangewiesen sind, dass eine ATP-
induzierte Konformation das optimale Epitop fir tegetprasentiert. Besonders auffallig ist
in diesem Zusammenhang, dass der effizientestditahiim in vitro Test €6) keinerlei

Affinitat im Biacore gezeigt hat.
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Tabelle 4.9-2: Zusammenfassung der extrapoliertgfWerte aus dem Radioassay und der
Ergebnisse der SPR- und FRET-Experimente. Die hasten Werte basieren auf der ATP-
Belegung von MARK, die aus verdffentlichten Afiisiverten abgeleitet wurd€ *’® Die
Miteinbeziehung der bekannten Konzentrationen unijer Vereinfachungen ermdglicht
eine Abschatzung der Bindungskonstanten.

Peptid| Verringerung des| Extrapolierter| SPR Ky-Wert | SPR Ip-Wert | Kp-Werte
Umsatzes Ko-Wert (Affinitat) (Kinetik) aus FRET-
(Radioassay) [%]| [uM] [LM] [LM] Assay [LM]

54 9.8 350 - - 8.04
55 9.9 325 650 22 5.90
56 0 - - - -
57 6.9 600 - - -
58 4.2 950 - - -
59 4.8 950 1960 15 -
60 0 - - - 9.42
61 0 - - - -
62 1.1 > 2500 290 20 -
63 27.5 125 350 7 340.11
64 0 - 230 72 4.86
65 2.8 > 2500 - - 48.99
66 31.6 75 - - -
67 11.7 325 - - -
68 0 - - - -

Aus diesem Experiment geht hervor, dass ein Zusanfitheen der Daten mit den SPR-
Experimenten nur teilweise funktioniert. Insbesaerdalie Tatsache, dass einige der
Substanzen inhibitorische Wirkung zeigen, ohne dase auch nur geringe Affinitat zur
Kinase nachgewiesen werden konnte, ist schwermpirgeerbar.

Um die Wirkung der inhibitorischen Peptide bessaurteilen zu kénnen, wurde ein zweiter
Assay angewandt. Wie in Abschnitt 2.5 beschrielmmaoglicht die Verwendung eines
speziellen mit Chromophoren versehenen rekombinasebstrates eine photometrische
Echtzeitbeobachtung der Kinasereaktion. Das Vaersilder beobachteten emittierten
Wellenlangen von Edukt und Produkt gibt direkt démsatz der Kinase wieder. Die
Substanzen, die sich in den SPR-Experimenten unérgten Assay als vielversprechend
herausgestellt haben, wurden in den Konzentratioh@®0, 500, 200, 100 und 50 pM
vermessen. Die Zusammensetzung der Reaktionslosatgprach den in Tabelle 4.7-1
aufgelisteten Parametern. Bei 30 °C wurde der Umdagr einen Zeitraum von 100 Minuten
beobachtet.
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Das Edukt emittiert bei Anregung mit einer Wellergé von 433 nm die eingestrahlte
Energie bei einer Wellenlange von 480 nm. Nachlgi$o Reaktion sind beide Chromophore
in unmittelbarer Nahe zueinander positioniert usdfiadet eine Ubertragung der Energie
durch Wechselwirkung der Dipolmomente der beidemo@phoren statt. Dies hat eine
erhohte Emission bei 528 nm zur Folge bei eineicigkeitigen Verringerung der Emission
bei 480 nm. Abbildung 4.9-4 zeigt die grafische ddallung des beobachteten
Reaktionsverlaufes Uber die Zeit anhand der Daten5b (repeat 1, 23). Die gemessene
Inhibition macht sich mit dem Fortschreiten der Riga immer starker bemerkbar.

Im Gegensatz zu dem Radioassay konkurrieren dienp@l inhibitorischen Peptide nicht
mit einem 13 Aminoséauren langen Peptid aus denererspeatvon Tau (siehe Abschnitt
2.5), sondern mit einem komplexen rekombinantenteifrkonstrukt, welches einen
Ausschnitt aus Cdc25C als Phosphorylierungsmotinhadtet. Dieses weist im Gegensatz zu
der auf Tau beruhenden Zielsequenz ein Bindungsnfidtidie 14-3-3-Domane auf (siehe
Abschnitt 2.4), wodurch der Faltmechanismus und idaer Energietransfer erst mdglich
werden.

Fur die Auswertung der Experimente wurde das Véntsgtler emittierten Wellenlangen der
beiden Chromophoren gegen die Konzentrationen rm@bitorischen Peptide aufgetragen.
Die Datenpunkte der Reaktionen nach 100 Minuterdemrfir die Auswertung verwendet, da
sich hier die Unterschiede zwischen den einzelnemzkKntrationen besonders stark
entwickelt haben. Aus ungeklarten Griinden trateringgen Konzentrationen der Peptige
(Palladin,17), 64 (Palladin,23) und66 (Cdc25C V1.23) Werte auf, die absolut nicht zu den
Ubrigen Ergebnissen der einzelnen Messreihen pagdie die Auswertung wurden die Daten
gewahlt, die eine vernlnftige Interpretation zutiel3

In Abbildung 4.9-5 sind die Verhéaltnisse der Weldglgenmaxima von Edukt und Produkt
gegen die Zeit aufgetragen. Analog zu den SPR-Mggsuwurden die kkWerte mit der
Software Origin 7.5 aus der Krimmung der einzelkemven berechnet. Als zuséatzliche
Referenz wurde zudem das Pe@®(KSR1,17) vermessen. Hierfir wurden weder im SPR-
Experiment noch im Radioassay Interaktionen mit Kimase nachgewiesen. Entgegen den
Erwartungen konnte in diesem zweiten Assay eintrgater inhibitorischer Effekt fur dieses

Peptid nachgewiesen werden.
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Abbildung 4.9-4: Darstellung des Verlaufs der Intidn mit der Zeit anhand der Daten, die
bei der Untersuchung voB5 gewonnen wurden. Die einzelnen Datenpunkte stelben
Verhéltnis der emittierten Wellenlangen 528 nm (Rid) und 420 nm (Edukt) zu dem
entsprechenden Zeitpunkt dar.

In diesem Test ergeben sich fir alle Peptide bi$agPalladin,17) und66 (Cdc25C V123)
einstellige mikromolare K-Werte. Dies entspricht einem Unterschied von zwei
Zehnerpotenzen zu den SPR-Daten, die in den koatiemsabhangigen Tests ermittelt
wurden. Andererseits passen die Werte gut zu dgabiBissen der kinetischen Auswertung.
Der einzige Parameter, der in diesem Assay geandende, war die Verwendung eines
anderen Substrates. Dieses ist im Gegensatz zwniERtL13, sondern 756 Aminosauren lang
und enthalt mittig das 18 Aminosauren lange Bindepgop. Daher sollte es in Losung eine
deutlich geringere Beweglichkeit aufweisen, als Zlietestenden Peptide. Daneben ist es flr
das rekombinante Konstrukt auch aus sterischendariuischwieriger, der Kinase das Epitop
zu prasentieren. Dies konnte zur Erklarung beittageeshalb die K-Werte der getesteten
inhibitorischen Peptide in diesem System deutlidedmger sind, als in den SPR-
Experimenten zu beobachten war.

63 (Palladin, 17), welches in allen vorangegangenen Tests gute uBggkigenschaften
aufwies, zeigt mit einem gWert von 340 uM eine deutlich geringere Interaktimit der
Kinase als die anderen Substanzen. Der Wert vomM3Ur 66 (Cdc25C V1,23) liegt sehr
nah bei den anderen Peptiden, deren Werte allekens4.8 und 9.4 uM schwanken.
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Abbildung 4.9-5: Darstellung der Verhdltnisse desnvEdukt und Produkt emittierten
Wellenlangen, die gegen die Konzentration der eatsignden Substanzen aufgetragen
wurden. Abgesehen vé8 und66 liegen die ermittelten Werte sehr eng beieinander.

Diese Daten belegen, dass eine Interaktion zwisbh®RK und den inhibitorischen Peptiden
stattfindet. Eine Differenzierung der Ergebnissehnanterschiedlicher Sequenz, wie sie in
den vorangegangenen Tests festgestellt wurdehigatso gut wie nicht auf. Die Pepti@&
(Palladin,17) und 64 (Palladin,23) lieferten im SPR-Experiment gutep®Nerte von etwa
285 puM, wéhrend im Radioassay nur erste&3 €ine sehr gute Inhibition bewirkte. Im
Rahmen dieses Assays wurde eine entgegengesetafiel Bty festgestellt, wobei die
Ergebnisse schwer zu beurteilen sind, da alle \\ethe nahe beieinander liegen.

Aus ungeklarten Grinden scheinen die Resultate s&rk mit den zwingenderweise
unterschiedlichen Bedingungen der einzelnen Teastschwanken. Immobilisierung, ATP-
Gegenwart, Gréfie und Sequenz des Phosphorylietarggts scheinen sich auf komplexe

Weise auf die Interaktionen von MARK mit den potetien Inhibitoren auszuwirken.
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Wahrend ATP-induzierte Konformationsdnderungen M#&RK die Unterschiede zwischen
Biacore- undin vitro-Experimenten durchaus erklaren kdnnen, lassen dielDifferenzen
zwischen Radio- und FRET-Assay umso schwerer delimperatur und Zusammensetzung
der Reaktionslésung waren identisch, jedoch musistanderes Substrat verwendet werden,
da die 14-3-8-Domane lediglich in der Cdc25C-Sequenz das entbprale Epitop vorfindet,
um die phosphorylierte Aminoséaure zu binden.

In allen 3 Testverfahren konnte eine Inhibition WVAARK durch die modifizierten Peptide
beobachtet werden. Die Charakterisierungen ergaben testibergreifend kein eindeutiges
Muster. Insgesamt erscheinen die Sequenzen des dratirepeatsund des entsprechenden
Epitops von Palladin besonders aussichtsreiche idateh fur einen erfolgreichen Inhibitor
zu sein. Daneben zeigh®& (Cdc25C V123) im in vitro-Test zusammen m@3 (Palladin,17)

mit einer etwa 30 %igen Verminderung des Umsatagsdchsten Grad an Inhibition. Die
Ergebnisse des FRET-Assays zeigen sehr ahnlichéeWiigrfast alle getesteten Substanzen
und lassen sich daher nur schwer in Relation zwdeangegangenen Ergebnissen setzen.
Um den Effekt der Aminosauresequenz auf die Spgarziéu Uberprufen, wurde die Wirkung
der im FRET-Assay getesteten Peptide auf den UmsatizMARK und GSKB getestet.
Letztere phosphoryliert ebenfalls Tau, aber an wemd@ositionen. GSHBwird ebenso wie
MARK durch Hymenialdisine inhibiert und stellt adeesen Griinden eine ideale Kinase fur
den Spezifitatstest dar. Als geeignetes einhedlcBubstrat fir den Test wurde hTau40
verwendet. Mit einer Lange von 441 Aminosauren emegm Molekulargewicht von 46 kDa
entspricht das Protein circa 60 % der Grolle desmblnanten FRET-Substrates. Es
beinhaltet sowohl die MARK-Epitope deepeatRegionen als auch die entsprechenden
Sequenzabschnitte, die von G3KBhosphoryliert werden. Dieser Assay wird ebenfalls
v-[**PJATP durchgefiihrt. Fir die Auswertung wurde dasak®ensgemisch einer
Gelelektrophorese in 10 %igem SDS-Gel unterzogendas phosphorylierte hTau40 beim
Abbruch der Reaktion durch Ansauern ausfallt un@eadem aufgrund seiner Grél3e nicht in
gleichem Mal3 auf Phosphozellulose haften bleibt die im urspringlichen Radioassay
verwendeten kurzen TR1-Peptide. Da das kleine et&TP das Gel sehr schnell passiert,
ist die Radioaktivitat der 46 kDa-Bande ein MalRdén Umsatz von MARK. GSKBverfugt
Uber mehrere Phosphorylierungsstellen, und es ebetst mehrere Produkte mit leicht
unterschiedlichen Molekulargewichten. Dies lassh sjut an der Aufspaltung der hTau40-
Banden erkennen (siehe Abbildung 4.9-6).

120



Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 4.9-6: Darstellung der Bestimmung des akeumsatzes durch ein SDS-Gel
anhand des Beispiels einer Konzentrationsreihe &@r{von links nach rechts: Standard,
1 mM, 0.3 mM und 0.1 mM). A zeigt das Gel, nachdieniReaktionslésung dem elektrischen
Feld ausgesetzt wurde. Die Kinasen und hTau40 werdeeinander separiert. B zeigt die zu
den Banden gehotrige gemessene Radioaktivitat.

Ein Szintillationszahler der Firma Raytest (BAS3Pp@Qrde verwendet, um die Gele durch
Messung der radioaktiven Zerfallsrate in den eetdpenden Abschnitten des Gels zu
analysieren. Auf der rechten Seite von Abbildun®-@l. ist die Konzentration der
Radioaktivitat der Produktbande von hTau40 gutrkemnen. In den vorangegangenen Tests
hatte die Sequenz einen deutlichen Einfluss danaidf, stark die Interaktion mit MARK
beeinflusst werden konnte. Da G3K3nd MARK unterschiedliche Epitope phosphorylieren,
ist zu erwarten, dass bisher beobachtete sequeaizgige Effekte auch hier zum Tragen
kommen. Um die Ergebnisse der beiden unterschiediichnell arbeitenden Kinasen
vergleichen zu kénnen, wurden die Aktivitatsverengngen prozentual angegeben.

In dieser Variante des Tests konnte fur die auf @esten Tauepeatberuhenden Peptide
kein nennenswerter Effekt nachgewiesen werden. d@igbachteten und reproduzierbaren
10 % Inhibition bei einer Konzentration von 50 pMie im Test samtlicher Peptide

festgestellt wurde, konnten mit hTau40 als Subsiictt bestatigt werden.
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Substanz Sequenz Herkunft
54 [ %>°NVKSKIG-17-TENLK?®’ Tau,repeatl
55 | 2>>NVKSKIG-23-TENLK?%’ Tau,repeatl
60 | 38°ARLRRTE-17-VPSDI>?’ KSR1
63 | °°°LLNKRRG-17-VPILR>'/ Palladin
64 | >%°LLNKRRG-23-VPILR>'/ Palladin
66 | 2°°SGLYRSP-23-FPENL??! Cdc25C V1

Tabelle 4.9-3: Ubersicht der Peptide, deren intikbgche Wirkung im Rahmen des
Spezifitatstests verwendet wurden.
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1.4, LB 80 66 Inhibitor
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Abbildung 4.9-7: Darstellung des beobachteten Umesatvon MARK mit hTau40 als
Substrat. Von jeder Substanz wurden je drei Konagomen vermessen (1, 0.3 und 0.1 mM,;
in der Grafik von links nach rechts aufgetragen.r Fdie dem ersten Tau-repeat
entsprechenden Peptide konnte keinerlei Wirkungtelimverden, wahren@0 und63 einen
deutlichen Effekt zeige64 und 66 zeigen einen geringen Effekt, der allerdings sdftlenit
der Konzentration korreliert.

Analog zu dem vorher durchgefuhrten FRET-Assay konhier ebenfalls fur das als

Negativprobe ausgelegté0 (KSR1, 17) und 63 (Palladin, 17) eine Konzentrations-

abhangigkeit und eine starke Inhibition der Reakti@obachtet werden. Die um eine £H
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Gruppe imlinker verlangerte zweite Variante der Palladinsequeés¥) ¢eigt hier einen
deutlich geringeren Effekt als sein verkirztes RandDies entspricht auch dem Ergebnis des
ersten Assays mit radioaktiv dotiertem ATP. Dortreeuflir66 (Cdc25C V1,23) zusammen
mit 63 (Palladin,17) die hochste Inhibition der getesteten Substafesigestellt, die bei rund
30% lag. Trotz der hier deutlich hdoheren vermesseionzentrationen konnte der
beobachtete Effekt mit hTau40 als Substrat nighta@uziert werden.
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. 64
90_ 1TmM 03 mM 01 mm

T 0.3 w001 mnd 1 mh 0.3 mhi 04 md 27 66
70— Tmbd 03 mb 0.1 mht Tmbt 0.3 mM 01 mh
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125% ' e
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Abbildung 4.9-8: Zu Abbildung 4.9-7 analoge Darsted) der Testergebnisse mit GSK&s
Kinase. Entgegen den Erwartungen sind die hiegéssellten Inhibitionsraten sogar grofl3er
als mit MARK.

Der gleiche Versuch mit GSI83als Kinase zeigt nicht die erwarteten Abstufungen
MARK. Wéhrend60 (KSR1, 17), 63 (Palladin,17) und 65 (Cdc25C V1,17) in etwa die
gleichen Auswirkungen bei beiden Kinasen bewirkeeigen 54 (repeat 1, 17) und 55
(repeatl, 23) im Gegensatz zum gleichen Experiment mit MARK aoginen sehr starken
Effekt.

Dies widerspricht vollstandig den urspringlichem&rtungen, die an das Designkonzept der
inhibitorischen Peptide gestellt wurde. Zwar konnégne starke sequenzabhangige

Komponente, die die Affninitdt der Peptide zu baiddnasen in hohem Mal3 beeinflusst,
123



Ergebnisse und Diskussion

beobachtet werden, jedoch wies diese keine Sp#zdmf. Obwohl MARK und GSK3
unterschiedlichdargets haben, reichen die verwendeten Sequenzausschigtie aus, um
den geplanten Affinitatsunterschied zu bewirkenneEimdgliche Erklarung fur die
abweichenden Ergebnisse kdnnte ein veranderter &nesthus sein, der auf das komplexe
Substratprotein zurtickzufihren sein kénnte. Du@$ \dorhandensein einer groRen Zahl von
zusatzlichen Proteinabschnitten im Substrat konnesatzliche Strukturmerkmale in die
Interaktion der Bindungspartner eingreifen. Insibesoe die Tatsache, dass GB8KBn
Gegensatz zu MARK stark auf die auf dem ersegpeat basierenden Peptid&4 und 55
reagiert, wiederspricht vollstadndig den Erwartungen

Es ist davon auszugehen, dass in allen beobachfiéan in erster Linie das Adenin am
aulReren Ende der Seitenkette der modifizierten As#iare fur die beobachteten Effekte
verantwortlich ist. Kovalent an das Peptid geburedeAdenin tritt in Kompetition mit dem
nativen Substrat ATP und kann einen Teil der Phosplerung dadurch verhindern.
Anscheinend beeinflusst die Aminoséauresequenz tligi8r in Losung und damit die Art
und Weise, wie Adenin der Kinase prasentiert wird geringfiigig. Allerdings scheinen diese
nicht die Konformation des natirlichen Substratefzaveisen. Ansonsten lassen sich die
Effekte der verschiedenen Peptide auf GBIK&ht erklaren. SchlieRlich wird S&f aus dem
ersten Tauepeat nicht von GSKB phosphoryliert und trotzdem wurde ein starker
inhibitorischer Effekt bei den auf der entspreclendsequenz basierenden Peptideh
(repeatl, 17) und55 (repeatl, 23) beobachtet, wahrend MARK in diesem Assay nichitldu
diese Substanzen beeinflusst wuttfeDie anderen getesteten Substanzen zeigen mitrbeide
Kinasen sehr ahnliche Effekte, welche im Falle G8K33 jedoch etwas starker ausgepragt
sind.

Auch wenn die unterschiedlichen zu phosphorylieeen8ubstrate in den vorangegangenen
Tests einen grol3en Einfluss auf die Ergebnisselgdtaten, konnte fir die auf dem ersten
repeat (54/55) und Palladin §3/64) beruhenden Peptide in den meisten Fallen eine
inhibitorische Wirkung bestétigt werden. Der Vergteder beiden Kinasen zeigt allerdings
nicht den erwarteten Effekt. Die Spezifitat, dieatudie Peptidsequenz erzeugt werden sollte,
war nicht beobachtbar. Eine mdgliche Erklarung kénes sein, dass die Bindung eines
inhibitorischen Peptids nicht die gleiche konforimaglle Veranderung in der Kinase
induziert wie ATP und dadurch die Ausbildung eieessprechenden Epitops fur das Binden

des Peptides ausbleibt bzw. anders verlauft.
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5 Zusammenfassung

Die genauen Ursachen, die das Absterben von Newrome Verlauf der Alzheimer-
Erkrankung bewirken, sind immer noch nicht vollstignaufgeklart. Von entscheidender
Bedeutung ist die Tatsache, dass die Hyperphoslidmnyg von Tau zum Zusammenbruch
des axonalen Transports fuhrt. Dies ist das le@led in der Kette der groldtenteils
unbekannten Ursachen, an deren Ende das Absteobeeuronen steht.

Der entscheidende Punkt, der dazu fuhrt, dassliespPorylierungsgrad von Tau nicht mehr
innerhalb der bendtigten Parameter reguliert wistl,die unnatirlich hohe Aktivitat der
microtubule affinity regulating kinasgMARK). Gelange es, diese gesteigerte Aktivitat zu
regulieren, lie3e sich der axonale Transport in Nenronen stabilisieren. Ein spezifischer
MARK-Inhibitor ware dazu in der Lage, die Entstegudes neuronalen Zerfalls zu
verlangsamen und konnte den Ausgangspunkt fur sewe Klasse von Medikamenten
darstellen.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde untersucht, \welaer aus der Literatur bekannten
bekannten Zielsequenzen von MARK am starksten arkoiase binden. Die im Rahmen der
SPR-Experimente erhaltenen Daten zeigten Bindumgs&oten zwischen 1.37,(KSR1,
BLLRTESV*®) und 3.09 mM 8, PTPH1®1LLRTESV?*®). Die kinetische Auswertung lieferte
deutlich niedrigere K-Werte zwischen 0.013}(repeat1, *’KSKIGST*? und 0.057 mM Z,
Cdc25C M LYRSPSM™Y). GroRe Differenzen in der Affinitat konnten inrdéntersuchung der
vier repeatRegionen des Tauproteins festgestellt werden. DNerlangerung der
ursprunglichen Sequenz um drei Aminosauren Nwherminus bewirkte bei den auf dem
ersten und viertemepeat beruhenden Peptide@ (repeat 1, **KNVKSKIGST?®) und 11
(repeat4, ***DRVQSKIGSL®*) eine Affinitatssteigerung von 2.08, (epeatl, *’KSKIGST**)
bzw. 1.47 mM §, repeat 2, ***K SKCGST*) auf einen l-Wert von 0.14 &, repeat 1,
BHNVKSKIGST?®) bzw. 0.29 mM {1, repeat 4,**DRVQSKIGSL*?). Die beiden inneren
repeats(9, 10) zeigten keine entsprechende Wirkung der weitédmemnosauren. Zusatzlich
wurde der Effekt der Phosphorylierung auf die Bimgeigenschaften untersucht. Die4zu
(repeatl, >*>’KSKIGST**®) und5 (repeat2, ***K SKCGST*) analogen phosphorylierten Peptide
6 (repeat 1 *KSKIG-S(PQ)-T*) und 7 (repeat 2 ,*%KSKCG-S(PQ)-T?*) zeigten eine
deutliche Verringerung der Affinitat um Faktor & (epeatl, *’KSKIG-S(PQ)-T**®) bzw. 1.5
(7, repeat2, ®**SKCG-S(PQ)-T*. Dies beweist, dass die Zielsequenzen der Kimas

erfolgter Umsetzung zum Produkt leicht durch nebigsstrat verdrangt werden kénnen.
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Zusammenfassung

Die RoOntgenkristallstrukturen von MARK zeigen ingkt Konformationen des Proteins.
Wahrend der Kristallisierung dimerisieren je zwean&sen Uber den regulatorischiEop
miteinander, wodurch dieser die Kavitat verspekuts dem Vergleich der Strukturen 2HAK
und 1Y8G ging hervor, dass die Aminosauren ‘#sbis Pré** den Hauptteil der
regulatorischen Schleife ausmachen, da sie sdbfléwiaren, dass sie in 1Y8G nicht aufgelost
werden konnten. Die Struktur ohne den flexibleneBdr wurde verwendet, um ATP und ein
Peptid nacheinander in die Kavitat docken Zuvor wurde die Nukleotidbindungstasche mit
Hilfe der SYBYL-RoutinesitelD find pocketsdentifiziert, wobei Strukturen anderer Kinasen
als Referenz verwendet wurden.

Die resultierende Geometrie zeigte eindeutig demeiBle, in dem die fehlenden Aminosauren
desloopsim Inneren der Kavitat verlaufen mussten. Dieseden anschlieRend manuell in
das Protein eingefuhrt. Auf diese Art und Weise deur drei Modelle kreiert, die sich in
erster Linie im Verlauf der Schleife aul3erhalb Havitat unterschieden. Sie spiegeln wieder,
wie sich derloop beim Herausfalten aus dem Protein bewegen koénmtelnneren der
Bindungstasche waren die Unterschiede zwischen Medellen noch gering. In der
Peripherie, wo kaum Wechselwirkungen zwischen Rrotend dem wachsendeloop
gegeben waren, zeigten die Modelle in zunehmendaf dhergetische Unterschiede zu den
nativen Vergleichsstrukturen.

Der grundsatzliche Verlauf der modelliertémops deckte sich mit denen verschiedener
nativer Kristallstrukturen. Daher konnte davon agamgen werden, dass die Modelle ein
gutes Abbild der aktiven Konformation von MARK wedaben. Die auf diese Weise
erarbeitete Geometrie déinding sitewurde genutzt, um im Modell verschiedelrgker
zwischen den gebundenen Substraten zu etabliereese Diberbriickten den Abstand
zwischen dembackbone des gebundenen Peptids und dem N9 des Adening unte
Berucksichtigung der ermittelten Geometrie. Aus damschlieBenden Synthesearbeiten
resultierten zwei Aminosaureanalod&r Und 23), die erfolgreich in der Festphasensynthese
eingesetzt wurden.

Die Peptide wurden mit einer Lange von 13 Aminosawsynthetisiert, wobei sich die mit
der modifizierten Aminosédure an Position acht béfabiese Wahl wurde vor dem
Hintergrund getroffen, dass die Peptide dazu in ldege sein sollten, den vollstandigen
frontalen Bereich der Kinase abzudecken. Die Ergskender SPR-Studien zeigten, dass die
meisten Verbindungen keine nennenswerte Affinitéit Kinase aufwiesen. Die Pepti@®&
(repeat 1, 2>>NVKSKIG-23-TENLK?*), 63 (Palladin, >**LLNKRRG-17-VPILR**") und 64
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(Palladin,”®LLNKRRG-23-VPILR>!) dagegen zeigten gute Bindungseigenschaften. Neben
der SPR-Analyse wurde ein Kinase-Assay angewendetdie Wirkung der Substanzem
vitro zu charakterisieren. Die Resultate deckten sich taiweise mit denen der SPR-
Versuche.63 (Palladin, 17) und 66 (Cdc25C V1,°“SGLYRSP23-FPENL*?Y) zeigten mit
einer Inhibitionsrate von rund 30 % den starkstdfekE auf den Umsatz von MARK.
Allerdings wurde fur das z63 (Palladin,17) analoge64 (Palladin,23), welches in den SPR-
Experimenten eine starkere Affinitat zu MARK &3 (63: 350 bzw.64: 230 uM) gezeigt hat,
keinerlei Effekt festgestellt. Das vitro sehr effizienté6 (Cdc25C V1.23) wiederum zeigte
im Biacore keine Affinitat zu MARK.

Diese Substanzen wurden zusatzlich einem FRET-Assdégrzogen, deren Substrat eine
photometrische Verfolgung der Reaktion erlaubtee n ersten Test sehr effizienten
Inhibitoren63 (Palladin,17) und66 (Cdc25C V1.23) zeigten hier mit Is-Werte von 49 §6)
bzw. 340 uM 63) schlechtere Affinitat als die anderen PeptidegcdéNerte alle zwischen
4.9 64) und 9.4 60) uM lagen. Allerdings wurde in diesem Assay auih @0 (KSR1,
3°ARLRRTE-17-VPSDF%), welches aufgrund seiner geringen Affinitat imRSPest als
Negativkontrolle gewahlt wurde, einobkWert von 9.42 uM ermittelt.

Die drei unterschiedlichen Testverfahren lieferfegine Ubereinstimmenden Ergebnisse.
Wahrend im SPR-Experiment ein System im stetigens$lund mit einem anderen
Puffersystem verwendet wurde, war der einzige Woteed in den Kinase-Assays das zu
phosphorylierende Substrat. Fest steht, dass dighetysierten Substanzen durchaus
inhibitorisches Potential aufwiesen, wobei die Brgsse je nach Testmethode zum Tell
deutliche Abweichungen zeigten. In allen Tests eswdm die auf dem Protein Palladin
beruhenden Peptide besonders effiziente Binderemy, swuch wenn sie im FRET-Assay
ahnliche Werte lieferten, wie die anderen Substanze

Um zusatzliche Daten in Bezug auf die Spezifitat iddibitorisch wirksamen Peptide zu
erhalten, wurde ein weiterer auf radioaktiv dogartATP basierender Assay durchgefihrt.
Als Vergleichskinase fiel die Wahl auf GSEB3 welche wie MARK ebenfalls Tau
phosphoryliert, allerdings an anderen Positionesr. ergleich der Aktivitatsverringerungen
der Kinasen zeigte, dass alle getesteten Substamem starkeren Effekt bei GSEZeigten
als bei MARK.

Zusammenfassend konnten das Design und die Syn#iase inhibitorisch wirksamen
Molekuls erfolgreich umgesetzt werden. Insbesonddie auf dem Protein Palladin
beruhenden Peptide zeigten hohe Affinitaten im $RBeriment und bis zu 30 %
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Verringerung der Kinaseaktivitat bei der Ubertraguwron radioaktivem Phosphat auf das
Peptidsubstrat TRI*PNVKSKIGSTENLK?®). Allerdings schwanken die Ergebnisse bei
verschiedenen Assays zum Teil recht stark. Jededajtezder Vergleich von MARK und
GSK33 dass die erhoffte Spezifitat der Konstrukte night gewinschten Mafl3 realisiert
werden konnte. Zwar bewirken unterschiedliche Am@wesequenzen unterschiedliche
Inhibitionsraten bei beiden Kinasen, jedoch konkEne MARK-spezifische Wirkung
festgestellt werden.
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6 Summary

The molecular cause which leads to the clinicalupé called Alzheimer is in most instances
unknown. One final incident of this chain of evergghe collapse of axonal transport. The
crucial point here is that hyperphosphorylation t@u causes the development of
neurofibrillary tangles and as consequence theatibuli loose their stability. The critical
shortage of essential substances in the synapsesauwcomplete breakdown of the cell. The
event that leads to the tangles is the high degrgdosphorylation caused by an overactive
microtubule affinity regulating kinaselMARK). A specific inhibitor against MARK that
downregulates the hyperactivity would be able @b#ize axonal transport in neurons. This
could lead to a new class of drug for the treatnoétizheimer’s disease.

The first part of this work deals with SPR-expenttse which should reveal the optimal
sequence for MARK to bind. The peptides were bamedlifferent targets of MARK and
showed binding constants between 1.B7KSR1) and 3.09 mM3( PTPH1). The analysis of
the data by their kinetics revealed constants batwe013 4, repeatl) and 0.057 mMZ
Cdc25C). A closer look at the repeats showed thatduter repeats benefit from &h
terminal elongation of three amino acids while teffect is near zero concerning the inner
ones 9, 10). The first and the fourth repeat showed affisitef 0.14 8, repeatl1l) and
0.29 mM (11, repeat 4). To have a closer look at the effect of phosplation two
phosphopeptides have been synthesized. The phdejgoryanalogues cf (repeatl) and5
(repeat2; 6 and7) showed a twofold decrease in affinity. This psotiat the products are
easyly replaced by new educts.

Every available crystal structures of MARK showeddtive conformations. During the event
of chrystallisation the kinases dimerized with tegulatory loop as main dimerization area.
This event positions the loop in front of the cgwind therefore no substrate can enter the
active site. A comparison between the structureARind 1Y8G revealed that the amino
acids Lyd® to Pré** were the main part of the regulatory loop. In sheicture 1Y8G they
were so flexible that their positions could notébeérapolated from the crystallographic data.
The structure whithout the loop was used to doalentide and peptide one after the other
into the cavity after the nucleotide binding siesibeen enlightened by the routsiID find
pocketsusing other kinase-structures for comparison. Teémilting geometry showed the
space where the loop has to go through. Subsegui@l missing amino acids have been

filled in manually. This technique was used to teeiree different models of MARK which
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simulate the processs of the loop folding outwadd clearing the entry to the binding site.
Inbetween the cavity, the models are very simBaut in the peripheral area where very little
contact between loop and the rest of the protegivisn differences show up. The comparison
of the models with native chrystal structures réseahat the artificial kinases show a
different energetic behavior. Instead of reachiogdr energy values with every additional
amino acid the models exhibit a slight increaseciwhiecomes bigger when the loop reaches
the outer area of the protein.

The theoretical progression of the artificial lodparmonises with the ones seen in native
structures of other kinases. Therefore the modelisdhe considered as best possible functional
model of MARK. The geometry of the binding site wased to create different linkers
between the backbone of the substrate and N9 ohiAdeThe organic synthesis leads to two
different amino acid analogue$7( 23) which were sucessfully used in solid phase peptid
synthesis.

The chosen length of the peptides was 13 amina dmdause this length fits perfectly with
the complete forefront of MARK. Most of the substas didn’t show noteworthy affinities in
SPR-studies. In contrast the pepti@égrepeatl, 23), 63 (Palladin,17) and64 (Palladin,23)
showed a relatively high affinity between 283y and 650 %5) uM towards the kinase. An
vitro assay with radioactive dotated ATP was used asnsemethod to characterise the
potential inhibitors. The results differed from thees of the SPR-experimené3 (Palladin,

17) and66 (Cdc25C V1,23) showed the ability to reduce the metabolic rdttMARK by

30 %. Though the homologue &3 (Palladin,17; 64), which had an even highter affinity in
the Biacore-experiment§3. 350 respectivelg4: 230 uM) thar63 (Palladin,17) didn’t show
any inhibition here66 (Cdc25C V1,23) as most effectiven vitro inhibitor showed no SPR-
activity.

To get another look on the inhibitory effekt a set@ersion of the assay has been conducted.
A special rekombinant substrate allowed the photomemonitoring of the kinase
performance. The effective inhibitoé8 (Palladin,17) and66 (Cdc25C V1,23) showed k-
Values of 49 §6) respectively 340 uM6Q). But the other peptides which were supposed to
show inferiour affinities gave constans between(@4) and 9.4 §0) uM.

The data of three different test procedures ledivergent results. While the SPR-experiment
worked with a constant flow and another buffer-systthe assays just differed in their

substrates. The peptides which had been synthesitedhe amino acid analogu&g and23
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showed definitely inhibitory potential even it &if6 between the varying tests. Especially the
Palladin-based peptides seemed to be effectivbitohs.

To get data concerning the specifity of the inlbyteffects which are difficult to characterize

a comparison with GSKBhas been conducted. This choice was made becatlseMPARK

and GSKB, share Tau as target but recognize different ghargpation-sites. The results
were not as promising as anticipated. The effegt&8K3B seemed to be even more intense
than the ones on MARK.

In summary the concept of design and synthesislubitory peptides could be carried out
successfully. Besides different results in theliadpest procedures have been observed. The
verification of the specifity indicated that theedspeptide-sequences did not show the

estimated effect of specific binding.
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7.1 Verwendete Chemikalien

Hersteller

Chemikalien

ABCR

Acros Arganics

Amersham Pharmacia Biote(
AppliedBiosystems

Biacore

Deutero

Fluka

Hewlett Packard
IRIS Biotech

3-Brompropansaure
4-Brombutansaure
5-Brompentansaure
Acetonitril (HPLC-Grade)
Tri-iso-propylsilan
TP (y-[*%P], 7.4 Mbg/mol)
DIPEA
Piperidin
Fmoc-PAL-PEG-PS-Harz
Biadesorb Solution 1
Biadesorb Solution 2
Bia Normalize Solution
EDC
Ethanol
Na-Acetatpuffer
NHS
CDd (99,8 %)
D,0 (99,9 %)
DMSO-d (99,8 %)
Ethylacetat (abs.)
Dimethylformamid (abs.)
n-Hexan (abs.)
Methanol (abs.)
Tetrahydrofuran (abs.)
ES Tuning Mix
Diiso-propylethylamin
Dimethylaformamid
Fmoc-PAL-PEG-PS-Harz
Fmoc+t-Ala-OH
Fmoc+i-Arg-OH
Fmoc+-Asn-OH
Fmoc+-Asp-OH
Fmoc+-Cys-OH
Fmoct GIn-OH
Fmoct Glu-OH
Fmoci-Gly-OH
Fmoc+t-His-OH
Fmoct-lle-OH
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Fmoc+t-Leu-OH

Fmoc+t-Lys-OH

Fmoct-Phe-OH

Fmoc+-Pro-OH

Fmoc+-Ser-OH

Fmoc+-Thr-OH

Fmoc+-Tyr-OH

Fmoc+t-Val-OH

HATU

TBTU

Acetanhydrid

Aceton

Ammoniumhydrogencarbonat

Calciumchlorid

Chloroform

a-Cyano-4-hydroxyzimtséaure

Dichlormethan

Diethylether

Dinatriumhydrogenphosphat

Dithranol

Ethanol

Ethylacetat

Hydrazinhydrat

Kaliumdihydrogenphosphat

Kupferspéane

Magnesiumsulfat

Methanol

Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumhydrid

2-Propanol

Pyridin

Toluol

Trichloressigsaure

Trifluoressigsaure

Tris-HCI
2,5-Dihydroxybenzoeséaure
Benzylalkohol
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7.2 Verwendete Gerate und Materialien

Gerat Geratetyp Hersteller
Fraktionssammler FC2@=raction Collector Gilson
Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-2, Alpha 1-4 Christ
HPLC Biocad 700E Perfusion BioCAD

MALDI-TOF-MS
Mikrowellen-Reaktor
Mikrowellen-Synthesizer
NanoDrop

NMR 500

NMR 700

NMR-Probenréhrchen
Parallelsyntheseroboter
Photometer

Reinstwasseranlage
Rotationsverdampfer
RP-Séaule (analytisch)
RP-Saule (praparativ)
RP-Saule (semi-praparativ
Sensorchip

SpeedVac

Software

Software (MS)
Software (MMO)
Software (NMR)
Software (Safire)
Software (SPR)
Spin Tubes

SPR
Szintillationszahler
Ultraschallbad
UNIX-Workstations
UV/Vis Spektrometer
Zentrifugen

Merck/Hitachi LaChrom L-7000-Seri
Biflex I
Discover
Liberty
ND-1000
DRX500y, (*H) = 499.87 MHz
Inverser 5 mm
Tripleresonanzprobenkopf
Avance 700y, (*H) = 700.13 MHz
Inverser 5 mm Tripleresonanz-
cryoprobe
3mm, 5 mm Typ 502 & Typ 507
ACT MA5469
UV-160 A
Safire
SG Ultra Clear UV 182 M
Laborata 4000 - efficient
EC 250/4 Nucleodur C18 Pydami
VP 250/21 Nucleodur C18 Pidam
218TP510
CM5
Savant SC110
ISIS Draw
lllustrator CS2
Office 2003
Origin Pro 7.5
Xmass 4.1, flexControl 3.0
SYBYL 7, SYBYL 8
Topspin 1.3, Topspin 2.1
XFluord V 4.40
BIA-Eval 3.0
Spin-X (0.22 pm Celluloseacetat)
Spin-X (0.22 um Nylon)
T100
BAS3000
Sonorex Super, RK512H
Octane, Octane 2
UV-160A

D

e VWR Internatadn
Bruker Daltonics
CEM
CEM

Peglab
Bruker Biospin

Bruker Biospin

Igetberg, Norell
Advanced Chem Tech
Shimadzu
Tecan
SGwater

Hiado
Macherey und Nagel
Macherey und Nagel
Vydac

Biacore

Thermo Electron
Symyx Solutions
Adobe
Microsoft
Origin Labs

Bruker Dalcs
Tripos
Bruker Rios

Tecan

Biacore
CoStar

Biacore
Raytest

Bandelin

Silicon Graphics
Schimadzu Corp.

5084, 5417C, 5417R, Megafuge 1.(
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7.3 Peptidsynthesen

7.3.1 Automatisierte Festphasenpeptidsynthese

Die automatisierte Peptidsynthese an festen Phasede mit 2 verschiedenen Geraten
durchgefuhrt. Die Grundprinzipien der Synthese simdbeiden Fallen identisch, jedoch
unterscheiden sich die Gerate in der Art und Weises die einzelnen Reaktionen
durchgefuhrt werden.

An einem ACT MOSQ 469 der Firma Advanced Chemtech lasst sich eiredzahl von
Peptiden in einem Parallelsyntheseverfahren aufbatierzu werden der Ansatzgréf3e
entsprechende Mengen Fmoc-PAL-PEG-PS-Harz eingewogel in die entsprechenden
Kammern im Reaktionsblock gefillt. Nach einer Qomlkedur, die dafur sorgt, dass das
Harz eine maximale Oberflache erreicht, beginnteigentliche Synthese der Peptide. Fmoc-
geschutzta.-Aminosauren, deren Seitenketten orthogonal zurndgriuppe geschutzt sind,
wenn sie eine funktionelle Gruppe besitzen, werdevierfachem Uberschuss auf das Harz
gegeben. Als Aktivator dient TBTU (0.5 M in DMF) (Begenwart der Base DIPEA (1.0 M in
DMF), beide Substanzen werden in fiinffachem Uberssteingesetzt. Die Kupplungen der
einzelnen Aminosauren werden jeweils dreimal mipplungszeiten von 30, 60 bzw. 90
Minuten durchgefiihrt. Aminogruppen, die nicht remghaben, werden durch Acetanhydrid
(10 % in DMF) acetyliert, wodurch die Entstehungn\deletionspeptiden unterbunden wird.
Um den néchsten Reaktionszykus einleiten zu konwed, anschlieRend die Fmoc-Gruppe
der neu eingefiihrten Aminosaure mittels Piperi@ih % in DMF) abgespalten.

Die Kombination des MikrowellenreaktoBBiscoverymit dem Syntheseaufsatzberty der
Firma CEM ermdoglicht den zeitsparenden Aufbau dmeze Peptide nacheinander. Das
Syntheseprinzip ist identisch mit dem oben erl&ekernur werden hier nicht viele Peptide
gleichzeitig, sondern einzelne Sequenzen sehr Hcmaeheinander synthetisiert. Die
Verwendung der Mikrowellenstrahlung beschleuni¢g ah den Reaktionszyklen beteiligten
Schritte und verringert Zeitaufwand und Chemikdiesiarf deutlich. Die Reagenzien,
Losungsmittel und Konzentrationen sind identiscit den oben erwé&hnten Parametern,
jedoch liefert eine einzelne Kupplung eine ausricke Ausbeute. Lediglich das sterisch sehr
anspruchsvolle Arginin wird Gber eine Zweifachkupgl an das Harz geknipft. Hierfar
werden Aminosaure, Aktivator und Base auf das Hmgeben und im Reaktorgefald 300
Sekunden bei 75°C mit einer Leistung von 25 Watt Mikrowellen bestrahlt. Die
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Acetylierung wird innerhalb von 30 Sekunden bei’65und einer Einstrahlleistung von 65
Watt erreicht, die Abspaltung der Fmoc-Gruppe egtfah 30 Sekunden bei 75 °C und 35
Watt.

Die Synthese erfolgt vom C- zum N-Terminus, wobé dmoc-Gruppe der letzten
Aminosaure nicht automatisch entfernt wird. Die oele Abspaltung der Schutzgruppe
unter definierten Bedingungen ermoglicht eine phwtische Bestimmung der
Gesamtkupplungsausbeute (siehe Abschnitt 7.3.4).

7.3.2 Manuelle Kupplung von Aminosauren

Die Synthese sehr kurzer Peptide und einige Kumgsi@sts mit den synthetisierten
inhibitorischen Aminosaurebausteinen wurden mardugithgefuhrt.

Hierzu werden 20 pmol PAL-PEG-PS-Harz in DMF vong@ten, die Fmoc-Gruppe mit
Piperidin (20 % in DMF) abgespalten und anschliel¥ne Mischung aus Fmoc-Aminosaure
(80 pmol in 150 uL DMF), TBTU (100 pmol in 250 pLMP) und DIPEA (100 pmol,
18 pL) dazugegeben. Nach einer Reaktionszeit voiButen wird die Reaktionslésung
vom Harz gewaschen und mit Acetanhydrid (10 % inFD00 pL) acetyliert. Anschlie3end
erfolgt die photometrische Bestimmung der Kupplaugbeute (siehe Abschnitt 7.3.3) und
gegebenenfalls ein erneuter Reaktionszyklus. SeidPkptiden andere Mengen angegeben,

sind die hier genannten Mengen den Verhaltnissespeschend variiert.

7.3.3 Photometrische Bestimmung der Kupplungsausbeu te

Die Abspaltung der Fmoc-Gruppe in definierter Venaling ermoglicht die photometrische
Bestimmung der Kupplungsausbeute. Hierzu werdeeprudthtausschluss 2 mL Piperidin
(10 % in DMF) auf das Harz gegeben, nach 15-mieittigSchutteln in einen Kolben
Uberfuhrt und mit 8 mL DMF nachgespiilt. Dieser \&rg wird wiederholt. Fir jede der 3
Messungen werden 100 pL dieser Losung zu 1900 pIE QBbeben. Anschlierl3end wird in
einer Glaskuvette die Extinktion bei 301 nm verreesdie theoretische Ausbeute lasst sich
aus dem Mittelwert der 3 einzelnen Messungen bestim und wird nach folgender

Gleichung berechnet:
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Stoﬁ‘menge[umol] =

L/ mol

Extinktion C Verdlnnung[ Volumen|[ L
Extinktiorskoeffiziat

Methylenfluoren

Gleichung 7.1: Aus Extinktion, Verdinnung und dedtmEtionskoeffizienten lasst sich die
Anzahl der freien Aminogruppen am Harz nach deipAlisng berechnen.

7.3.4 Abspaltung der Peptide von der Festphase

Nach dem Waschen des Harzes mit Isopropanol unkldmethan wird das synthetisierte
Peptid abgespalten. Hierzu wird das Harz mit despalttibsung bedeckt, welche aus TFA,
TIPS und Wasser im Verhdaltnis 95:5:2 besteht. N&@kminitigem Schiitteln wird die
Losung im Wasserstrahlvakuum abgesaugt und das fdafmal mit TFA nachgespdult.
Dieser Vorgang wird wiederholt und die vereinigteraktionen werden im Vakuum bis zur
Trockne eingeengt. Der verbliebene Ruckstand wirbidestilliertem Wasser mit Hilfe von
Ultraschall suspendiert und gefriergetrocknet. Basrhaltene Rohprodukt wird anschliel3end
mittels HPLC gereinigt.

7.3.5 Reinigung der Peptide mittels RP-HPLC

Zur Aufreinigung der lyophyllisierten Rohproduktaurde eineBioCad Sprint 700EHPLC-
Anlage der FirmaApplied Biosystemsgerwendet, die mit einevP 250/21 Nucleodur C18
PyramidSaule als fester Phase bei einer Flussrate vomi2@in betrieben wurde. Als
Laufmittel dienten Wasser und Acetonitril, welcheerks gleichmafiiger Protonierung der
Substanzen 1 % TFA enthielt. Das Wasser wurde mér&G Ultra Clear UV 18.2 ND-
Anlage der Firma SGwater entmineralisiert und ebewse das verwendete Acetonitril
(HPLC-Gradg im Ultraschallbad entgast. Das Laufmittelsysteestand aus Eluent A
(Wasser + 5 % Acetonitril + 0,1 % TFA) und Eluent(&cetonitril + 5 % Wasser + 0,1 %
TFA), die zur Erzeugung der Trennungsgradienterweerdet wurden. Je 40 mg des zu
reinigenden Rohproduktes werden unter ZuhilfenatiameUltraschall in 2000 pL Laufmittel
suspendiert, dessen Zusammensetzung dem Anfangsgead der jeweiligen Trennung
entspricht. Unldsliche Bestandteile werden durcle gehnmindtige Zentrifugation bei 14.000
U/min durch Verwendung eine$pin-Tubes (Filter aus Celluloseacetat oder Nylon,
PorengrofRe: 0.22 um) abfiltriert. Fur analytiscléaifie wurde jeweils 1 mg Substanz in 100
pL Laufmittel Gber eindeC 250/4 Nucleodur C18 PyramiBule bei einer Flussrate von 1
ml/min eluiert.

137



Experimenteller Teil

Tabelle 7.3-1. Syntheseparameter der im Rahmenedidgbeit synthetisierten und

untersuchten Peptide.

Substanz Molare| Ansatz- Harz- Roh- | Ausbeute Ausbeute
Masse grofde menge | ausbeutg nach nach HPLC
[u] [umol] [mg] [mg] [ Fmoc- [mg]*
Wert [%]

1 815.98 28 150 76 81| 7.9 (35%)
2 852.03 28 150 49 80| 9.2 (39 %)
3 847.06 28 150 41 80| 8.3(35%)
4 718.86 28 150 21 69| 6.6 (32 %)
5 708.84 28 150 27 65| 12.6 (56 %)
6 800.85 50 268 18 58 2.4 (5 %)
7 790.84 50 268 16 52 2.1 (5 %)
8| 1060.27 20 32 44 65| 5.0(23 %)
9| 1036.18 20 32 29 90| 3.2(15%)
10 996.16 20 32 26 711 2.8 (14 %)
11| 1101.28 20 32 46 771 4.6 (21 %)
46| 1416.65 50 69 154 76| 4.1 (22 %)
471 1523.79 50 69 155 85| 8.6 (44 %)
48| 1449.66 50 69 195 100| 4.8 (32 %)
49| 1498.72 50 69 187 100 11.7 (3 %)
50| 1429.65 50 69 191 98| 3.1(21 %)
51| 1520.19 50 69 176 98| 11.6 (67 %)
52| 1465.64 50 69 228 100| 8.3 (65 %)
53| 1506.74 50 69 146 96| 16.7 (81 %)
42 733.88 50 69 122 40| 14.0 (46 %)
43 747.91 50 69 116 31| 14.9 (50 %)
44 851.97 50 69 98 40| 11.9 (40 %)
45 866.00 50 69 91 43| 12.1 (40 %)
54| 1660.95 50 69 200 751 3.2 (19 %)
56| 1978.09 50 69 201 48| 6.0 (30 %)
58| 1693.96 50 69 100 571 7.4 (22 %)
60| 1743.02 50 69 189 771 3.1 (17 %)
62| 1673.95 50 69 174 65| 1.5(78 %)
63| 1765.20 50 69 178 58| 7.0(35%)
65| 1709.94 50 69 226 42| 13.1 (87 %)
67| 1751.04 50 69 155 46| 8.6 (38 %)
55| 1674.98 50 69 218 26| 2.8 (18 %)
57| 1782.12 50 69 164 35| 5.7 (26 %)
59| 1707.99 50 69 211 27| 4.5 (28 %)
61| 1757.05 50 69 199 31| 10.6 (60 %)
64| 1779.23 50 69 181 12 1.8 (9 %)
66| 1723.97 50 69 148 37| 9.4 (40 %)
68| 1765.07 50 69 143 32| 7.4 (30 %)
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Von den Peptided6 bis 68 wurde durch einen analytischen Lauf die Reinheitethaltenen
Produkte bestimmt. Tabelle 7.3-2 listet die errtgteWerte auf.

Tabelle 7.3-2: Ubersicht tiber die ermittelten Reiitén der inhibitorischen Peptide und der
zugehdrigen Referenzsubstanzen.

Substanz Reinheit nach HPLC [%]
46 98
47 94
48 93
49 93
50 93
51 91
52 96
53 93
54 95
56 90
58 91
60 90
62 99
63 92
65 97
67 91
55 94
57 97
59 91
61 92
64 88
66 98
68 77
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7.3.6 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

MALDI-TOF-Spektren wurden an einem Bruker Biflex IGerat im Positivionenmodus
gemessen. Je nach Substanz wurde der Massenbengiethalb von m/z = 500 bis
m/z = 1000 unterdriickt, um Matrixsignale auszub&madvor jeder Messung erfolgte die
exakte Kalibrierung des Gerates mit einem ES TuMngder Firma Hewlett Packard. Dieser
enthielt definierte Massen mit Molgewichten zwisthid.8 und 2712 g/mol.

Als Matrices wurden a-Cyano-4-hydroxyzimtsdure (CCA), 2,5-Dihydroxybeegaure
(DHB) und Dithranol (DTR) verwendet.

Tabelle 7.3-3: Liste der verwendeten Matrices.

Bezeichnung Losung Substanzen
CCA a-Cyano-4- ges. Lsg Peptide,
hydroxyzimtsaure H.O/MeCN (1:2) | modifizierte
0.1 % TFA Peptide
DHB 2,5- 20 mg/mL Peptide
DihydroxybenzoesaurgH,O/MeCN (1:2)
0.1 % TFA
DTR Dithranol ges. Lsg Syntheseprodukte
H,O/MeCN (1:9)
0.1 % TFA

Wahrend CCA und DHB fir die Vermessung von Peptiksmwendet wurden, diente DTR in
erster Linie dazu, niedermolekulare Synthesepradmnltcharakterisieren, da diese Matrix nur
sehr wenige Signale im Niedrigmassenbereich zE€igt.jede Messung wurden 0.5 pL der
Matrixldsung auf die entsprechende Flache des Rtelers gegeben und entweder nach dem
Trocknen mit der gleichen Menge Analytlésung Ubleidtet oder vor dem Auskristallisieren

mit dem Analyten vermischt.
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Tabelle 7.3-4: Auflistung der synthetisierten Pégtimit berechneten Massen und der
dazugehdrigen Messergebnisse.

Substanz Zusammensetzung Exakte Mass¢ Masse (gefunden) [u]
(berechnet) [u]
1 C35H65N11011 815.4p 816.8
2 C37H61N11010S 851.413 852.2
3 C34H66N1409S 846.4P 847.9
4 C30H58N10010 718.4B 719.4
5 C27H52N10010S 709.1
6 C30H61N10013P 801.7
7 C27H55N10013PS 791.4
8 C45H85N15014 1060.8
9 C40H73N15015S 1036.7
10 C39H73N13015S 996.6
11 C46H48N16015 1001.5
42 C32H55N1307 773.8
43 C33H57N1307 748.9
44 C38H57N1508 852.6
45 C39H59N1508 865.7
46 C60H109N19020 1417.1
47 C64H110N22019S 1523.5
48 C62H100N18020S 1449.5
49 C62H111N23020 1498.3
50 C60H108N20020 1429.5
51 C67H125N25015 1521.4
52 C66H100N18020 1464.2
53 C69H107N19019 1507.0
54 C72H125N25020 1660.9
55 C73H127N25020 1675.0
56 C76H126N28019S 1768.4
57 C77H128N28019S 1782.8
58 C74H116N24020S 1693.7
59 C75H118N24020S 1707.8
60 C74H127N29020 1742.5
61 C75H129N29020 1756.9
62 C72H124N26020 1674.4
63 C79H141N31015 1765.7
64 C80H143N31015 1779.1
65 C78H116N24020 1710.8
66 C79H118N24020 1723.8
67 C81H123N25019 1751.8
68 C82H125N25019 1766.1
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7.3.7 Charakterisierung der Peptide durch NMR

Die Charakterisierung der synthetisierten und aeigegten Peptide erfolgte bei 285 K in
einem Bruker DRX500-Spektrometer mit inversem 5 mnpleresonanzprobenkopf. Die
Substanzen wurden in Mengen von 1.5 bis 16 mg ih(d5H,0/D,0 (9:1, pH 3) geldst und
in 5 mm ROhrchen pipettiert. Um die Signale dertileptrotz des intensiven Wassersignals
messen zu konnen, wurden NOESY und ROESY unterlfdohhme einesvatergate
Verfahrens (wb-Sequenz) vermessen. Dadurch wird Smmal/Rausch-Verhaltnis der
Peptidprotonen drastisch verbessert und sie wedéérktierbar. Die einzelnen chemischen
Verschiebungen wurden unter Verwendung von 2D-TOGBU¥Isprogramm mlevgpphw5)
und 2D-ROESY-Experimenten (Pulsprogramm roesygppll&Ed entsprechenden Protonen
zugeordnet.

Wenn nicht anders erwahnt, wurden die Spektrenl@st Inkrementen in F1 und mit 2048
Datenpunkten pro Inkrement aufgezeichnet. Pro [patekt erfolgten 645cans die bei einer
Spektrenweite von 10 ppm mittels phasensensitive®RI-Verfahren aufgenommen wurden.
Im Anschluss an die Fouriertransformation der Raodda erfolgten Phasen- und
Basislinienkorrektur. Eine quadratische Sinusfumkitiente alsvindowFunktion mit einem

shiftvon 2tund einer Linienverbreiterung von je 0.3 in F1 @&

Tabelle 7.3-5: Auflistung der chemischen Verschiglea innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminoséaureseitenketten ¥on

AS | NH a B B’ % Y o o € g andere
Protonen

Leu | - 3.935| 1.586] 1.586| 1.586| - 0.855] 8.855

Leu | 8.565| 4.362| 1.528] 1.582| 1.528]| - 0.826] 0.826

Arg | 8.466| 4.348| 1.720| 1.720| 1.551| 1.551| 3.138) 3.138] 7.122
Thr | 8.092| 4.255] - - 1.113
Glu | 8.441] 4.088| 1.887] 1.887| 2.025] 2.025
Ser | 8.311 4.385] 3.785] 3.785
Val | 8.083| 4.087| 2.013] - 0.868] 0.868
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Tabelle 7.3-6: Auflistung der chemischen Verschiglen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten 2on

AS | NH a B B’ Y Y 0 0 € € andere
Protonen

Leu| - 3.886] 1.512| 1.647| 1.512| - 0.838] 0.838

Tyr | 8.656| 4.488] 2.952| 2.856| - - 7.280] 7.280| 7.482| 7.482

Arg | 7.981| 4.197| 1.611| 1.611| 1.427| 1.427| 3.058] 3.058| 7.074

Ser | 8.212 4.520] 3.805| 3.805

Pro | - 4.371 2.488| 2.488| 1.915| 2.053| 3.788| 3.788

Ser | 8.184 4.332| 3.778| 3.778

Met | 8.319| 4.418| 2.052| 2.052| 2.864| 2.864| - - 2.226

Tabelle 7.3.7: Auflistung der chemischen Verschigen

einzelnen Aminosaureseitenketten 8on

innerhalb der Spinsysteme der

AS | NH a B B Y Y o 0 € € | andere
Protonen

Met | - 4.066| 2.025( 2.025 | 2.50 2.505] - - 0.869

Arg |8.497]4.28911.711] 1.711 | 1.564 1.568| 3.129| 3.129| 7.124

Arg |8.697]4.31111.720] 1.720 | 1.559 1.558| 3.121| 3.121| 7.195

Ser | 8.369 4.377| 3.772| 3.723

Leu | 8.323] 4.353| 1.558] 1.622 | 1.55§ - 0.819] 0.819

Ser | 8.23] 4.408| 3.762| 3.762

Val | 8.017] 4.066] 2.021] - 0.871| 0.871

Tabelle 7.3-8: Auflistung der chemischen Verschigen

einzelnen Aminosaureseitenketten £on

innerhalb der Spinsysteme der

AS | NH a B B’ Y Y 0 0 € € andere
Protonen

Lys | - 4.273] 1.723] 1.723] 1.617| 1.617| 1.354] 1.354| 2.920| 2.920

Ser| 8.207 4.451| 3.828| 3.828

Lys | 8.514| 4.236| 1.727| 1.727] 1.634| 1.634| 1.361| 1.361| 2.917| 2.917

lle | 8.143| 4.269] 1.765] - 1.135] 1.405( 0.847 y’'=0.847

Gly | 8.459] 3.933| 3.933

Ser| 8.699 4.419| 3.787| 3.787

Thr | 8.145| 4.276] 4.105] - 1.130
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Tabelle 7.3-9: Auflistung der chemischen Verschiglen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten Son

AS

NH

a

B

B

y Y

6!

g andere

Protonen

Lys | -

Ser | 8.23§
Lys | 8.559
Cys| 8.374
Gly | 8.441
Ser | 8.704
Thr | 8.137

4.291
4.473
4.248
4.448
4.643
4.452
4.270

1.776] 1.776] 1.625| 1.625| 1.385
3.831] 3.831
1.767| 1.767] 1.645] 1.645| 1.387
2.868] 2.872] 3.301
3.955] 3.955
3.821] 3.821

4.271] -

1.161

1.385

1.387

2.922

2.935

2.922

2.925

Tabelle 7.3-10: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten @on

AS NH a B B’ Y Y o o € € andere
Protonen
Lys - 4.287| 1.736] 1.736] 1.620| 1.620| 1.366| 1.366| 2.934| 2.934
Ser 8.22() 4.352| 3.780] 3.780
Lys 8.423| 4.288] 1.733] 1.733| 1.631| 1.631| 1.379] 1.379| 2.934| 2.934
lle 8.018] 4.097| 1.753| - 1.104| 1.374| 0.826 y’'=0.826
Gly 8.294] 4.222
Ser(PQ) | 8.966| 4.647| 4.095| 4.095
Thr 8.220| 4.341] 4.341] - 0.872

Tabelle 7.3-11: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten v¥on

AS NH a B B’ Y Y 0 0 € € andere
Protonen
Lys - 4.311| 1.785] 1.785] 1.593| 1.593| 1.342| 1.342] 2.958| 2.958
Ser 8.214 4.287| 3.791| 3.791
Lys 8.438| 4.307| 1.726] 1.726] 1.637| 1.637| 1.385] 1.385] 2.920( 2.920
Cys 8.382 4.468| 2.915| 2.861| 3.314
Gly 8.315] 4.173
Ser(PQ) | 8.941| 4.637| 4.083] 4.083
Thr 8.348| 4.287] 4.352] - 0.865

144



Experimenteller Teil

Tabelle 7.3-12: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten #6n

AS | NH a B B % Y 0 o € € andere
Protonen

Asn| - 4.306] 2.946| 2.946| - - 7.502

Val | 8.520 | 4.114 2.043| - 0.887] 0.887

Lys | 8.153 | 4.253 1.757| 1.757| 1.582| 1.582] 1.396| 1.396| 2.942| 2.942

Ser | 8.160| 4.49%3.855| 3.855

Lys | 8.3665] 4.291] 1.791] 1.791| 1.651| 1.651| 1.371| 1.371| 2.951| 2.951

lle |8.091 | 4.099 1.802| - 1.147| 1.436| 0.858 y’=0.858

Gly | 8.422 | 3.947 3.947

Ser | 8.193| 4.3083.798| 3.798

Thr | 8.196 | 4.309 4.266| - 1.157

Glu | 8.238 | 4.287 1.924| 2.035| 2.403| 2.403

Asn| 8.385 | 4.659 2.784| 2.678| - - 7.460

Leu|8.152 | 4.230 1.373| 1.583| 1.373] - 0.841] 0.841

Lys | 8.389 | 4.267 1.752| 1.752| 1.646] 1.646] 1.391| 1.391| 2.924] 2.924

Tabelle 7.3-13: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten #én

AS | NH a B B Y Y 0 o € € andere
Protonen

Pro | - 4.372 2.487| 2.487| 1.973] 1.973| 3.785| 3.785

Ala | 8.618|4.280] 1.328

Met | 8.278| 4.301| 1.924] 1.924] 2.413] 2.413]| - - 2.084

Arg | 8.363]4.291|1.756| 1.756| 1.608| 1.608| 3.149] 3.149]| 7.167

Arg | 8.381]4.293|1.759| 1.758] 1.611] 1.610| 3.152] 3.151| 7.196

Ser | 8.30 4.388| 3.813| 3.813

Leu | 8.276| 4.305] 1.516] 1.632]| 1.517 0.838| 0.838

Ser | 8.204 4.401| 3.803| 3.803

Val | 7.983|4.060] 2.031] - 0.845| 0.845

Glu | 8.403| 4.372] 2.021] 1.905| 2.509| 2.509

His | 8.648| 4.640]| 3.102] 3.234] - - 7.212] - 8.612] -

Leu | 8.243| 4.271] 1.503] 1.608| 1.503| - 0.844] 0.844

Glu | 8.196] 4.273] 1.852| 1.971| 2.364| 2.364
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Tabelle 7.3-14: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten #8n

AS | NH a B B’ Y Y 0 0 € € andere
Protonen

Ser| - 4.369 3.776| 3.776

Gly | 8.634] 3.951| 3.951

Leu | 8.177| 4.245| 1.375| 1.477] 1.375] - 0.807] 0.807

Tyr | 8.410] 4.635] 2.707| 2.759 7.349] 7.349| 9.809] 6.809

Arg | 8.020| 4.259| 1.668| 1.668| 1.483| 1.483| 3.096| 3.096| 7.076

Ser | 8.189 4.370| 3.774| 3.774

Pro | - 4.297 2.017] 2.017| 1.874| 1.874] 2.430] 2.430

Ser | 8.244 4.590] 3.809] 3.809

Met | 8.152| 4.776| 1.911| 1.911| 2.561| 2.561] - - 2.017

Pro | - 4.297 2.017] 2.017| 1.874| 1.874] 2.430] 2.430

Glu | 8.578| 4.266] 1.990| 1.981| 2.472| 2.472

Asn| 8.463] 4.639| 2.739] 2.739] - - 7.110

Leu | 8.179| 4.393| 1.564| 1.645] 1.564]| - 0.825] 0.825

Tabelle 7.3-15: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten #8n

AS | NH a B B % Y 0 o € € andere
Protonen

Ala |- 4.067| 1.334

Arg | 8.565| 4.298| 1.725] 1.725| 1.575| 1.575] 3.147| 3.147| 7.107

Leu | 8.342| 4.374] 1.513] 1.592] 1.510] - 0.843| 0.843

Arg |8.387|4.377|1.727] 1.727| 1.556| 1.556] 3.145| 3.145| 7.118

Arg |8.382|4.311]1.791] 1.791| 1.641| 1.641] 3.146| 3.146| 7.147

Thr | 8.190| 4.295| 4.171] - 1.146

Glu | 8.334 4.402| 2.081| 1.932] 2.407| 2.407

Ser | 8.334 4.398| 3.778| 3.778

Val |8.103|4.436| 2.047] - 0.899( 0.899

Pro | - 4.362 2.351| 2.351| 1.946| 1.946| 3.778| 3.778

Ser | 8.291] 4.364| 3.819( 3.819

Asp | 8.387| 4.712] 2.898] 2.812

lle | 7.888|4.119| 1.823] - 1.131] 1.397] 0.827 y’'=0.878
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Tabelle 7.3-16: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten 0n

AS | NH a B B’ Y Y 0 0 € € andere
Protonen

Arg | - 4.025] 1.855] 1.855| 1.577| 1.553] 3.160] 3.160| 7.187

Val | 8.596| 4.102| 1.985| - 0.899] 0.899

GIn | 8.584| 4.337] 1.932| 1.986| 2.304| 2.304]| - - 7.664| 7.664

Ser | 8.339 4.378| 3.788| 3.788

Lys | 8.405| 4.329| 1.779] 1.779] 1.651| 1.651| 1.363| 1.363| 2.916| 2.916

lle |8.122|4.134| 1.798| - 1.146] 1.425| 0.856 y’'=0.856

Gly | 8.426] 3.925] 3.925

Ser | 8.103 4.397| 3.817| 3.817

Leu | 8.261| 4.302| 1.522| 1.625] 1.514] - 0.835] 0.835

Asp| 8.306| 4.630| 2.867| 2.746

Asn| 8.269] 4.661| 2.723| 2.723] - - 7.079

lle |8.022|4.186| 1.877] - 1.141| 1.392| 0.844 y’'=0.844

Thr | 8.094| 4.376] 4.161] - 1.138

Tabelle 7.3-17: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten gbn

AS

NH

a

B

5

Y

Y

61

andere
Protonen

Leu
Leu
Asn
Lys
Arg
Arg
Gly
Ser
Val
Pro
lle
Leu
Arg

8.591
8.503
8.280
8.261
8.283
8.400
8.189
8.098

8.136
8.260

8.379

3.878
4.360
4.620
4.231
4.356
4.236
4.256
4.449
4.352
4.271
4.056
4.503

4.414

1.157
1.499
2.712
1.786
1.701
1.734
3.936
3.772
2.037
1.837
1.746
1.632
1.872

1.677
1.582
2.712
1.786
1.701
1.734

3.772
1.837

1.739
1.872

1.157
1.499

1.569
1.508
1.571

0.898
1.719
1.124
1.632
1.727

1.569
1.508
1.571

0.898
1.719
1.465

1.727
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0.889
0.847
7.338
1.365
3.162
3.141

3.129
0.827
0.958
3.288

0.889
0.847
7.338
1.365
3.162
3.141

3.129

0.958
3.288

2.931
7.128
7.112

7.249

2.931

y’=0.872
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Tabelle 7.3-18: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten §2n

AS | NH a B B’ Y Y 0 0 € € andere
Protonen

Ser| - 4.144 3.919( 3.919

Gly | 8.603] 3.932] 3.932

Leu | 8.160| 4.240( 1.524| 1.673] 1.524] - 0.824]1 0.824

Tyr | 8.407| 4.639] 2.663| 2.848| - - 6.763| - 5.932

Arg | 8.051| 4.869| 1.646| 1.646] 1.452| 1.452| 3.022| 3.022| 7.286

Ser | 8.161 4.241] 3.702| 3.702

Pro | - 4.244 1.651| 1.651| 1.506| 1.506| 3.747| 3.747

Ser | 8.213 4.593] 3.806| 3.806

Phe| 8.179 4.450( 2.904| 2.904] - - 7.255| 7.255| 7.255] 7.255] (=7.255

Pro | - 4.242 1.649] 1.649( 1.502| 1.502| 3.745] 3.745

Glu | 8.310] 8.274| 1.875| 1.875| 2.071| 2.071| 2.445| 2.445

Asn| 8.037] 4.525| 2.893| 3.046] - - 7.038| 7.038

Leu | 8.161| 4.241| 1.525| 1.674] 1.525] - 0.822] 0.822

Tabelle 7.3-19: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten 8n

AS | NH a B B’ Y Y o 0 € € andere
Protonen

Ser| - 4.15¢ 3.954| 3.954
Gly | 8.627] 3.950( 3.950
Leu | 8.145| 4.243] 1.531| 1.604] 1.531 0.811] 0.811
Tyr | 8.428| 4.636] 2.703| 2.818| - - 6.942] - 5.993] -
Lys | 8.226] 4.421] 1.811| 1.811] 1.712| 1.712| 1.584| 1.584] 3.163| 3.163
Arg | 8.168| 4.480| 1.645] 1.645] 1.528| 1.528| 2.908| 2.908| 7.118
Pro| - 4.484 1.635] 1.635| .1455] 1.455] 3.692| 3.692
Ser | 8.27(0 4.346] 3.753| 3.753
Phe| 8.169 4.477| 2.909] 2.909 7.362| 7.362| 7.362| 7.362| (=7.362
Pro | - 4.48(1 1.632| 1.632| .1458| 1.458] 3.689| 3.689
Glu | 8.329| 4.285| 1.931| 1.931| 2.049| 2.049| 2.439] 2.439
Asn| 8.085] 4.865| 2.861| 3.108] - - 7.158| 7.158
Leu | 8.188] 4.257] 1.539| 1.652| 1.538] - 0.824] 0.824
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Tabelle 7.3-20: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten #2n

AS NH a B B Y Y 0 o € g a. P.
Ser - 4.124 3.917| 3.917
Lys 8.685| 1.739] 1.739] 1.647| 1.647| 1.352| 1.352| 2.908] 2.908
lle 8.200] 4.112] 1.769| - 1.123| 1.769| 0.847 y’'=0.847
Gly 8.395| 3.886| 3.886
Lys(X4) | 8.096] 4.173| 1.739| 1.729] 1.635] 1.635] 1.321| 1.321| 2.907| 2.907| (=1.222

Tabelle 7.3-21: Auflistung der chemischen Versamegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten 8n

AS NH a B B % Y o 0 € € a.P.
Ser - 4.117 3.921| 3.921
Lys 8.661| 4.347]| 1.734] 1.734| 1.637| 1.637| 1.356| 1.356
lle 8.205] 4.098| 1.775 1.142| 1.428] 0.839 y’'=0.839
Gly 8.398] 3.894| 3.894
Lys(X5) | 8.092| 4.168| 1.746| 1.746] 1.645| 1.645] 1.415| 1.415] 3.078] 3.078| {=1.275

Tabelle 7.3-22: Auflistung der chemischen Versaimegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten ¢dn

AS NH a B B’ Y Y 0 0 € € a. P.

Tyr - 4.143] 2.897] 2.897| - - 7.093| 7.093( 7.093
Arg 8.299( 4.283| 1.642| 1.642| 1.486] 1.486| 3.092| 3.092| 7.067
Ser 8.3649 4.628] 3.829] 3.829

Pro 4.154 1.724] 1.724| 1.294| 1.622] 3.716| 3.716

Lys(X4) | 8.109| 4.137| 1.718] 1.718] 1.603] 1.603| 1.318| 1.318| 2.926] 2.926| (=1.238

Tabelle 7.3-23: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten #6n

AS NH a B B’ Y Y 0 0 € € a. P.
Tyr - 4.135| 3.046| 3.046]| - - 6.847| 6.847| 6.847
Arg 8.294| 4.283| 1.648| 1.648] 1.485] 1.485] 3.085| 3.085| 7.081
Ser 8.379 4.627| 3.834| 3.834
Pro - 4.1421 1.726] 1.726] 1.606] 1.606| 3.723| 3.723
Lys(X5) | 8.082| 4.119| 1.715] 1.715] 1.606| 1.606| 1.394| 1.394| 3.073] 3.073| {=1.285
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Tabelle 7.3-24: Auflistung der chemischen Versaimegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten §én

AS NH a B B % Y o o € g andere

Protonen
Asn - 4.317] 2.910] 2.910] - - 7.471
Val 8.522| 4.125] 2.033] - 0.881] 0.881
Lys 8.363| 4.291] 1.801| 1.801] 1.646] 1.646| 1.359] 1.359] 2.953| 2.953
Ser 8.181] 4.375] 3.798| 3.798
Lys 8.388| 4.274]| 1.783] 1.783] 1.645] 1.645]| 1.392| 1.392| 2.942| 2.942
lle 8.022| 4.080| 1.777] - 1.132| 1.406] 0.845 y’'=0.845
Gly 8.415| 4.273] 4.273
Lys(X4) | 8.066| 4.269] 1.740] 1.740| 1.654| 1.654| 1.348| 1.348| 2.946] 2.946| (=1.258
Thr 8.118| 4.287| 4.167] - 1.138
Glu 8.257| 4.309] 1.911] 2.045| 2.383| 2.383
Asn 8.4141 4.631]| 2.779| 2.671] - - 7.402
Leu 8.172| 4.276| 1.501| 1.624] 1.501| - 0.828] 0.828
Lys 8.153| 4.205| 1.739] 1.739| 1.646| 1.646]| 1.372| 1.372| 2.955| 2.955

Tabelle 7.3-25: Auflistung der chemischen Versaimegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten §6n

AS NH a B B % Y o o € g andere

Protonen
Pro - 4.388 2.518| 2.518] 1.949] 1.949| 3.791] 3.791
Ala 8.617| 4.285] 1.307
Met 8.303| 4.247] 1.919] 1.919| 2.390| 2.390 2.062
Arg 8.386| 4.275| 1.728| 1.728] 1.565| 1.565] 3.129] 3.129| 7.111
Arg 8.395| 4.277] 1.732] 1.731] 1.567| 1.568| 3.132| 3.131| 7.113
Ser 8.327 4.386] 3.794| 3.794
Leu 8.2941 4.275] 1.479] 1.576] 1.479]| - 0.814] 0.814
Lys(X4) | 8.123| 4.198] 1.712] 1.712| 1.608| 1.608] 1.289| 1.289| 2.881| 2.881| (=1.206
Val 8.011] 3.981] 1.952] - 0.812] 0.812
Glu 8.426| 4.381| 1.975] 1.919| 2.509| 2.509
His 8.495] 4.653| 3.102| 3.203| - - - 7.241
Leu 8.250] 4.271] 1.503| 1.595] 1.503| - 0.811] 0.811
Glu 8.269] 4.277]| 1.847| 1.957| 2.346| 2.346
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Tabelle 7.3-26: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten 8n

AS NH a B B % Y 0 o € € andere
Protonen
Ser - 4.384 3.687| 3.687
Gly 8.623] 3.932
Leu 8.153| 4.216| 1.463] 1.605] 1.515 0.812] 0.812
Tyr 8.446] 4.632| 2.664| 2.786
Arg 8.391]| 4.194| 1.672| 1.672| 1.458] 1.458| 3.089| 3.089| 7.114
Ser 8.153 4.459( 3.788| 3.788
Pro - 4.271 2.018] 2.018| 1.863| 1.863| 2.443] 2.443
Lys(X4) | 8.119] 4.151] 1.704| 1.704| 1.544| 1.544] 1.139| 1.239] 2.901| 2.901| ¢=1.148
Met 8.169| 4.719] 1.868| 1.868| 2.512| 2.512| - - 2.004
Pro - 4.271 2.018] 2.018| 1.863| 1.863| 2.443| 2.443
Glu 8.713| 4.290( 1.955| 1.879| 2.484| 2.484
Asn 8.513| 4.635| 2.724] 2.724] - - 7.630
Leu 8.198| 4.227| 1.497] 1.625] 1.498| - - 0.811] 0.811

Tabelle 7.3-27: Auflistung der chemischen Versalmegen
einzelnen Aminosaureseitenketten 60n

innerhalb der Spinsysteme der

AS NH a B B % Y 0 o € € andere
Protonen
Ala - 1.306
Arg 8.565] 4.301] 1.718| 1.718| 1.569] 1.569| 3.144| 3.144| 7.213
Leu 8.340] 4.285| 1.501| 1.579] 1.501] - 0.837] 0.837
Arg 8.387] 4.305] 1.729| 1.729| 1.569] 1.569]| 3.126| 3.126| 7.532
Arg 8.386] 4.303| 1.723| 1.723| 1.576] 1.576| 3.107| 3.107| 7.444
Thr 8.179| 4.290| 4.127] - 1.134
Glu 8.279| 4.299] 2.032| 1.898| 2.371| 2.371
Lys(X4) | 8.288] 4.235] 1.705| 1.705] 1.569| 1.569] 1.292| 1.292| 2.924| 2.924| (=1.169
Val 8.098] 4.382] 2.021] - 0.887] 0.887
Pro - 4.219 2.342| 2.342| 1.898| 1.898| 3.806| 3.806
Ser 8.25] 4.345( 3.809( 3.809
Asp 8.383] 4.700| 2.875] 2.815
lle 7.869] 4.095] 1.792| - 1.108| 1.386| 0.809 y’'=0.871
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Tabelle 7.3-28: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten @an

AS NH a B B % Y 0 o € € andere
Protonen

Arg - 4.044] 1.847| 1.869| 1.569( 1.588] 3.154| 3.154| 7.144
Val 8.560] 4.102] 1.992| - 0.891] 0.891
GlIn 8.586| 4.347] 1.918] 1.996| 2.304| 2.304| 7.637| 7.637
Ser 8.344 4.382| 3.809] 3.809
Lys 8.414| 4.286| 1.754| 1.754| 1.645| 1.645] 1.359| 1.359| 2.875| 2.875
lle 8.092] 4.203] 1.844| - 1.147| 1.395| 0.872 y’'=0.872
Gly 8.360] 3.869] 3.869
Lys(X4) | 8.032]| 4.185] 1.704| 1.704] 6.605] 1.605] 1.293| 1.293| 2.929| 2.929| (=1.218
Leu 8.199| 4.281| 1.503| 1.612] 1.503| - 0.899] 0.899
Asp 8.285| 4.658| 2.726| 2.655
Asn 8.277] 4.586( 2.848] 2.671] - - 7.264
lle 8.004] 4.193] 1.734| - 1.138| 1.349( 0.844 y’'=0.844
Thr 8.085| 4.303] 4.156] - 1.138

Tabelle 7.3-29: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten @8n

AS NH a B B % Y 0 o € € andere
Protonen
Leu - 4.035| 1.580| 1.692| 1.580] - 0.889| 0.889
Leu 8.589| 4.333| 1.509( 1.564] 1.509] - 0.823] 0.823
Asn 8.507] 4.622| 2.715] 2.715] - - 7.360| 7.360
Lys 8.288| 4.248] 1.748| 1.748| 1.637| 1.637| 1.341| 1.341| 2.923| 2.923
Arg 8.267] 4.348] 1.706| 1.706| 1.536] 1.536| 3.140| 3.140| 7.161
Arg 8.343]| 4.251| 1.722| 1.722| 1.588] 1.588]| 3.143| 3.143| 1.159
Gly 8.327]| 4.264| 3.871
Lys(X4) | 8.110] 4.356] 1.692| 1.692| 1.588| 1.588| 1.217| 1.217| 2.877| 2.877| {=1.093
Val 8.099] 4.341] 2.010{ - 0.806] 0.806
Pro - 4.284 1.818] 1.818| 1.709| 1.709| 3.124] 3.124
lle 8.121] 4.230] 1.354| - 1.094| 1.428| 0.795 y’'=0.795
Leu 8.260] 4.293| 1.512| 1.707] 1.512] - 0.835] 0.835
Arg 8.342| 4.293] 1.735| 1.735] 1.505] 1.505] 3.129| 3.129| 7.129
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Tabelle 7.3-30: Auflistung der chemischen Versalmeen
einzelnen Aminosaureseitenketten 86n

innerhalb der Spinsysteme der

AS NH a B B % Y 0 o € € andere
Protonen
Ser - 4.157 3.927| 3.927
Gly 8.620] 3.934| 3.934
Leu 8.124] 4.201| 1.387| 1.511| 1.387 0.786] 0.786
Tyr 8.401] 4.637| 2.692| 2.825| - - 6.883| - 6.329
Arg 8.064] 4.225] 1.589( 1.682| 1.488] 1.488] 3.062| 3.062| 7.128
Ser 8.144 4.576| 3.776| 3.776
Pro - 4.610 1.663] 1.663| 1.525| 1.525] 3.791| 3.791
Lys(X4) | 8.066] 4.213] 1.696| 1.696] 1.537| 1.537] 1.389| 1.389| 3.050| 3.050| ¢=1.370
Phe 8.164 4.465| 2.874| 2.874] - - 7.088| 7.088| 7.088] 7.088] (=7.088
Pro - 4.617 1.672]| 1.672| 1.521| 1.521| 3.801]| 3.801
Glu 8.314| 4.255] 1.853| 2.014| 2.402| 2.402
Asn 7.932] 4.842| 2.844] 3.042] - - 7.094| 7.094
Leu 8.169| 4.460| 1.495] 1.671] 1.495| - 0.807] 0.807

Tabelle 7.3-31: Auflistung der chemischen Versalmegen
einzelnen Aminosaureseitenketten @én

innerhalb der Spinsysteme der

AS NH a B B % Y 0 o € € andere
Protonen
Ser - 4.15] 3.948] 3.948
Gly 8.626] 3.941| 3.941
Leu 8.133| 4.223| 1.371] 1.450] 1.371 0.788] 0.788
Tyr 8.430] 4.649| 2.683| 2.814| - - 6.125| - 5.992
Lys 8.115| 4.449| 1.744| 1.744| 1.618| 1.618] 1.453| 1.453| 3.141| 3.141
Arg 8.152| 4.477| 1.644| 1.644| 1.501] 1.501| 2.886| 2.886| 7.108
Pro - 4479 1.626] 1.626| 1.533| 1.533| 3.788| 3.788
Lys(X4) | 8.065]| 4.176] 1.674| 1.674| 1.565] 1.565] 1.326| 1.326| 2.904| 2.904| (=1.268
Phe 8.154 4.471| 2.892| 2.892| - - 7.093| 7.093| 7.093] 7.093] 7.09
Pro - 4.464 1.614| 1.614| 1.521| 1.521| 3.776| 3.776
Glu 8.326| 4.281| 1.906| 1.906| 2.027| 2.027| 2.416| 2.416
Asn 8.005| 4.839( 2.828] 3.082] - - 7.446| 7.446
Leu 8.186| 4.238| 1.521] 1.657] 1.521] - 0.829] 0.829
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Tabelle 7.3-32: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten §6n

AS NH a B B % Y 0 o € € andere

Protonen
Asn - 4,319 2.914| 2.914| - - 71.472
Val 8.530] 4.127] 2.035] - 0.885] 0.885
Lys 8.365| 4.293] 1.804| 1.804| 1.650] 1.650] 1.362| 1.362| 2.956| 2.956
Ser 8.18]] 4.375] 3.801| 3.801
Lys 8.388| 4.274]| 1.785] 1.785| 1.648] 1.648]| 1.389| 1.389| 2.945| 2.945
lle 8.021]| 4.084| 1.774] - 1.136| 1.408] 0.847 y'=0.847

Gly 8.416| 4.275
Lys(X5) | 8.068( 4.271| 1.738] 1.738] 1.652| 1.652| 1.351| 1.351| 2.948] 2.948] (=1.261
Thr 8.120] 4.287| 4.165| - 1.140

Glu 8.259| 4.311] 1.909| 2.047| 2.385] 2.385

Asn 8.417| 4.628| 2.782] 2.668]| - - 7.405

Leu 8.170] 4.278| 1.498] 1.623] 1.498| - 0.831] 0.831

Lys 8.154| 4.202] 1.741| 1.741] 1.648] 1.648] 1.369] 1.369| 2.952| 2.952

Tabelle 7.3-33: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten $én

AS NH a B B % Y 0 o € € andere
Protonen
Pro - 4.390 2.512| 2.512| 1.954| 1.954| 3.787| 3.787
Ala 8.618] 4.322] 1.309
Met 8.354| 4.317] 1.901| 1.901| 2.388| 2.388]| - - 2.075
Arg 8.387] 4.293] 1.723| 1.723| 1.568] 1.568| 3.127| 3.127| 7.092
Arg 8.394] 4.293] 1.723| 1.723| 1.568] 1.568| 3.127| 3.127| 7.092
Ser 8.317 4.383| 3.791| 3.791
Leu 8.292] 4.278| 1.505] 1.587] 1.506| - 0.806] 0.806
Lys(X5) | 8.103]| 4.194] 1.704| 1.704] 1.626] 1.626] 1.387| 1.387| 3.030| 3.030| ¢=1.238
Val 8.002] 4.011] 1.962| - 0.827] 0.827
Glu 8.427| 4.373] 1.995| 1.914| 2.521| 2.521
His 8.488| 4.639] 3.104| 3.204| - - 7.530] - 8.465
Leu 8.253| 4.263| 1.505( 1.586] 1.505| - 0.817] 0.817
Glu 8.262| 4.237] 1.862| 1.926| 2.325] 2.325
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Tabelle 7.3-34: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten 8n

AS NH a B B % Y 0 o € € andere
Protonen
Ser - 4.389 3.722| 3.722
Gly 8.627] 3.933
Leu 8.159| 4.214| 1.504| 1.601] 1.532] - 0.804] 0.804
Tyr 8.455] 4.619] 2.668| 2.771
Arg 8.101] 4.229] 1.679| 1.679| 1.582] 1.582| 3.075| 3.075| 7.311
Ser 8.164 4.458( 3.802| 3.802
Pro - 4.24Q 2.007] 2.007| 1.879| 1.879] 2.431| 2.431
Lys(X5) | 8.097| 4.141] 1.676| 1.676] 1.566] 1.566] 1.368| 1.368| 3.052| 3.052| ¢=1.218
Met 8.159| 4.733] 1.882| 1.882| 2.535| 2.535] - - 2.005
Pro - 4.214 2.006] 2.006| 1.882| 1.882| 2.384] 2.384
Glu 8.717| 4.293] 2.033| 1.895| 2.457| 2.457
Asn 8.517] 4.646| 2.733] 2.694]| - - 7.806
Leu 8.229| 4.744| 1.517] 1.641] 1.517| - 0.814] 0.814

Tabelle 7.3-35: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten @bn

AS NH a B B % Y 0 o € € andere
Protonen
Ala - 1.115
Arg 8.561] 4.298| 1.711| 1.711| 1.569] 1.569| 3.144| 3.144| 7.504
Leu 8.337] 4.363| 1.501| 1.552| 1.472 0.839] 0.839
Arg 8.382]| 4.331] 1.726| 1.726| 1.549] 1.549] 3.136| 3.136
Arg 8.380] 4.331] 1.731| 1.731| 1.557] 1.557] 3.138| 3.138
Thr 8.171| 4.255] 4.106] - 1.125
Glu 8.276| 4.331| 2.046| 1.881| 2.378| 2.378
Lys(X5) | 8.272]| 4.230] 1.651| 1.651| 1.407| 1.407| 1.245| 1.245| 2.924| 2.924| (=1.197
Val 8.087] 4.373] 2.042| - 0.895] 0.895
Pro - 4.372 2.373] 2.373| 1.887| 1.887| 3.784] 3.784
Ser 8.244 4.343| 3.807| 3.807
Asp 8.391] 4.713| 2.901| 2.821
lle 7.890] 4.096] 1.811| - 1.114| 1.389| 0.807 y’=0.807
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Tabelle 7.3-36: Auflistung der chemischen Versalmegen innerhalb der Spinsysteme der
einzelnen Aminosaureseitenketten @én

AS NH a B B % Y 0 o € € andere
Protonen
Leu - 3.949| 1.596| 1.668| 1.596] - 0.863| 0.863
Leu 8.586| 4.336| 1.502| 1.558] 1.502] - 0.826] 0.826
Asn 8.503] 4.609( 2.691] 2.691] - - 7.229| 7.229
Lys 8.286| 4.241| 1.754| 1.754] 1.606| 1.606] 1.332| 1.332| 3.103| 3.103
Arg 8.240] 4.253| 1.711| 1.711| 1.547]| 1.547| 3.149| 3.149| 7.425
Arg 8.320] 4.255] 1.708| 1.708| 1.574] 1.574] 3.135| 3.135| 7.422
Gly 8.323] 4.268] 3.873| 3.873
Lys(X5) | 7.871]| 4.370] 1.667| 1.667| 1.575| 1.575] 1.382| 1.382| 3.046| 3.046| (=1.225
Val 8.033] 3.997] 1.733| - 0.831] 0.831
Pro - 4.314 1.781]1.781| 1.718| 1.718] 3.125] 3.125
lle 8.109] 4.226] 1.674| - 1.222| 1.375( 0.814 y’'=0.841
Leu 8.250] 4.333| 1.551| 1.731] 1.551] - 0.812] 0.812
Arg 8.332| 4.217| 1.714| 1.714| 1.588] 1.588| 3.141| 3.141| 7.476

Tabelle 7.3-37: Auflistung der chemischen Versalmegen
einzelnen Aminosaureseitenketten @6n

innerhalb der Spinsysteme der

AS NH a B B % Y 0 o € € andere
Protonen
Ser - 4.144 3.927| 3.927
Gly 8.622] 3.931| 3.931
Leu 8.175| 4.232| 1.482| 1.648] 1.482| - 0.816] 0.816
Tyr 8.474] 4.625| 2.647| 2.823| - - 7.316]| - 6.173
Arg 8.054] 4.246] 1.628| 1.628| 1.456] 1.456] 3.059| 3.059| 6.541
Ser 8.159 4.484| 3.783| 3.783
Pro - 4.55( 1.685| 1.685| 1.491| 1.491| 3.785] 3.785
Lys(X5) | 8.127]| 4.776] 1.712| 1.712] 1.561| 1.561] 1.331| 1.331| 3.070] 3.070| ¢=1.125
Phe 8.17( 4.485] 2.885| 2.885| - - 7471 7.471| 7.471]| 7.471) 7.471
Pro - 4.781 1.622]| 1.622| 1.461| 1.461| 3.782| 3.782
Glu 8.327| 4.273] 1.887| 2.036| 2.425] 2.425
Asn 8.130] 4.775| 2.843| 3.058
Leu 8.298| 4.266| 1.501| 1.662| 1.501| - 0.803] 0.803

156



Experimenteller Teil

Tabelle 7.3-38: Auflistung der chemischen Versalmegen
einzelnen Aminosaureseitenketten 68n

innerhalb der Spinsysteme der

AS NH a B B % Y 0 o € € andere
Protonen
Ser - 4.157 3.815| 3.815
Gly 8.625| 3.933] 3.933
Leu 8.133| 4.224| 1.522] 1.619] 1.522] - 0.787] 0.787
Tyr 8.431]| 4.637| 2.696| 2.781| - - 6.264| - 5.758
Lys 8.111| 4.431| 1.728] 1.728| 1.612| 1.612| 1.532| 1.532| 3.124| 3.124
Arg 8.149| 4.473] 1.612| 1.612| 1.503] 1.503| 2.889| 2.889] 7.195
Pro - 4.239 1.593| 1.593| 1.485| 1.485] 3.997| 3.997
Lys(X5) | 8.051| 4.163] 1.672| 1.672]| 1.563| 1.563] 1.309| 1.309| 2.884| 2.884| (=1.186
Phe 8.149 4.473| 2.884| 2.884| - - 7.214( 7.214| 7.214] 7.214| (=7.214
Pro - 4.232 1.589] 1.589] 1.482| 1.482| 3.994] 3.994
Glu 8.330| 4.261| 1.904| 1.904| 2.032| 2.032| 2.426| 2.426
Asn 7.985| 4.853| 2.819] 3.076] - - 7.203| 7.203
Leu 8.182] 4.229| 1.503| 1.628] 1.503| - 0.806] 0.806
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7.4 Molecular modelling

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgefihrtelecular modellingstudien wurden mit der
Software Sybyl 7.5 der Firma Tripos durchgefthrie Bechnologische Basis hierfir stellten
workstationsder Firma HP mit Linux Red Hat als Betriebssystdar. Als strukturelle
Grundlage fur diese Arbeiten dienten die von Makaolel et al. vertffentlichen
Kristallstrukturen demicrotubule affinity regulating kinasgHAK und 1Y8G. Die Strukturen
wurden unter Zuhilfenahme desiructure-preparation-toolsund desprotein-composition-
toolsUberarbeitet, korrigiert und optimiert (siehe 4)3.1

7.4.1 Docking-Experimente

Um die optimalen Positionen der Substrate innertdatbBindungskavitat zu ermitteln, wurde
die programminternelockingRoutine Flexidock verwendet. Da keine Kristallgtor mit
gebundenem Inhibitormolekdl vorlag, wurden die Bineen analog gebauter Kinasen mit der
in Sybyl integrierten RoutinsitelD find pocketsintersucht. Die Parameter der Such-Routine
wurden so optimiert, dass in allen vorhandenenk8tran der Kinasen AURORA, GSK3 und
PKA der Ort des cokristallisierten ATP-Analogonghtig identifiziert wurde. Dieses
Vorgehen fihrte zu einer eindeutigen Zuordnung datsprechenden Bindungstasche
innerhalb der Struktur von MARK.

Tabelle 7.4-1: Parameter fur die ldentifizierungr d&TP-Bindungstasche, die sowohl die
eindeutige Position des gebundenen Molekils int&ls$rukturen analoger Kinasen korrekt
vorhersagen als auch eine einzige Kavitat in der RHAStruktur als Nukleotid-
Bindungstasche vorschlagen.

Parameter Wert

Minimale Konkavitat 3 (0-10)

Minimale Groél3e der Tasche 8 Solvensspharen
Sphérengrole jedes Solvensmolekiils 8.0 A

Minimale Zahl der benachbarten Schweratome 75

Distanz neben benachbarten Clusteratomen 3.0A

Van der Waals Skalierungsfaktor fir Solvensmolek|il@8
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Als Basis fiir daslockingdiente die Kristallstruktur 2HAK, aus der die Arogéuren Lys°

bis Pré** entfernt wurden. Dieser Abschnitt entspricht demidosauren der regulatorische
Schleife, die in der Struktur 1Y8&ufgrund seiner Flexibilitat nicht aufgelést werdemnte
(siehe 7.4.2). Anschliel3end wurde ATP in divergeresrichtungen und unterschiedlichen
Positionen in die entsprechende Kavitat gedocke @nergetisch gunstigste resultierende
Struktur wurde verwendet, um nach dem gleichen iBehdas Peptid in die optimale Position
zu bringen. Die Geometrie der Kinase schrankt deleeZzahl der moglichen Ausrichtungen
der Peptidkette ein. Eine weitere Restriktion ist Batsache, dass dgg’hosphat des ATPs
und das zu phosphorylierende Serin sich in raumtittéhe zueinander befinden missen. Die
Ergebnisse desdockings lassen ausreichend Raum in der Bindungstasche, dien

Aminosauren der regulatorischen Schleife aufzunehme

7.4.2 Modelle fir die regulatorische Schleife

Es sind keine Daten uber die Lokalisation der raguische Schleife von MARK im aktiven
Zustand vorhanden. Daher ist eine auf der Krigtaksur beruhende exakte Beschreibung der
Bindungskavitat demicrotubule affinity regulating kinasgcht moglich.

Die  RoOntgenkristallstrukturen  von  MARK  bestehen au®imeren, deren
Dimerisierungsdoméne in erster Linie aus dem reguszhenloop besteht. Dies fuhrt dazu,
dass die Schleife vom Dimerisierungspartner in alds/e Zentrum zurlckgefaltet wird und
eine inaktive Form des Proteins in der Kristallstom vorliegt. Fir diedockingStudien
wurde der Bereich Ly& bis Pré™* aus der Struktur 2HAK entfernt, um mit einer
zuganglicherbinding sitearbeiten zu kdnnen.

Der umschlossene Hohlraum in der Kavitat ist sebRgda die entsprechenden Aminoséuren
der Schleife nicht vorhanden sind. Um ein Modetlegiaktiven Kinase zu entwickeln, wurde
die aus dendockingStudien resultierende Anordnung von Protein, ATRd uPeptid
verwendet. Die einzelnen Aminosauren der reguktben Schleife (LyS® bis Pré'%
wurden manuell nacheinander in das Modell eingefégsgerichtet und optimiert. Dabei
wurde darauf geachtet, dass der so entstehendau¥/ddr Schleife dem aus anderen Kinasen
mit bekannter Struktur wie AURORA folgt. DigockingStudien haben gezeigt, dass der
dafur bendtigte Freiraum im Inneren der Kavitatedesn ist. Auf diese Art und Weise wurden
3 verschiedene Modelle erzeugt, die einen Vorsctitagtellen, wie sich das inaktive Enzym
Offnet und die regulatorische Schleife sich immeiter aus dem Protein herausfaltet.
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7.4.3 Design potentieller Inhibitoren

Die aus den in den Kapiteln 7.4.1 und 7.4.2 erléeneArbeiten hervorgegangene Geometrie
der Bindungskavitat wurde verwendet, um einen pédien Inhibitor zu entwerfen. Dieser
soll eine optimierte Peptidsequenz, ein korrekigatishtetes Adenin und einen beide Teile
miteinander verbindenddimker besitzen. Neben der richtigen Lange tekers spielt auch
die Flexibilitdt der Struktur eine wichtige RollBiir 3 verschiedene Strukturen wurde ein
Syntheseplan erarbeitet und umgesetzt (siehe 4rigl4l.4).

Die in Abbildung 7.4-1 dargestellten Aminosauremgietten wurden in das MARK-Modell 1

eingepflegt und die dazugehoérigen Bindungseneiggeachnet.

N O OR
H,N = 0
N\/\)J\ K
13//%/ N/\/\*“ NHFmoc
\;N 17

H,N Nb\ o
/ N\, N N\/\/'HJ\

\=N 0 NHFmoc
H,N Nﬁ 0
N~ ~N
N/ b 27 Y "HJ\OH
\=N O  NHFmoc
N
H,N >\ NHFmoc
7 NN~ N OR
N
\=N 28 o) 0
H,N Nb\ O  NHFmoc
7N N\/\/\/\N OH
N 32
\;N O
N
H,N = 0 0
N o~ )J\/
7N o3 N "HJ\OH
N\=N NHFmoc

Abbildung 7.4-1: Strukturformeln der unterschiedba Aminosaureanaloga, die Uber
verschiedene linker mit unterschiedlicher Lange ééstand zwischen Peptid und dem N9
von Adenin Uberbriicken. Die Nummerierung basieft dan in den nachsten Abschnitten
erlauterten Syntheserouten.
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Tabelle 7.4.2 gibt resultierenden Bindungsenergilem sechs unterschiedlichen in die
Sequenz SKIGX eingefiigten inhibitorischen Aminosauran, die Sé&% in den
inhibitorischen Peptiden substituieren (die entspeaden Strukturen sind in Abbildung 7.4-1
dargestellt). Die Divergenz der Werte ist geringher passen alle Strukturen zu den
modellierten Kinasemodellen. Lediglidlé scheint zu kurz zu sein, um den Abstand zwischen
den beiden Teilen des Pharmakophors zu tberbriicken.

Tabelle 7.4-2: Liste der unterschiedlichen Bindwergsgien in Modell 1 von MARK. Die
direkten Abstande zwischerr@er theoretisch zu phosphorylierenden Aminosaumc: dem
N9 des Adenins variieren nach dem Optimieren inBledungstasche geringflgig.

Molekdl Energie Distanz
[kcal/mol] [A]
6 -44.8 12.3
12 -47.6 13.1
16 -46.2 10.6
17 -44.2 12.3
21 -46.6 12.2
22 -47.7 12.9
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7.5 Synthese der inhibitorischen Bausteine

7.5.1 Synthese von 4-Brombutansaurebenzylester (12)

9 Ta
BTM 6
3 1 O 5 8a
7b 8b
MWG: 257.13 g/mol 8¢
C11H13BrO2

Die Synthese wurde in einer leicht modifiziertenrieate zu einer literaturbekannten
Synthese durchgefiihrt? 4-Brombutansaure (8.9 g, 53 mmol) und DMAP (0,78.8 mmol)
wurden in THF (35 mL) gel6st. Bei 0 °C wurden Bea#igohol (7.2 ml, 66 mmol) und DIC
(8.4 mL, 54 mmol) in THF unter Schutzgas dazugegeli®ie klare Lésung wurde 30
Minuten bei Raumtemperatur und anschliel3end UbehtNgeruhrt. Nach Zugabe von 25 mL
dest. HO wurden die Losungsmittel entfernt und der velddiee Rickstand in EE{D 1:1
(je 100 mL) aufgenommen. Die organische Phase wdrdienal mit je 50 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen. Die wegteim organischen Phasen wurden
vom Losungsmittel befreit und das erhaltene Rohgkbdaulenchromatographisch gereinigt
(EE/Hexan 1:3).

Charakterisierung:

farbloses Ol

Ri-Wert: 0.85 (EE/Hexan 1:1)

Ausbeute: 6.5 g (25 mmol, 47 % bezogen auf 4-Brdarsiure)

'H-NMR (500 MHz, CDCJ): & [ppm] = 7.41 - 7.36 (m, 5H7, H8); 5.12 (s, 2HH5); 3.48
(t, *Juans = 6.8 Hz, 2H,H4); 2.58 (t,%Jom3 = 7.1 Hz, 2H,H2); 2.28 (tt,3Jusns = 6.8 Hz,

3J4ar2 = 7.1 Hz H3).

13C (126 MHz, CDCJ): 3 [pm] = 144.1 C6); 129.4 — 128.2G7, C8); 68.4 (C6); 47.5 CA);
36.6 C2); 34.0 C3).
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7.5.2 Synthese von 4-(6’-Aminopurin-9’-yl)-butansdu  rebenzylester (13)

8a

\i@ .
g 3 1 0.5 8c
JN D O

N 4-4 o 7b
5' / \N
HN g N/Jz-

MWG: 311.35 g/mol
C16H17N502

Analog zu einer literaturbekannten Vorschrift wudide selektive Alkylierung von Adenin an
N9 durchgefuihrt® Adenin (3.0 g, 22.2 mmol) und Natriumhydrid (0,g%iner 60 %igen
Dispersion in Mineral6l, 21 mmol) wurden in 30 mIMP suspendiert und 10 Minuten mit
Ultraschall behandelt. Die farblose Suspension wiiid 2 Stunden bei 100 °C gerihrt. Nach
Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde 4-Brombutansamayester 12, 6.5 g, 25.3 mmol) in
15 mL DMF hinzugegeben. Nach einer Reaktionszeit 48 Stunden bei Raumtemperatur
wurde das Losungsmittel entfernt. Verbliebenes Diirde mittels Codestillation mit Toluol
extrahiert. Das erhaltene Rohprodukt wurde saulemcatographisch gereinigt (DCM/MeOH
4:1).

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Ri-Wert: 0.5 (DCM/EtOH 4:1)

Ausbeute: 4.14 g (13.3 mmol, 60 % bezogen auf 4rBrtanséaurebenzylestdr?))

'H-NMR (400 MHz, CDC4): & [ppm] = 8.36 (s, 1HH2); 7.81 (s, 1HH8'); 7.43 - 7.32 (m,
5H, H7, H8); 5.98 (bs, 2HNH2); 5.14 (s, 2HH5); 4.30 (t,%Juans = 7.1 Hz, 1HH4); 2.42 (t,

3Juoms = 6.9 Hz, 2HH2); 2.27 (tt,*Jusna = 7.1 Hz,2Jusnz = 6.9 Hz, 2HH3).

13C (100 MHz, CDGJ): & [ppm] = 159.2 C6'); 152.5 C2'); 141.2 C4’); 129.2 C8a, C80);
128.9 C7a, 7b, C8b); 128.7 C5'); 67.1 C5); 43.4 C4); 31.3 C2); 25.6 C3).
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7.5.3 Synthese von 4-[( N, N-Di-(tert-butyloxycarbonyl)-(6’-aminopurin-9’-yl)]-
butansaurebenzylester (14)

11 O

H—O%AGINZZ

0" o

4‘,

MWG: 497.56 g/mol
C25H31N506

P

5-(6’-Aminopurin-9’-yl)-butanséurebenzylestér3( 4.41 g, 13.3 mmol) und DMAP (181 mg,
1.36 mmol) wurden in THF (10 mL) geldst und anss®éind mit Ditert-butyldicarbonat
(6.4 mL, 30 mmol) versetzt. Nach einer Reaktiortszen 18 Stunden bei Raumtemperatur
wurde das Losungsmittel entfernt und das Rohprodédkienchromatographisch gereinigt
(EE/Hexan 1:1 — 1:0).

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Ri-Wert: 0.62 (EE)

Ausbeute: 6.2 g (12.5 mmol, 94 % bezogen auf SA{@inopurin-9’-yl)-pentansaure-
benzylester13))

'H-NMR (400 MHz, CDC}): & [ppm] = 8.86 (s, 1HC2’); 8.20 (s, 1HH8'); 7.41 - 7.34 (m,
5H, H7, H8); 5.15 (s, 2HH5); 4.39 (t,3Jans = 7.0 Hz, 2HHA4); 2.44 (t,*J4ons = 6.8 Hz, 2H,
H2); 2.30 (tt,*Jnsna = 7.0 Hz, *Jusnz = 6.8 Hz H3); 1.48 (s, 18HH11).

13C (100 MHz, CDG): & [ppm] = 172.5 C1); 153.7 C6'); 152.8 C2'); 152.6 C9); 150.8

(C4'); 150.5 C6); 145.0 C8'); 128.1 C8a, C8Q); 127.5 C7a, C7b, C8b); 84.5 C10); 67.1
(C5); 43.8 C4); 31.2 C2); 28.1 C11); 25.8 C3).
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7.5.4 Synthese von 4-[ (N, N-Di-(tert-butyloxycarbonyl)-(6’-aminopurin-9’-yl)]-
butanséaure (15)

4
0] O
o] Moy
O 5 /J
7 2

MWG: 421.46 g/mol
C19H27N506

4-[(N,N-Di-(tert-butyloxycarbonyl)-(6’-aminopurin-9’-yl)]- butansébenzylesterl, 6.2 g,

12.5 mmol) wurden in 60 mL abs. Methanol gelost andchlieRend 150 mg Palladium auf
Aktivkohle (10 %ig) hinzugegeben. Das Reaktionsgemiwurde 120 Stunden unter einer
Wasserstoffatmosphare gerthrt und die ReaktionTp€r verfolgt. Das Produkt wurde tber

Kieselgel filtriert und sdulenchromatographischegeigt (EE/PE 3:1).

Charakterisierung:

gelbliches Ol

Ri-Wert: 0.62 (EE)

Ausbeute: 4.8 g (11.4 mmol, 91 % bezogen aufNIN{Di-(tert-butyloxycarbonyl)-(6’-

aminopurin-9’-yl)]- butansaurebenzylestér))
'H-NMR (400 MHz, CDC}): & [ppm] = 8.86 (s, 1HH2'); 8.19 (s, 1H,H8'); 4.43 (t,
33uara = 7.1 Hz,HA); 2.46 (t,3Juons = 7.0 Hz,H2); 2.31 (tt,*Jngna = 7.1 Hz,33ham2 = 7.0 Hz,

H3); 1.48 (s, 18HH7).

13C (126 MHz, CDGJ): & [ppm] = 163.2 C1); 156.6 C5); 155.7 C6'); 155.2 C2'); 150.15
(C4); 143.3 £8'); 127.3 C5'); 77.8 C7); 44.1 C4); 39.0 C2); 36.9 C3); 31.9 C7).
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7.5.5 Synthese von 5-Brompentansaurebenzylester (18 )

(0]
/\4/\2)J\ B
Br' s 3 1 O/(S\(j %a
8b " 9b
MWG: 271.16 g/mol 9c

C11H15BroO2

Die Synthese wurde in einer leicht modifiziertenrigate zu einer literaturbekannten
Synthese durchgefiihtt® 5-Brompentansaure (5.0 g, 28 mmol) und DMAP (Q,3.8 mmol)
wurden in THF geldst. Bei 0 °C wurden Benzylalkof®l2 ml, 31.4 mmol) und DIC (4.3
mL, 26 mmol) in THF unter Schutzgas dazugegebea kidire Losung wurde 30 Minuten bei
Raumtemperatur und anschlieRend tUber Nacht gefiadh Zugabe von 10 mL dest,®
wurden die Losungsmittel entfernt und der verblrebRuickstand in EEA®D 1:1 (je 100 mL)
aufgenommen. Die organische Phase wurde dreimal jait 50 mL gesattigter
Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen. Die vegteim organischen Phasen wurden
vom Losungsmittel befreit und das erhaltene Rohygkbdaulenchromatographisch gereinigt
(EE/Hexan 1:9).

Charakterisierung:

farbloses Ol

R+-Wert: 0.6 (EE/Hexan 1:9)

Ausbeute: 4.52 g (16.7 mmol, 60 % bezogen auf Sripentansaure)

'H-NMR (400 MHz, CDCJ): & [ppm] = 7.39 - 7.32 (m, 5HH8, H9); 5.12 (s, 2HHS6); 3.40
(t, 3Jun = 6.5 Hz, 2HH5); 2.40 (t,%Ju = Hz, 2H,H2), 1.93 — 1.87 (m, 2H-4); 1.84 — 1.78

(m, 2H,H3).

13C (100 MHz, CDGJ): & [pm] = 173.4 C1); 136.5 C7); 129.0 C9a, C90); 128.7 C9b);
128.6 C8); 66.7 C6): 33.6 C5); 33.4 C2); 33.3 C4); 23.9 C3).
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7.5.6 Synthese von 5-(6’-Aminopurin-9’-yl)-pentansa  urebenzylester (19)

(@]
8 /\él/\z)J\ 7 ga
/N5 0076 %a
N &
5/ \N 8b 9b
9c
H,N™ ¢ N/Jz'
MWG: 325.37 g/mol
C17H19N502

Analog zu einer literaturbekannten Vorschrift wudide selektive Alkylierung von Adenin an
N9 durchgefiihrt®® Adenin (2.25 g, 16.7 mmol) und Natriumhydrid (0@4iner 60 %igen
Dispersion in Mineral6l, 16 mmol) wurden in 40 mIMP suspendiert und 10 Minuten mit
Ultraschall behandelt. Die farblose Suspension wiiid 2 Stunden bei 100 °C gerihrt. Nach
Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde 5-Brompentangé@mazylesteri8, 4.52 g, 16.7 mmol)
in 20 mL DMF hinzugegeben. Nach einer Reaktionsamit 48 Stunden bei Raumtemperatur
wurde das Losungsmittel entfernt. Verbliebenes DMiFde mittels Codestillation mit Toluol
extrahiert. Das erhaltene Rohprodukt wurde satkemsatographisch gereinigt
(DCM/MeOH 9:1).

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Ri-Wert: 0.44 (DCM/MeOH 9:1)

Ausbeute: 3.25 g (9.99 mmol, 60 % bezogen auf SApentansaurebenzylestés))

'H-NMR (400 MHz, CDC3): & [ppm] = 8.36 (s, 1HH2'); 7.76 (s, 1HHS'"); 7.38 - 7.30
(m, 5H,H8,H9); 5.68 (bs, 2HNH2): 5.11 (s, 2HH6); 4.20 (t,3Jun = 7.2 Hz, 2HH5); 2.42
(t, 3Jun = 7.2 Hz, 2HH2); 1.97 - 1.91 (m, 2H4); 1.73 — 1.67 (m, 2H3).

3C (100 MHz, CDGJ): & [ppm] = 173.0 C1); 155.9 C6’); 155.3 C4'); 153.4 C3'); 140.7

(C7); 136.2 C8'); 128.7 C9a, C9¢); 128.6 B4, 8b, 9b); 113.8 C5'); 66.8 C6); 63.6 C5);
43.9 C2); 28.8 C4); 22.4 C3).
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7.5.7 Synthese von 5-[( N, N-Di-(tert-Butyloxycarbonyl)-(6’-aminopurin-9’-yl)]-
pentansaurebenzylester (20)

Q 8
g /\A/\Z)J\ Y § 9
/N5 3 1 06 a

4
12 )CL ﬁN
11 | /Jz, 9c

MWG: 525.61 g/mol
C27H35N506

5-(6’-Aminopurin-9’-yl)-pentansaurebenzylestel9( 500 mg, 1.54 mmol) und DMAP
(21 mg, 0.17 mmol) wurden in THF (10 mL) gel6st uadschlielend mit Diert-

butyldicarbonat (1.6 mL, 7.5 mmol) versetzt. Naahmee Reaktionszeit von 18 Stunden bei
Raumtemperatur  wurde das LoOsungsmittel entfernt umdhas  Rohprodukt

saulenchromatographisch gereinigt (EE/Hexan 1:D}- 1

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Ri-Wert: 0.44 (DCM/MeOH 9:1)

Ausbeute: 780 mg (1.48 mmol, 96 % bezogen auf BA(Binopurin-9’-yl)-pentansaure-
benzylester19))

'H-NMR (400 MHz, CDC4): & [ppm] = 8.85 (s, 1HH2'); 8.04 (s, 1HHS'); 7.38 — 7.30 (m,
5H, H8, H9); 5.11 (s, 2HH6); 4.28 (t,%Jun = 7.2 Hz, 2HH5); 2.43 (1,33 = 7.2 Hz, 2H,
H2); 2.00 — 1.94 (m, 2H:14); 1.74 — 1.68 (m, 2HH3); 1.45 (s, 18HH12).

3C (100 MHz, CDGJ): & [ppm] = 173.2 C1); 156.2 C6'); 152.5 C2’); 150.8 €10); 150.7

(C4); 144.9 C8'); 129.0 C9a, C90); 128.7 8a, 8b, 9b); 100.2 C5); 84.2 C11); 66.8 C7);
44.3 C5); 33.8 C2); 29.7 C4); 28.2 C12); 22.3 C3).
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7.5.8 Synthese von 5-[( N, N-Di-(tert-Butyloxycarbonyl)-(6’-aminopurin-9’-yl)]-
pentansaure (21)

O
e w
/N5 3 1 OH
o N 2
+8 O 6N R N/Jz.
PN
0" o

4‘,

MWG: 435.48 g/mol
C20H29N506

5-[(N, N-Di-(tert-Butyloxycarbonyl)-(6’-aminopurin-9’-yl)]-pentanséebenzylester0, 1.5 g
3.6 mmol) wurden in 60 mL abs. Methanol geldst amdchlieRend 15 mg Palladium auf
Aktivkohle (10 %ig) hinzugegeben. Das Reaktionsgemiwurde 120 Stunden unter einer
Wasserstoffatmosphare (1.5 bar) gerthrt und diekteaper DLC verfolgt. Das Produkt
wurde Uber Kieselgel filtriert und saulenchromasgarisch gereinigt (EE/PE 3:1).

Charakterisierung:

gelbliches Ol

Ri-Wert: 0.62 (EE)

Ausbeute: 1.41 g (3.2 mmol, 89 % bezogen aufNgNfEDi-(tert-Butyloxycarbonyl)-(6'-

aminopurin-9’-yl)]-pentansaurebenzylest2))

'H-NMR (400 MHz, CDCJ): 8.89 (s, 1HH2'); 8.28 (s, 1HH8'); 4.35 (t,3J4ss = 6.9 Hz,
H5); 2.42 (t,2Juons = 6.8 Hz,H2); 2.09 - 2.01 (m, 2HH3); 1.76 - 1.68 (m, 2HH4); 1.47 (s,
18H, H8)

13C (126 MHz, CDGJ): & [ppm] = 177.8 C1); 153.9 C6); 153.6 C6’); 152.6 C2'); 150.8

(C4'); 145.2 C8); 129.2 C5'); 100.6 C5); 84.5 C7); 59.3 C5); 44.3 C2); 33.5 C4); 22.3
(C3).
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7.5.9 Synthese von Ng-Fluorenylmethyloxycarbonyl-  Ng-(4-[N, N-di-(tert-
butyloxycarbonyl)-(6’-aminopurin-9’-yl  )]-butylcarbonyl )-L-
lysinbenzylester (16)

WM@

o]

4‘,

MWG: 862.00 g/mol
C47H55N709

TBTU (2.26 g, 7.95 mmol) wurde in DMF gel6st undt ®IPEA (1320 pL, 8.94 mmol)
versetzt. Diese Losung wurde umgehend zu Fluorestiipioxycarbonyl-Lysin-benzylester
(35, 2.25 g, 4.91 mmol) in DMF gegeben. AnschlieReridigte die Zugabe von 44(N-Di-
(tert-butyloxycarbonyl)-(6’-aminopurin-9’-yl)]- butanséebenzylesterl, 1.4 g, 3.3 mmol).
Nachdem die Reaktionslosung 18 Stunden bei Raunetertys gerthrt wurde, erfolgte die
Entfernung des Losungsmittels. Verbliebene Reste MF wurden mittels Codestillation
mit Toluol entfernt. Die Aufreinigung des Rohprodes erfolgte saulenchromatographisch
(PE/EE 1:15 - 1:10).

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Zersetzungstemperatur: 96 — 99 °C

Drehwert (CHGY): [0]2o” = -2.9°

Ri-Wert: 0.3 (EE)

Ausbeute: 1.78 g (2.1 mmol, 64 % bezogen aufNIN{Di-(tert-butyloxycarbonyl)-(6’-
aminopurin-9’-yl)]- butansaurebenzylestéf))
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'H-NMR (400 MHz, CDCY): 8.83 (s, 1HHZ2"); 8.18 (s, 1HH8"); 7.75 (d,*Juanp = 7.5 Hz,
2H, Ha); 7.59 (d,3Juena = 6.0 Hz, 2HHe); 7.38 (d,°Juche = 7.4 Hz,3Jhcha = 7.4 Hz, 2H,
Hc); 7.34 - 7.28 (m, 7HHd, Hn, Ho, Hp); 6.03 (t,%Jyuene = 5.0 Hz, 1H,NHg); 5.51 (d,
$JhiHa = 8,1 Hz, THHj); 5.18 (dd,*Jun = 12.2 Hz, 2HHI); 4.43 - 4.30 (m, 5HHh, Ha,

H4); 4.21 (t,°Jngun = 7.01 Hz, 1HHQ); 3.21 (dd, Jnenmie = 5.9,°Iers = 5.9, 2H He); 2.23 -
2.14 (m, 2HH3); 2.12 (t,33213 = 6.3 Hz, 2HH2); 1.91 - 1.84 (m, 1HBa); 1.76 - 1.65 (m,
1H, HBb); 1.58 - 1.49 (M, 2HH3); 1.45 (s, 18HH7); 1.41 1.33 (m, 2HHY).

13C (126 MHz, CDGJ): & [ppm] = 172.44C1); 171.5 Ck), 156.4 Ci); 153.6 C5); 152.1
(C2'); 151.8 C6'); 150.46 C4’); 144.1 Cf); 143.7 Ca) 141.1 Cm); 135.4 C8'); 128.8
(Co); 128.7 Cb); 128.5 Ce); 127.9 Cc); 127.3 Cd); 125.3 Cn); 125.2 Cc); 120.1 C5’);
84.1 (C6); 67.4 Cl); 67.2 Ch); 53.5 (Cg); 47.2 Ca); 43.5.0 C4); 39.2 Ce); 32.8 C2);
32.3 CP); 29.0 Cd); 27.9 C7); 26.1 €3); 22.6 Cy,).

7.5.10 Synthese von Ng-Fluorenylmethyloxycarbonyl-  Ng-(4-[N, N-di-(tert-
butyloxycarbonyl)-(6’-aminopurin-9'-yl  )]-butylcarbonyl )-L-lysin (17)

O
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MWG: 771.88 g/mol
C40H49N709

Nq-FluorenylmethyloxycarbonyNe-(4-[N,  N-di-(tert-butyloxycarbonyl)-(6’-aminopurin-9’-
yD]-butylcarbonyl)+-lysinbenzylester16, 1.7 g, 2.0 mmol) wurde in 40 mL abs. Methanol
gelést und anschlieBend 150 mg Palladium auf Akt (10 %ig) hinzugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 100 Stunden unter einer &&teffatmosphére gerihrt und die
Reaktion per DLC verfolgt. Das Produkt wurde Uberied€lgel filtriert und
saulenchromatographisch gereinigt (EE/PE 6:1).
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Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Zersetzungstemperatur: 96 — 99 °C

Drehwert (CHGY): [a]2¢” = -2.9°

R+-Wert: 0.8 (MeOH)

Ausbeute: 1.4 g (1.9 mmol, 95 % bezogen agfANiorenylmethyloxycarbonyl-N(4-(di-
tert-butyloxy-carbonyl-aminopurin-9-yl)-butylcarbonyHysinbenzylester16))

'H-NMR (400 MHz, BO): 8.95 (s, 1HH2'); 8.64 (s, 1HH8'); 7.9 (d,*JnpHc = 7.51 Hz, 2H,
Hb); 7.78 (t,%3un = 9.7, 2H,He); 7.33 (t,*Jugre = 7.45, 3Jnanc = 7.45, 2H, Hd); 7.26 (t,
3Jncta = 7.45 *JucHb= 7.45, 2H,Hc); 4.58 - 4.41 (m, 4HHh, H4); 4.34 (t,3Jun = 6.92 Hz,
1H, Hg); 4.29 - 4.22 (m, 1HHa); 3.26 (t,3J44 = 6.6, 2H,He); 2.35 - 2.30 (M, 4HH2, H3);

2.05-1.91 (m, 1HHpBa); 1.83 - 1.74 (m, 1HBb); 1.44 - 1.37 (m, 20H15, H7).

13C (126 MHz, RO): & [ppm] = 177.8 Ck); 168.5 C1); 154.0 Ci); 153.2 C5); 152.76
(C2'): 151.3 C4'); 145.9 Cf) 143.7 C8'); 139.9 Ca); 129.8 Ce); 129.2 Cb); 127.3 Cd);
127.2 Cc); 122.0 C5'); 86.3 C6); 69.0 Ch); 49.5 Ca); 46.77 Cg); 45.9 CA4); 41.2 Ce);
34.7 C2); 33.5 CP); 30.9 C3); 29.1 C7); 27.9 C3); 25.4 Cy).

172



Experimenteller Teil

7.5.11 Synthese von Ng-Fluorenylmethyloxycarbonyl-  Ng-(5-[N, N-di-(tert-
butyloxycarbonyl)-(6’-aminopurin-9’-yl)-pentylcarbo nyl-L-
lysinbenzylester (22)

O
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MWG: 876.03 g/mol
C48H57N709

TBTU (2.25 g, 7.95 mmol) wurde in DMF gel6st undt ®IPEA (1320 pL, 8.94 mmol)
versetzt. Diese Losung wurde umgehend zu Fluorestiipioxycarbonyl-Lysin-benzylester
(35, 2.25 g, 4.91 mmol) in DMF gegeben. Anschlieeriolgte die Zugabe von 54, N-Di-
(tert-Butyloxycarbonyl)-(6’-aminopurin-9’-yl)]-pentanséal 21, 1.5 g, 3.4 mmol). Nachdem
die Reaktionslésung 18 Stunden bei Raumtemperatithg wurde, erfolgte die Entfernung
des Ldsungsmittels. Verbliebene Reste von DMF wunattels Codestillation mit Toluol
entfernt. Die Aufreinigung des Rohproduktes erfelgdulenchromatographisch (PE/EE
1:15 - 1:10).

Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Zersetzungstemperatur: 92-96 °C

Drehwert (CHGY): [a]2¢° = -3.6°

Ri-Wert: 0.84 (MeOH/EE 1:1)

Ausbeute: 1.3 g (1.5 mmol, 44 % bezogen aufNpIN-Di-(tert-Butyloxycarbonyl)-(6'-
aminopurin-9’-yl)]-pentansaure())
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'H-NMR (400 MHz, CDCJ): 8.82 (s, 1HH2'); 8.03 (s, 1HHS8'); 7.74 (d.*Jun = 7.5 Hz, 2H,
Ha); 7.58 (m, 2HHe); 7.40 - 7.28 m, 9HHc, Hd, Hn, Ho, Hp); 5.65 (t,*Jnnere = 5.0 Hz,
1H, NHe); 5.55 (d,2Jja = 8.1 Hz, 1HH;j); 5.22 - 5.13 (m, 2H4l); 4.44 - 4.32 (m, 3H{a ,

Hh); 4.23 - 4.19 (m, 3HHg, H5); 3.19 - 3.14 (M, 2HHE); 2.12 (t,*J42n3 = 7.2 Hz, 2HH2);

1.93 - 1.82 (m, 2HH4); 1.74 - 1.61 (m, 4HH3, HB); 1.50 - 1.40 (m, 20H;18, H8); 1.37 -
1.25 (m, 2HHY).

13C (126 MHz, CDG)): & [ppm] = 172.1 C1); 172.0 CK); 156.0 Ci); 153.3 C6); 151.8
(C2'): 150.5 C4'); 150.2 (); 143.7¢f); 143.5 Ca); 141.1 C8); 135.1 Cm); 128.5 Co);
128.4 Ce); 128.2 Cb); 127.6 Cd); 129.9 Cp); 125.0 Cn); 124.9 Cc); 119.9 C5'); 83.6
(C7); 67.1 Cl); 66.9 Ch); 53.5 Cg); 47.0 Ca); 43.7 C5); 38.8 Ce); 35.3 C2); 32.0 CP);
29.2 C8); 28.7 C4); 27.7 C8); 22.4 C3); 22.2 Cy).

7.5.12 Synthese von Ng-Fluorenylmethyloxycarbonyl-  Ng-(5-[N, N-di-(tert-
butyloxycarbonyl)-(6’-aminopurin-9’-yl)-pentylcarbo nyl- L-lysin (23)
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MWG: 785.91 g/mol
C41H51IN709

Nq-FluorenylmethyloxycarbonyNe-(5-[N,  N-di-(tert-butyloxycarbonyl)-(6’-aminopurin-9’-
yh)-pentylcarbonylt-lysinbenzylester32, 1.3 g, 1.5 mmol) wurde in 40 mL abs. Methanol
gelést und anschlieBend 150 mg Palladium auf Akt (10 %ig) hinzugegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 100 Stunden unter einer &&ts$fatmosphére gerihrt und die
Reaktion per DLC verfolgt. Das Produkt wurde Uberied€lgel filtriert und
saulenchromatographisch gereinigt (EE/PE 5:1).
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Charakterisierung:

farbloser Feststoff

Zersetzungstemperatur: 93 — 97 °C

Drehwert (CHGY): [a].o° = -2.9°

Ri-Wert: 0.84 (MeOH/EE 1:1)

Ausbeute: 1.1 g (1.4 mmol, 95 % bezogenMyif-luorenylmethyloxycarbonyl-N(4-(di-tert-
butyloxy-carbonyl-aminopurin-9-yl)-pentyl-carbonydlysinbenzylester32))

'H-NMR (400 MHz, BO): 8.94 (s, 1HH2'); 8.64 (s, 1HHS8'); 7.89 (d,*Jupnc = 7.9 Hz, 2H,
Hb): 7.79 (t,*Jnena = 7.5, 2H,Ce); 7.48 (t,*Juy = 7.5 Hz, 2HCd); 7.41 (t,3Juy = 7.5 Hz, 2H,
Cc); 4.58 - 4.41 (m, 4HHh, H5); 4.34 (t,*Jugnn = 7.0 Hz, 1HHg); 4.30 - 4.22 (m, 1HH );
3.27 (1,334 = 6.6 Hz, 2HHe); 2.32 (1,334 = Hz, 2HH2); 2.12 - 1.91 (m, 3HH4, Hpa);
1.88 - 1.76 (m, 1HHPb); 1.76 - 1.66 (M, 2HH3); 1.66 1.58 (M, 2HHJ); 1.58 1.52 (m, 2H,
Hy); 1.49 (s, 18H(CS8).

13C (126 MHz, BO): & [ppm] = 176.39Cj); 167.2 £1)156.0 Ci); 154.0 C2'); 152.5 C6);
151.9 C6'); 149.28 C8'); 146.4 C4'); 146.15 Cf); 143.6 Cf); 131.1 Ca); 129.8 Ce);
129.2 Cb); 127.3 €d); 127.2 Cc); 121.9 C5’); 86.3 C7); 69.0 Ch); 49.5 Cg); 46.1 C5);
41.1 Ceg); 37.3 C2); 33.4 CP); 31.3 C&); 30.9 C4); 29.0 C8); 25.3 C3); 25.0 Cy).
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7.5.13 Synthese von 5-(6-Amino-purin-9-yl)-pentanni  tril (24)

A /\4/\2///N
7N

5 3 1

N 4
5 / N N
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MWG: 216.25 g/mol
C10H12N6

Unter Stickstoff wurden Adenin (3.2 g, 24 mmol) uNdtriumhydrid (0,92 g einer 60 %igen
Dispersion in Mineral6l, 24 mmol) in 60 mL abs. DMEIGst und 10 Minuten mit Ultraschall
behandelt. Die dickflissige Suspension wurde aredddhd fr 2 Stunden auf 100 °C erhitzt.
Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde 5-Brdengaitril (4.2 g, 26 mmol) in 6 mL
DMF hinzugegeben. Nach einer Reaktionszeit von #fid&n bei Raumtemperatur wurde
das Losungsmittel entfernt. Verbliebenes DMF wurddtels Codestillation mit Toluol
extrahiert. Das erhaltene Rohprodukt wurde saukemcatographisch gereinigt (DCM/MeOH
4:1).

Charakterisierung:

gelbliches Ol

Ri-Wert: 0.46 (DCM/EtOH 4:1)

Ausbeute: 2.9 g (14 mmol, 58 % bezogen auf Adenin)

'H-NMR (400 MHz, CDC}): 8.38 (s, 1HH2'); 8.27 (s, 1HH8'); 5.70 (bs, 2HNH,); 4.29
(t, 3Jusha = 6.9 Hz, 2HH5); 2.46 (t,°Jons = 7.1 Hz, 2HH2): 2.15 - 2.08 (m, 2HH4); 1.76 -

1.69 (m, 2HH3).

13C (126 MHz, CDGJ): & [ppm] = 155.1 C2'); 153.5 C6'); 147.5 C4); 140.1 C8'); 124.9
(C6’); 111.4 C1); 43.1 C5); 29.6 C4); 22.8 C3); 16.7 C2).
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7.5.14 Synthese von 5-[ N, N-Di-(tert-butyloxycarbonyl)-(6’-amino-purin-9’-yl)]-
pentannitril (25)
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MWG: 416.48 g/mol
C20H28N604

5-(6-Amino-purin-9-yl)-pentannitril 44, 2.9 g, 14 mmol) und Dimethylaminopyridin (540
mg, 4.4 mmol) wurden in THF (100 mL) geldst unddmie3end mit Ditert-butyldicarbonat
(7.8 mL, 35 mmol) versetzt. Nach einer Reaktiortszen 18 Stunden bei Raumtemperatur
wurde das Losungsmittel entfernt und das Rohprodédkienchromatographisch gereinigt
(EE).

Charakterisierung:

gelbliches Ol

Ri-Wert: 0.6 (EE)

Ausbeute: 5.6 g (13.4 mmol, 96 % bezogen auf 54f@d-purin-9-yl)-pentannitril Z4))

'H-NMR (400 MHz, CDCY): & [ppm] = 8.85 (s, 1HH2); 8.10 (s, 1HH8'); 4.35 (t,

SJusta = 7.1 Hz, 2H,H5); 2.44 (t,%Jons = 7.0 Hz, 2H,H2); 2.15 - 2.09 (m, 2HH4);
1.74 - 1.68 (m, 2HH3); 146 (s, 18HHS).
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7.5.15 Synthese von 5-[ N, N-Di-(tert-butyloxycarbonyl)-(6’-amino-purin-9’-yl)]-
pentanamin (26)
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MWG: 420.52 g/mol
C20H32N604

5-[N, N-Di-(tert-butyloxycarbonyl)-(6’-amino-purin-9’-yl}pentannitril 25, 2.0 g, 4.9 mmol)

wurde in 200 mL Ethanol geldst. Nickelchlorid(Ilekahydrat (2.4 g, 10 mmol) und
Natriumborhydrid (1.8 g, 47.5 mmol) wurden hinzugegn und 40 Minuten bei
Raumtemperatur gerihrt. AnschlieBend wurde vom étsmdhlag abfiltriert und das Filtrat
nach dem Aufnehmen in Dichlormethan mit Wasser gehen, Uber Natriumsulfat
getrocknet und eingeengt. Das erhaltene Rohprodulttde s&ulenchromatographisch
gereinigt (EE/DCM 9:1).

Charakterisierung:

gelbliches Ol

Ri-Wert: 0.4 (EE)

Ausbeute: 300 mg (0.713 mmol, 15 % bezogen aud, N-Di-(tert-butyloxycarbonyl)-(6’-
amino-purin-9’-yl)]-pentannitril 25))

'H-NMR (400 MHz, BO): & [ppm] = 8.58 (s, 1HH2'); 8.32 (s, 1HH8'); 4.33 (t,%Jun = 7.2,
2H, H5); 3.03 (t,34y = 6.8 2H,H1); 1.95 (m, 2HH4); 1.60 (s, 9HH8a); 1.51 (m, 2H2H);
1.42 (s, 9HH8b); 1.35 (m, 2HH3).

13C (126 MHz, RO): & [ppm] = 154.1 C2'); 153.5 C6); 152.3 C6'); 140.2 C4'); 140.8

(C8); 83.8 C7); 46.1 C5); 42.1 C1); 31.7 C2); 31.4 C4); 29.8 C8a); 29.5 (Bh); 25.8
(C2).
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7.5.16 Synthese von 6-(6’-Amino-purin-9’-yl)-hexann itril (29)
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MWG: 230.27 g/mol
C11H14N6

Unter Stickstoff wurden Adenin (2.5 g, 18 mmol) uNdtriumhydrid (0,7 g einer 60 %igen
Dispersion in Mineral6l, 18 mmol) in 60 mL abs. DMEIGst und 10 Minuten mit Ultraschall
behandelt. Die dickflissige Suspension wurde aredddhd fir 2 Stunden auf 100 °C erhitzt.
Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur wurde 6-Browheitril (3.5 mL, 20 mmol) in

6 mL DMF hinzugegeben. Nach einer Reaktionszeit #8nStunden bei Raumtemperatur
wurde das Losungsmittel entfernt. Verbliebenes DMiFde mittels Codestillation mit Toluol
extrahiert. Das erhaltene Rohprodukt wurde saukemeatographisch gereinigt (DCM/MeOH
4:1).

Charakterisierung:

gelbliches Ol

Ri-Wert: 0.46 (DCM/EtOH 4:1)

Ausbeute: 2.3 g (11 mmol, 61 % bezogen auf Adenin)

'H-NMR (400 MHz, CDCJ): *C (126 MHz, CDCJ): & [ppm] = 8.39 (s, 1HH2'); 7.83 (s,
1H, H8'); 5.70 (bs, 2HNH,); 4.29 (t,334n = 6.9, 2HH6); 2.46 (t,°Jun = 7.1, 2HH2); 2.15 -

2.07 (M, 2HH5); 1.76 - 1.68 (M, 2H3); 1.77 - 1.68 (M, 2HC4).

13C (126 MHz, BO): & [ppm] = 155.1 C2'); 153.1 C6'); 147.4 C4); 141.2 C8'); 124.8
(C6'); 111.4 C1); 55.4 C6); 43.1 C5); 29.2 C4); 22.4 C3); 16.7 C2).
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7.5.17 Synthese von 6-[ N, N-Di-(tert-butyloxycarbonyl)-(6’-amino-purin-9’-yl)]-
hexannitril (30)
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MWG: 430.51 g/mol
C21H30N604

6-(6’-Amino-purin-9’-yl)-hexannitril 29, 2.2 g, 9.6 mmol) und Dimethylaminopyridin (360
mg, 2.9 mmol) wurden in THF (100 mL) geldst unddnie3end mit Ditert-butyldicarbonat
(5.2 mL, 23 mmol) versetzt. Nach einer Reaktiortszen 18 Stunden bei Raumtemperatur
wurde das Losungsmittel entfernt und das Rohprodédkienchromatographisch gereinigt
(EE).

Charakterisierung:

gelbliches Ol

Ri-Wert: 0.6 (EE)

Ausbeute: 3.9 g (9.2 mmol, 96 % bezogen auf 6-(8rdApurin-9-yl)-hexannitril 29))

'H-NMR (400 MHz, CDCY): & [ppm] = 8.89 (s, 1HH2'); 8.40 (s, 1HH8'); 4.37 (t,°Juers =
7.3, 2H,H6): 2.39 (t,2Juorz = 6.9, 2HH2); 2.01 - 1.99 (M, 2H:45); 1.80 - 1.73 (M, 2HH3);
1.59 - 1.53 (m, 2HH4); 1.50 (s, 18HHO).

13C (126 MHz, DO): & [ppm] = 153.6 C7); 152.6 C2'); 152.5 C6'); 150.9 C4’; ); 145.0

(C8'); 119.8 C5'); 113.5 C1); 84.5 C8); 44.4 C6); 29.7 C5); 28.2 C9); 26.2 C4); 25.2
(C3); 17.6 C2).
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7.5.18 Synthese von 6-[ N, N-Di-(tert-butyloxycarbonyl)-(6’-amino-purin-9’-yl)]-
hexanamin (31)
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MWG: 434.54 g/mol
C21H34N604

6-[N, N-Di-(tert-butyloxycarbonyl)-(6’-amino-purin-9’-ylyhexannitril 30, 2.0 g, 4.9 mmol)

wurde in 200 mL Ethanol geldst. Nickelchlorid(Ilekahydrat (2.4 g, 10 mmol) und
Natriumborhydrid (1.8 g, 47.5 mmol) wurden hinzugegn und 40 Minuten bei
Raumtemperatur gerihrt. AnschlieBend wurde vom étgmdhlag abfiltriert und das Filtrat
nach dem Aufnehmen in Dichlormethan mit Wasser gehen, Uber Natriumsulfat
getrocknet und eingeengt. Das erhaltene Rohproduktde saulenchromatographisch
gereinigt (EE/DCM 9:1).

Charakterisierung:

gelbliches Ol

Ri-Wert: 0.4 (EE)

Ausbeute: 300 mg (0.72 mmol, 15 % bezogen auf,6N-Di-(tert-butyloxycarbonyl)-(6’-

amino-purin-9’-yl)]-hexannitril)
'H-NMR (400 MHz, CDC}): & [ppm] = 8.39 (s, 1HH2’); 7.83 (s, 1HH8'); 5.70 (bs, 2H,

NH2) 4.29 (t,%Jneus = 6.8, 2H,H6); 2.46 (t,°Juiz = 7.1 Hz, 2HH1); 1.16 - f1.07 (m, 2H,
H5); 1.60 (s, 9HH9a); 1.51 (m, 2HH?2); 1.42 (s, 9HHOb); 1.35 (m, 2HH4).
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7.6 SPR-Mesungen

Alle Bindungsstudien wurden auf einem Biacore TG#rat durchgefuhrt. Um die Stabilitat
des Proteins zu gewahrleisten, wurden die Konzemtsteihen mit steril filtriertem und
entgastem PBS-Puffer (50 mM Q50 mM NaCl, pH 7.4) bei 298 K vermessen.

Vor der Immobilisierung musste das Protein umgegtifiverden, um das im Lagerpuffer
vorhandene Tris(hydroxymethyl)-aminoethan zu end#far Andernfalls wirde dieses mit dem
deutlich niedriger konzentrierten Protein um diedgingsstellen auf dem Chip konkurrieren,
wodurch die Oberflachendichte von MARK negativ bflasst worden ware. 20 pL der
Stammlésung des Proteins (20 mg/mL) wurden in eingéentricon (Ausschlussgrofe:
10 kDa) mit PBS-Puffer auf 2 mL aufgefullt und 45nuvten bei 2000 U/pm und 4 °C
zentrifugiert. Nach 8 Wiederholungen dieses Vorgawgrde mittels eines Peqglab ND-100
NanoDrop-Gerates die Proteinkonzentration auf lgBwh bestimmit.

Zu Beginn jeder Messung wurden zur Stabilitatsprgjfdes Gerates 4 Injektionen mit reinem
PBS-Puffer gemessen. Die eigentlichen Messreihemewuin aufsteigender Konzentration
und mit 2 Puffer-Messungen zum Nullabgleich durdétlgeg. Es wurden 2 verschiedene
ineinandergreifende Konzentrationsreihen vermessgarDatenkonsistenz zu gewahrleisten.
Die Auswertung der Bindungskurven erfolgte sowobtctt die Biacore T100 Evaluation
Software als auch mittels Origin, welches zur Bestimmung BOéssoziationskonstanten

mittels deone-site-bindingModells herangezogen wurde.

7.6.1 Immobilisierung von MARK

Als Messzelle diente ein Biacore CM5-Chip mit caryderter Dextranmatrix. Bei einer
Flussrate von 10 pL/min wurden die Flusszellen &cd Fc2 mit einer Mischung aus EDC
(0.1 M) und NHS (0.1 M) Uber einen Zeitraum vonMButen aktiviert, was zu einer RU-
Antwort von etwa 200 fuhrte.

Unmittelbar nach der Aktivierung wurden innerhalinv@00 Sekunden 285 pL Protein (0.4
mg/mL) Uber die aktivierte Oberflache in Messz&lt2 geleitet. Zum Inaktivieren der freien
Carboxylgruppen wurde im Anschluss an die Immoieitisng eincappingmit Ethanolamin-
HCI (1 M, 7 Minuten) in beiden Messzellen durchdeti Auf diese Weise wurde eine RU-

Differenz zwischen Fc2 und Fcl von 2292 RU erzewgis einer Menge von 59 fmol und
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einer maximal zu erwartenden RU-Antwort von RlE 105 (siehe Gleichung 2, Seite 29)
entspricht.

7.6.2 Konzentrationsreihen

Die Vermessung der verschiedenen Konzentratioresmeibrfolgte bei 25 °C in steril
filtriertem und entgastem PBS-Puffer (50 mM4#£260 mM NacCl, pH 7.4).

Peptide aus verschiedenen Zielsequenzen von MARidemin den Konzentrationen 0, 62.5,
125, 250, 500 und 1000 uM vermessen. Innerhally &oataktzeit von 11 Minuten und bei
einer Flussrate von 30 pL/min wurden die Bindungiggrisse vermessen, gefolgt von einer
Dissoziationszeit von 180 Sekunden und einer Reg&orszeit von 25 Sekunden. Die
Regeneration erfolgte Gber 24 Sekunden mit 0.1 NDMNlayefolgt von einer 20 Sekunden
andauernden Stabilisierungsperiode.

Die mit modifizierten Aminosdurebausteinen ausdesen Peptide wurden in folgenden
Konzentrationen vermessen: 0; 3.9; 5.2; 7.8; 10646; 20.8; 31.25; 41.6; 62.5; 83.3; 125.0;
166.6; 250.0 und 500.0 uM. Bei einer Flussrate 26ruL/min wurde Uber 240 Sekunden
Peptid in das Messsystem injiziert. Nach der Asdamsphase erfolgte eine
Dissoziationsphase von 180 Sekunden und anschtiefierRegeneration mit NaOH (0.1 M)
innerhalb von 20 Sekunden, gefolgt von einer S&brungsperiode von 20 Sekunden. Die
Verdunnungsreihen wurden auf einer\@él-Mikrotiterplatte ausgehend von einer 500 und
einer 166 pumolaren Stammlosung angefertigt.

Die erste und die letzte Konzentrationsreihe, dieRahmen eines automatisierten Ansatzes
ermessen wurden, bestanden aus jeweils 3 Konzengat (500, 250 und 125 uM) eines
Testpeptids. Dies ermoglichte die Beurteilung, igh slas Protein auf der Chipoberflache im

Laufe der Messung verandert hat.
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7.7 Kinase-Assays

7.7.1 Kinase-Assay mit radioaktiv dotiertem ATP

Um die Aktivitat der synthetisierten potenziellerhibitoren zu untersuchen wurde ein Assay
verwendet, der auf der Verwendung von radioaktitredem ATP beruht. Vermessen wurde
die innerhalb eines Zeitraums von 30 Minuten auf Eaptid TR1 Gbertragene Radioaktivitat,
deren Menge in der Gegenwart von inhibitorisch wmtten Substanzen variiert.

Der Messpuffer bestand aus NaP@5 mM), NaCl (100 mM), MgGl (5 mM), EGTA

(2 mM), DTT (1 mM), Benzamidin (1 mM) und PMSF (OrBM). Die inhibitorischen
Substanzen wurden in einer Konzentration von 50qirMesetzt und mit Kinase (0.1 pg pro
Ansatz bzw. 0.29 uM) Uber einen Zeitraum von 30 W&m bei 30 °C vorinkubiert.
Anschliel3end wurden das TR1-Peptid (100 uM) und ATT® uM) hinzugegeben. Durch die
femtomolare Dotierung des ATPs niit] in y-Position (7.41.0° MBg/mol) tragt ein Teil des
von MARK phosphorylierten TR1-Peptides eine radinekMarkierung.

Tabelle 7.6-1: Zusammensetzung des Puffers furkKileaseassay mit radioaktiv dotiertem
ATP. Sowohl ATP als auch das auf dem ersten relpgsierende Substratpeptid und der
potenzielle Inhibitor wurden in einer Konzentratioon 50 UM eingesetzt.

Substanz Konzentration [mM]
Tris-HCI (pH 8.0) 50
NaCl 100
EDTA 2
DTT 1
Benzamidin 1
PMSF 0.5
ATP 0.05
TR1 0.05

Nach 30 Minuten wurde die Reaktion durch Zugabegleghen Volumens 20 %iger TCA

gestoppt, und die Reaktionsansatze wurden einadliPlosphozellulosefilter aufgetragen.
Anschlie3end erfolgte das Waschen der ZelluloseOriitM Phosphorsaure bis zur Konstanz
der Radioaktivitait. Der Zerfall des[**P]-markierten TR1-Peptides erfolgte im

Szintillationsz&hler.

Um zu Uberprifen, inwiefern andere Kinasen dur@alif MARK zugeschnittenen Peptide

beeinflusst werden, wurde GSK3 als Modellkinase &wdtv Als Substrat wurde in diesem
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Vergleich das deutlich groRere Konstrukt hTau40 &dtv Die Durchfihrung entsprach den
oben genannten Parametern, jedoch wurde das Resdggimisch durch Gelelektrophorese
aufgetrennt, und die Radioaktivitat der hTau40-Bantt Hilfe eines Szintillationszahlers der
Firma Raytest (BAS3000) gemessen.

7.7.2 FRET-Assay

Um effizient Konzentrationsreinen der erfolgvergrenden Substanzen vermessen zu
kénnen wurde ein auf Fluoreszenz-Resonanzenengsé¢ra(FRET) basierendes Verfahren
verwendet. Durch Phosphorylierung wird im Substiae Konformationsanderung induziert,
die zwei Chromophore in raumliche Nahe zueinandi@gh Der dadurch erméglichte FRET
zwischen den Chromophoren erlaubt eine Echtzeitddbng der Entstehung des Produktes.
Die SubstanzeB4, 55, 58, 63, 64 und66 wurden in den Konzentrationen 0, 10, 50, 100, 200,
500 und 1000 pM vermessen. Jeder Ansatz enthi#Etdg MARK, was einer Konzentration
von 10 nM entspricht. ATP und das Substratkonstiadgen in Konzentrationen von 100 uM
und 50 uM vor, als Negativkontrolle diente BSA. Ul@nen Zeitraum von 100 Minuten
wurde alle 10 Minuten die Emission in einem Weldagenbereich von 460 nm bis 540 nm
vermessen. Durch die Konformationsédnderumg im Satbsinstrukt verschiebt sich wie in
Abschnitt 2.5 und 4.7 beschrieben die Emission 488 nm auf 528 nm. Der Quotient der

beiden Intensitaten ist ein Mal fir den UmsatzZRbsaktion.

Intensitat[A,;]  Produkt
Intensitat[A480] Edukt
Die Software XFluor4 V 4.40 wurde zum Messen undzBichnen der Daten verwendet. Die

Quotientenbildung und Auswertung erfolgte mit Exaetl Origin.
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8 Toxikologie
Substanz Gefahrsymbol¢ R-Satze S-Satze
Adenin Xn 22 22-24/25
Acetanhydrid C 10-20/22-34 26-36/37/39-45
Aceton F 11 16-23.2-33
Acetonitril F, T 11-23/24/25 16-27-45
2-Aminoethanol Xn 20-36/37/38 -
Ammoniumhydrogencarbonat Xn 22 -
O-(7-Azabenzotriazol-1-yIN,N,N,N | Xi 36/37/38 26
tetramethyluronium-hexafluoro-
phosphat
O-(Benzotriazol-1-yl)N,N,N,Ntetra- | Xi 5/36/37/38 26-36
methyluronium-tetrafluoroborat
Ammoniumchlorid Xn 22-36 (2-)22
4-Brombutanséure C 22-34 20-23-26-
36/37/39-45
5-Brompropansaure C 22-34 20-23-26-
36/37/39-45
5-Bromvaleronitril Xn 20/21/22-36/37/38] 26-36
6-Bromhexannitril Xn 20/21/22-36/37/38  26-36
Butan-1-ol Xn 10-22-37/38-41-671 9-13-26-37/39-
46
Calciumchlorid Xi 36 22-24
Chloroforom Xn 22-38-40-48/20/24 36/37
a-Cyano-4-hydroxyzimtséaure Xn 20/21/22-36/37/38  B6-3
Deuteriumoxid - - -
Dichlormethan** Xn 40 23.2-24/25-
36/37
Diethylether F+, Xn 12-19-22-66-67 2-9-16-29-33
2,5-Dihydroxybenzoeséaure Xn 22-36/37/38 26-36
4-(Dimethylamino)-pyridin T 24/25-36/38 22-36/37-45
Dinatriumhydrogenphosphat Xi 36/37/38 -
N,N’-Diisopropylethylamin F,C 11-22-34-52/53 16-26-36B9-
45-61
N,N’-Dimethylformamid* T 61-20/21-36 53-45
Dimethylsulfoxid Xi 36/38 26
Di-tert-butyldicarbonat T, Xi 26-36/38-43 26-28-36/37/39-
45
Essigsaure C 10-35 23.2-26-45
Ethanol F 11 7-16
Fmoc-Aminosauren - 22-24/25
Hexan** F, Xn, N 11-38-48/20-62-6% (2)-9-16-29-33-
67-51/53 36/37-61-62
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Substanz Gefahrsymbol¢ R-Satze S-Satze
N-Hydroxysuccinimid - - 24/25
lod Xn, N 20/21- 50 (2-)23-25-61
Kieselgel G60 - - -
Kupfer(l)-Chlorid Xn, N 22-50/53 (2)-22-60-61
Magnesium F 11-15 7/8-43.6
Methanol F, T 11-23/24/25- 7-16-36/37-45
39/23/24/25
Natriumborhydrid T,CF 15-25-364 22-26/36/37/39-
43-45
Natriumcarbonat Xi 36 (2-)20-26
Natriumhydrid F 15 (2)-7/8-24/25-
43
Natriumhydrogencarbonat - - -
Natriumhydroxid C 35 26-37/39-45
Natriumsulfat - - -
Petrolether 50-70 F, Xn, N 11-38-48/20-51/9316-23.2-24-33-
62-65-67 36/37-61-62
Palladium/Kohle - - 14-22
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
Salzsaure 37 % C 34-37 26-36/37/39-45
Tetrahydrofuran F, Xi 11-19-36/37 (2-)16-29-33
Toluol F, Xn 11-38-48/20-63-65} 36/37-46-62
67
Triethylamin F,C 11-20/21/22-35 3-16-26-29-
36/37/39-45
Trifluoressigsaure C 20-35-52/53 9-26-27-28.1-
45-61
Triisopropylsilan Xi 10-36/37/38 26-36
* CMR-Stoff Kategorie 1: aus Erfahrung beim Mensaimachgewiesen
* CMR-Stoff Kategorie 2: bei Tieren nachgewiesiird beim Menschen vermutet

ok CMR-Stoff Kategorie 3: die Wirkung beim Menseh wird angenommen
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10 Anhang

10.1 Proteinsequenzen

10.1.1 MARK (2HAK)

Anhang

'GNSITSATDE QPHIGNYRLQ KTIGKGNFAK VKLARHVLTG REVAVKIIDK TQLNPTSLQK
LFREVRIMKI LNHPNIVKLF EVIETEKTLY LVMEYASGGE VFDYLVAHGR MKEKEARAKF
RQIVSAVQYC HQKYIVHRDL KAENLLLDGD MNIKIADFGF SNEFTVGNKL DTFCGSPPYA
APELFQGKKY DGPEVDVWSL GVILYTLVSG SLPFDGQNLK ELRERVLRGK YRIPFYMSTD
CENLLKKLLV LNPIKRGSLE QIMKDRWMNV GHEEEELKPY TEPDPDFNDT KRIDIMVTMG

FARDEINDAL INQKYDEVMA TYILLGRK3?®

10.1.2 Tau (fetal)

1| RALQQRKRE
GAAPPGQKGQ
PTPPTREPKK
QIVYKPVDLS
GNKKIETHKL
TLADEVSASL

AGIGDTPSLE
ANATRIPAKT
VAVVRTPPKS
KVTSKCGSLG
TFRENAKAKT
AKQGL3™

10.1.3 Tau (A)

L AEPRQEFEVM
GHVTQARMVS
KTPPSSGEPP
KSRLQTAPVP
VPGGGSVQIV
ITHVPGGGNK
VDSPQLATLA

EDHAGTYGLG
KSKDGTGSDD
KSGDRSGYSS
MPDLKNVKSK
YKPVDLSKVT
KIETHKLTFR
DEVSASLAKQ

10.1.4 Tau (B)

L AEPRQEFEVM
ETSDAKSTPT
IATPRGAAPP
RTPSLPTPPT
GGGKVQIVYK
HVPGGGNKKI
SPQLATLADE

EDHAGTYGLG
AEAEEAGIGD
GQKGQANATR
REPKKVAVVR
PVDLSKVTSK
ETHKLTFREN

DEAAGHVTQA
PPAPKTPPSS
PSSAKSRLQT
NIHHKPGGGQ
DHGAEIVYKS

DRKDQGGYTM
KKAKGADGKT
PGSPGTPGSR
IGSTENLKHQ
SKCGSLGNIH
ENAKAKTDHG
GL3%2

DRKDQGGYTM
TPSLEDEAAG
IPAKTPPAPK
TPPKSPSSAK
CGSLGNIHHK
AKAKTDHGAE

VSASLAKQGL 3

10.1.5 Tau (C)

'AEPRQEFEVM EDHAGTYGLG DRKDQGGYTM
ETSDAKSTPT AEDVTAPLVD EGAPGKQAAA
VTQARMVSKS KDGTGSDDKK AKGADGKTKI
PPSSGEPPKS GDRSGYSSPG SPGTPGSRSR
RLQTAPVPMP DLKNVKSKIG STENLKHQPG

RMVSKSKDGT
GEPPKSGDRS
APVPMPDLKN
VEVKSEKLDF
PVVSGDTSPR

HQDQEGDTDA
KIATPRGAAP
SRTPSLPTPP
PGGGKVQIIN
HKPGGGQVEV
AETVYKSPVV

HQDQEGDTDA
HVTQARMVSK
TPPSSGEPPK
SRLQTAPVPM
PGGGQVEVKS
IVYKSPVVSG

HQDQEGDTDA
QPHTEIPEGT
ATPRGAAPPG
TPSLPTPPTR
GGKVQIVYKP
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GSDDKKAKGA
GYSSPGSPGT
VKSKIGSTEN
KDRVQSKIGS
HLSNVSSTGS

GLKAEEAGIG
PGQKGQANAT
TREPKKVAVV
KKLDLSNVQS
KSEKLDFKDR
SGDTSPRHLS

GLKESPLQTP
SKDGTGSDDK
SGDRSGYSSP
PDLKNVKSKI
EKLDFKDRVQ
DTSPRHLSNV

GLKESPLQTP
TAEEAGIGDT
QKGQANATRI
EPKKVAVVRT
VDLSKVTSKC

DGKTKIATPR
PGSRSRTPSL
LKHQPGGGKV
LDNITHVPGG
IDMVDSPQLA

DTPSLEDEAA
RIPAKTPPAP
RTPPKSPSSA
KCGSKDNIKH
VQSKIGSLDN
NVSSTGSIDM

TEDGSEEPGS
KAKGADGKTK
GSPGTPGSRS
GSTENLKHQP
SKIGSLDNIT
SSTGSIDMVD

TEDGSEEPGS
PSLEDEAAGH
PAKTPPAPKT
PPKSPSSAKS
GSLGNIHHKP



GGGQVEVKSE
VYKSPVVSGD

KLDFKDRVQS
TSPRHLSNVS

10.1.6 Tau (D)

1AEPRQEFEVM
GHVTQARMVS
KTPPSSGEPP
KSRLQTAPVP
VPGGGSVQIV
ITHVPGGGNK
VDSPQLATLA

EDHAGTYGLG
KSKDGTGSDD
KSGDRSGYSS
MPDLKNVKSK
YKPVDLSKVT
KIETHKLTFR
DEVSASLAKQ

10.1.7 Tau (E)

1AEPRQEFEVM
ETSDAKSTPT
IATPRGAAPP
RTPSLPTPPT
GGGKVQIINK
KPGGGQVEVK
EIVYKSPWVS

EDHAGTYGLG
AEAEEAGIGD
GQKGQANATR
REPKKVAVVR
KLDLSNVQSK
SEKLDFKDRV
GDTSPRHLSN

10.1.8 Tau (F)

1AEPRQEFEVM
ETSDAKSTPT
VTQARMVSKS
PPSSGEPPKS
RLQTAPVPMP
GGGSVQIVYK
HVPGGGNKKI
SPQLATLADE

10.1.9 KSR1

IMDRAALRAAA
SVSNDLTQQE
VQEIPQELTL
WSSTDARDSS
HTSGRLTPRA
QLGNRIDDVT
CRLKCHNKCT
PPAMNLDSSS
AAPLSSTADS
ISRKASQTSV
KLFKKEVMNY
QIAQEIIKGM
SHDWLCYLAP
QIGSGEGVRR
HFWKSADINS

EDHAGTYGLG
AEDVTAPLVD
KDGTGSDDKK
GDRSGYSSPG
DLKNVKSKIG
PVDLSKVTSK
ETHKLTFREN

KIGSLDNITH
STGSIDMVDS

DRKDQGGYTM
KKAKGADGKT
PGSPGTPGSR
IGSTENLKHQ
SKCGSLGNIH
ENAKAKTDHG
GL312

DRKDQGGYTM
TPSLEDEAAG
IPAKTPPAPK
TPPKSPSSAK
CGSKDNIKHV
QSKIGSLDNI
VSSTGSIDMV

DRKDQGGYTM
EGAPGKQAAA
AKGADGKTKI
SPGTPGSRSR
STENLKHQPG
CGSLGNIHHK
AKAKTDHGAE

VSASLAKQGL3"®

MGEKKEGGGG
IRTLEAKLVK
DALLEMDEAK
LGPPMDMLSS
LHSFITPPTT
PMKFELPHGS
KEAPACRITF
NPSSTTSSTP
TRLDDQPKTD
YLQEWDIPFE
RQTRHENVVL
GYLHAKGIVH
EIVREMIPGR
VLASVSLGKE
SKVMPRFERF

GAAADGGAGA
YICKQQQSKL
AKEMLRRWGA
LGRAGASTQG
PQLRRHAKLK
PQLVRRDIGL
LPLARLRRTE
SSPAPFLTSS
VLGVHEAEAE
QVELGEPIGQ
FMGACMNPPH
KDLKSKNVFY
DEDQLPFSKA
VGEILSACWA
GLGTLESGNP

Anhang

VPGGGNKKIE
PQLATLADEV

HQDQEGDTDA
KIATPRGAAP
SRTPSLPTPP
PGGGKVQIIN
HKPGGGQVEV
AEIVYKSPVV

HQDQEGDTDA
HVTQARMVSK
TPPSSGEPPK
SRLQTAPVPM
PGGGSVQIVY
THVPGGGNKK
DSPQLATLAD

HQDQEGDTDA
QPHTEIPEGT
ATPRGAAPPG
TPSLPTPPTR
GGKVQIINKK
PGGGQVEVKS
IVYKSPVVSG

AVSRALQQCG
SVTPSDRTAE
STEECSRLQQ
PRSISVSALP
PPRTPPPPSR
SVTHRFSTKS
SVPSDINNPV
NPSSATTPPN
EPEAGKSEAE
GRWGRVHRGR
LAIITSFCKG
DNGKVVITDF
ADVYAFGTVW
FDLQERPSFS
KM872
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THKLTFRENA

KAKTDHGAEI

SASLAKQGL>"®

GLKAEEAGIG
PGQKGQANAT
TREPKKVAVV
KKLDLSNVQS
KSEKLDFKDR
SGDTSPRHLS

GLKESPLQTP
SKDGTGSDDK
SGDRSGYSSP
PDLKNVKSKI
KPVDLSKVTS
IETHKLTFRE
EVSASLAKQG

GLKESPLQTP
TAEEAGIGDT
QKGQANATRI
EPKKVAVVRT
LDLSNVQSKC
EKLDFKDRVQ
DTSPRHLSNV

QLQKLIDISI
LNSYPRFSDW
ALTCLRKVTG
ASDSPVPGLS
KVFQLLPSFP
WLSQVCNVCQ
DRAAEPHFGT
PSPGQRDSRF
DDEEDEVDDL
WHGEVATIRLL
RTLHSFVRDP
GLFGISGVVR
YELQARDWPF
LLMDMLERLP

DTPSLEDEAA
RIPAKTPPAP
RTPPKSPSSA
KCGSKDNIKH
VQSKIGSLDN
NVSSTGSIDM

TEDGSEEPGS
KAKGADGKTK
GSPGTPGSRS
GSTENLKHQP
KCGSLGNIHH

NAKAKTDHGA
| 341

TEDGSEEPGS
PSLEDEAAGH
PAKTPPAPKT
PPKSPSSAKS
GSKDNIKHVP
SKIGSLDNIT
SSTGSIDMVD

GSLRGLRTKC
LYIFNVRPEV
LGGEHKMDSG
EGLSDSCIPL
TLTRSKSHES
KSMIFGVKCH
LPKALTKKEH
SFPDISACSQ
PSSRRPWRGP
EMDGHNQDHL
KTSLDINKTR
EERRENQLKL
KHQPAEALIW
KLNRRLSHPG



10.1.10 Cdc25C

IMSTELFSSTR
SILSGGTPKR
CSPAQLLCST
NLGEDQAEEI
VKKKYFSGQG
DLKYVNPETV
PIVPLDTQKR
PEYMELCEPQ

EEGSSGSGPS
CLDLSNLSSG
PNGLDRGHRK
SDELMEFSLK
KLRKGLCLKK
AALLSGKFQG
ITIVFHCEFS
SYCPMHHQDH

10.1.11 PTPH1

IMTSRLRALGG
HLGVTEKEYF
QTRHLYFLQL
NEDFLTKVES
VAVYRKYICT
CVEHHTFFQA
EHLETKSLPS
APQDSDSEVS
FHRVTKGGST
NPESPADTCI
SFADFKSEDE
AITFAKLPQN
LPHTCAQFWQ
IAYVSREMLV
HCSAGIGRTG
VYEEGLVQML

RINNIRTSEL
GLQHDDDSVD
KMDICEGRLT
LHEQHSGLKQ
SFYPWVNILK
KKLLPQEKNV
RSPPITPNWR
QNRSPHQESL
EDASQYYCDK
PKLNEGDQIV
LNQLFPEAIF
LDKNRYKDVL
VVWDQKLSLI
TNTQTGEEHT
VLVTMETAMC
DPS913

10.1.12 Palladin

IMSGTSSHESF
EKEISQIFST
KPAMSPLLTR
SIFKAAKPRN
HCYQDNQDLA
RVRWFCEGKE
IEGASSTDSD
VHSPTSYLCR
IQDSPDFRIL
ANTENCSYES
MQFNAAERET
QQLQNQIRLE
PAMQSSGSFN
AQPFGAEPEA
ATRFGHSQTP
KDAVIQDLER
VSSCEQRLIS
TCRVAGNPKP
QGRISCTGRL
PGDLTVQEGK
RDAGIYTCIA
PPPQIFWKKE
ARLDVYTQWH

YDSLSDMQEE
SPASLCEHPS
PSYIRSLRKA
RSPNGESSSP
VPHNRKSHPQ
LHNTPDIQIH
SESLAFKSRA
PDGTTTAYFP
QKKPRSTAEP
MGESNNDHFQ
SGVHPSRGVN
QEAGARQPPP
YARPKQFIAA
PWGSSSPSPP
AAFLSALLPS
KLRFKEDLLN
EIEYRLERSP
KIYWFKDGKQ
MVQAVNQRGR
LCRMDCKVSG
TNRAGQNSFS
NESLTHSTDR
QQSQSTKPKK

FRSNQRKMLN
EITATQLTTS
RDAMCSSSAN
DQEAKVSRSG
TVSLCDITIT
LIEKFYVIDC
SERGPRMCRC
KTELLRCRSQ

PKEKTRSEVI
SPRWLEASKA
CPLNSAVVLA
SEAESCYINI
ISFKRKKFFI
LSQYWTMGSR
SPRLRHEIRK
SENNPAQSYL
NDNGDSYLVL
LINGRDISEH
PMCPEGGDTL
PYDTTRVLLQ
VMLTTLTERG
VTHLQYVAWP
LTERNLPIYP

SKNTDFFPGL
HKETKLGEHA
EKRGAKTPST
DSGYLSPKNQ
PHSALHFPAA
CEGGDLHTLI
GAMPQAQKKT
PVFTKELQNT
EEICTLVIAE
HFPPPPPILE
GLINGKANSN
APRSAPPSPP
QNLGPASGHG
PPPPPVFSPT
QPPPAAVNAL
NGQPRLTYEE
VDESGDEVQY
ISPKSDHYTI
SPRSPSGHPH
LPTPDLSWQL
LELVVAAKEA
VSMHQDNHGY
VRPSASRYAA

Anhang

LLLERDTSFT
ADLDETGHLD
KENDNGNLVD
LYRSPSMPEN
QMLEEDSNQG
RYPYEYLGGH
LREEDRSLNQ
SKVQEGERQL

CSIHFLDGVV
IRKQLKGGFP
SYAVQSHFGD
ARTLDFYGVE
HQRQKQAESR
NTKKSVNNQY
PRHSSADNLA
TQKSSSSVSP
IRITPDEDGK
THDQVVMFIK
EGSMAQLKKG
GNEDYINASY
RTKCHQYWPD
DHGVPDDSSD
LDIVRKMRDQ

SAFLSQEEIN
SRRPQDNRST
NVKPKTPHQR
PSALLSASAS
PRFIQKLRSQ
TAEAFEDDTG
TSVSLTIGSS
AVAEGQVVVL
TFPEDAGIFT
TSSLELASKK
KSLPTPAVLL
FPPPPAFPEL
TPASSPSSSS
AAFPVPDVFP
GLPKGVTPAG
RMARRLLGAD
GDVPVENGMA
QRDLDGTCSL
VRRPRSRSRD
DGKPVRPDSA
HKPPVFIEKL
ICLLIQGATK
LSDQGLDIKA

197

VCPDVPRTPV
SSGLQEVHLA
SEMKYLGSPI
LNRPRLKQVE
HLIGDFSKVC
TQGALNLYSQ
YPALYYPELY
REQIALLVKD

QTFKVTKQDT
CTLHFRVRFF
YNSSTIHHPGY
LHSGRDLHNL
EHIVAFNMLN
CKKVIGGMVW
NEMTYITETE
SSNAPGSCSP
FGFNLKGGVD
ASRESHSREL
LESGTVLIQF
VNMETPAANL
PPDVMNHGGF
FLEFVNYVRS
RAMMVQTSSQ

KSLDLARRAI
PVQPLAEKQT
KGGPQSQLCD
QSPMEDQGEM
EVAEGSRVYL
RYTCLATNPS
SPKTGVTTAV
ECRVRGAPPL
CSARNDYGSA
PSEIQQVNNP
SPTKEPPPLL
AACTPPASPE
LPSPMSPTPR
LPPPPPPLPS
FPKKASRTAR
SATVFNIQEP
PFFEMKLKHY
HTTASTLDDD
SGDENEPIQE
HKMLVRENGV
QNTGVADGYP
EDAGWYTVSA
AFQPEANPSH

GKFLGDSANL
GMNHDQHLMK
TTVPKLDKNP
KFKDNTIPDK
ALPTVSGKHQ
EELFNFFLKK
ILKGGYRDFF
MSP?73

GQVLLDMVHN
IPDPNTLQQE
LSDSHFIPDQ
DLMIGIASAG
YRSCKNLWKS
NPAMRRSLSV
DVFYTYKGSL
DGVDQQLLDD
QKMPLVVSRI
ALVIRRRAVR
EQLYRKKPGL
VNKYIATQGP
HIQCQSEDCT
LRVDSEPVLV
YKFVCEAILR

ADSETEDFDS
KSISSPVSKR
KAANLIEELT
EREVKSPGAR
ECRVTGNPTP
GSDTTSAEVF
IQPLSVPVQQ
QVQWFRQGSE
TSTAQLVVTS
ELGLSRAALQ
AKPKLDPLKL
PMSALASRSA
QFGRAPVPPF
PGQASHCSSP
TASDEEIQGT
EEETANQEYK
KIFEGMPVTF
GNYTIMAANP
RFFRPHFLQA
HSLIIEPVTS
VRLECRVLGV
KNEAGIVSCT

LTLNTALVES!3€°



Anhang

10.2 Substanzibersicht

Im Rahmen dieser Arbeit wurde eine Vielzahl versdener Peptide und organischer
Substanzen synthetisiert und untersucht, dererersgdische Benennung im Folgenden
nocheinmal vollstandig aufgefiihrt wird. Die Listeitthaltet die in dieser Arbeit verwendete

Bezeichnung, die zugehdrige Sequenz und die ectspmee Herkunft.

Tabelle 10.2-1: Liste der Peptide und Phosphopeptitie in SPR-Experimenten auf ihre
Affinitat zu MARK untersucht wurden. Die entsprecie Untersuchungsergebnisse sind in
Abschnitt 4.2 zu finden.

SubstanZ Bezeichnung Sequenz Herkunft
1 P1 B LRTESV®® KSR1
2 P2 24 YRSPSMY Cdc25C
3 P3 SMRRSLSV PTPH1
4 P4 KSKIGST® Tau,repeatl
5 P5 Y SKCGST* Tau,repeat2
6 P4p K SKIG-S(PQ)-T*® Tau,repeatl
7 P5p B SKCG-S(PQ)-T* Tau,repeat2
8 R1 PKNVKSKIGST?® Tau,repeatl
9 R2 BSNVQSKCGSK* Tau,repeat2
10 R3 'SKVTSKCGST* Tau,repeat3
11 R4 *PDRVQSKIGSL*’ Tau,repeat4

Die folgenden Abbildungen zeigen die Syntheserqutdie zu den in dieser Arbeit
verwendeten Aminosaureanaloga fliihren. Wahrend digh8se in Abschnitt 4.4 erlautert
wird, beschreiben die darauf folgenden Kapitel, die auf17 und 23 basierenden Peptide
synthetisiert und untersucht wurden. Letztere siritibelle 10.2-2 vollstandig aufgefihrt.
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Anhang

N 0
o} o} H.N =
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Abbildung 10.2-1: Ubersicht der Syntheseroute, alim ersten inhibitorischen Baustein fir
die Peptidsynthese nach der Fmoc-Strategie fuhetmBSchritt vonl5 nach 16 wird die
Carboxylgruppe mit der entschitzten Amino-FunktienSeitenkette von Lysin verknupft.
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Abbildung 10.2-2: Zu Abbildung 4.4-1 analoge Remidfolge, die eine zusatzliche &£H
Gruppe zwischen N9 des Adenins und der Amidbindufwgeist.
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Abbildung 10.2-3: Schema der 2. Verknipfungsvagianwischen funktional alkyliertem
Adenin und Aminosaure. Im Gegensatz zu der in éiohg 4.1-1 bzw 4.1-2
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Abbildung 10.2-4: Reaktionsfolge, die eine zuséieliCH-Gruppe zwischen der Seitenkette
der Aminosaure und Adenin aufweist.
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Abbildung 10.2-5: Reaktionsschema, welches die bixsang der kommerziell erhaltlichen
Aminosauren Lysin, Asparaginsaure und Glutaminsdasegt. Im Anschluss an die
Benzylierung der Carboxylgruppe wird die Boc-Gruplee Seitenkette abgespalten.
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Tabelle 10.2.-2:

Ubersicht

Anhang

der inhibitorischen

Rdpt und der

dazugehorigen

Referehnzsubstanzed?2 bis 45 stehen fir die Testpeptide, die zur Uberprifung de

Funktionalitat vonl7 und 23 synthetisiert wurden. Anschlie3end sind die unfreeliten 13

Aminosauren langen Peptide aufgelistet gefolgt den dazugehérigen Analoga, die die

modifizierten Aminosaurely und23 an der Position der Phosphoryleirungsstelle tragen

Substanz

Sequenz

Herkunft

42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67

68

285K IG-X4%%2
283K 1G-X5262
212y RSP-X 416
21y RSP-X516
ZNVKSKIGSTENLK?®’
%P AMRRSLSVEHLE®
2095 GLYRSPSMPENE*
3ARLRRTESVPSDIY’
3RVQSKIGSLDNIT**
0% LNKRRGSVPILRY!
2095 GLYRSPSFPEN#?!
209SGLYKRPSFPENE?!
ZNVKSKIG-17-TENLK?®
ZSNVKSKIG-23- TENLK?®’
5P AMRRSL-17-VEHLE®®*
%P AMRRSL23-VEHLE®®
2095 GLYRSP17-MPENL??
2095 GLYRSP23-MPENL?#
38ARLRRTE-17-VPSDEY’
38ARLRRTE-23-VPSDFY’
3RVQSKIG-17-LDNIT 3*°
09 LNKRRG-17-VPILR®!
0% | NKRRG-23-VPILR®Y’
209SGLYRSP17-FPENL??
2095 GLYRSP23-FPENL??!
2095 GLYKRP-17-FPENL?#
2095 GLYKRP23-FPENL?%!
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Tau,repeatl
Tau,repeatl
Cdc25C
Cdc25C
Tau,repeatl
PTPH1
Cdc25C
KSR1
Tau,repeat2
Palladin
Cdc25C V1
Cdc25C v2
Tau,repeatl
Tau,repeatl
PTPH1
PTPH1
Cdc25C
Cdc25C
KSR1
KSR1
Tau,repeat2
Palladin
Palladin
Cdc25C V1
Cdc25C V1
Cdc25C v2
Cdc25C v2
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