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1 Einleitung 

1.1 HIV und AIDS  

Die Isolierung und Identifizierung des Humanen Immundefizienz-Virus (human immuno-

deficiency virus, HIV) als Auslöser des erworbenen Immunmangelsyndroms AIDS (aquired 

immunodeficiency syndrom) gelang zwei französischen Forschergruppen im Jahr 1983.
[1,2]

 

2008 wurden Luc Montagnier und Françoise Barré-Sinoussi für ihre Entdeckung mit dem 

Nobelpreis für Medizin ausgezeichnet.
[3]

 Das HI-Virus infiziert Zellen der humanen 

Immunabwehr und schwächt diese so stark, dass es nach mehreren Jahren zum Ausbruch von 

opportunistischen Infektionen kommen kann, die ohne Behandlung schließlich zum Tod 

führen. 

AIDS hat mittlerweile das Ausmaß einer Pandemie erreicht. So lebten Ende 2009 weltweit 

geschätzt 33 Millionen Menschen mit einer HIV-Infektion, darunter befanden sich ungefähr 

2.6 Millionen Neuinfizierte. Die Zahl der an AIDS Verstorbenen betrug 2009 etwa 

1.8 Millionen.
[4]

 Abbildung 1 gibt eine schematische Übersicht der globalen Ausbreitung von 

HIV wieder. 

 

Abbildung 1: Globale Ausbreitung des HI-Virus (Stand: Ende 2009). 

Die Gesamtzahl der HIV-Infizierten Ende 2009 betrug etwa 33.3 Millionen. Besonders betroffen sind Süd- und 

Südostasien sowie Zentral- und Südafrika. Die angegebenen Zahlen sind Mittelwerte der Schätzungen.
[4]
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Die Verbreitung von HIV hat nicht nur Folgen für die Gesundheit der Betroffenen, sondern 

stellt ebenfalls einen relevanten Schaden für soziale und wirtschaftliche Strukturen dar.
[4]

  

Die Entwicklung eines Impfstoffes zur Eindämmung der Pandemie verlief bislang erfolglos, 

sodass zurzeit als einzige wirksame Behandlungsmöglichkeit die hochaktive antiretrovirale 

Therapie (HAART, Kapitel 1.6) zur Verfügung steht. Im Rahmen dieser Therapie ist jedoch 

lediglich eine Verzögerung des Krankheitsverlaufes, aber keine vollständige Heilung 

möglich. 

1.2 Beschreibung des HI-Virus 

Es gibt zwei Stämme von HI-Viren (HIV-1, HIV-2), die sich in eine Vielzahl von Subtypen 

unterteilen lassen. HIV-1 ist global verbreitet, wohingegen HIV-2 überwiegend in Westafrika 

und Indien auftritt. Aufgrund seiner geringeren Prävalenz und des schwächeren pathogenen 

Potentials spielt HIV-2 nur eine untergeordnete Rolle.
[5,6]

 

HIV-1 wird aufgrund von Sequenzunterschieden in drei Subtypgruppen, M (main), O 

(outlier) und N (non-M, non-O bzw. new), unterteilt. 99 % der HIV-Infektionen werden 

durch die Subtypen A bis K der M-Gruppe hervorgerufen. Die einzelnen Subtypen treten 

jeweils in bestimmten geografischen Regionen bevorzugt auf.
[7]

 So findet man in Afrika 

überwiegend die Subtypen A und C vor, wohingegen in Europa und auf dem amerikanischen 

sowie dem australischen Kontinent der Subtyp B am weitesten verbreitet ist. Die genetische 

Variabilität zwischen den Subtypen der M-Gruppe beträgt etwa 25 bis 35 %, innerhalb eines 

Subtyps 15 bis 20 %.
[8]

 

Das HI-Virus gehört zur Familie der Retroviren und zur Gattung der Lentiviren, die sich 

durch eine besonders lange Latenzzeit auszeichnen.
[9]

 

Ein HI-Virion hat einen Durchmesser von ca. 100 nm und trägt in seinem Inneren ein 

konisches Nucleocapsid, welches das virale Genom enthält (Abbildung 2).
[10,11]

 Die Erbinfor-

mation des HIV liegt in Form von einzelsträngiger RNA positiver Polarität ((+)ssRNA) vor. 

Jeder Viruspartikel enthält zwei Kopien der ssRNA. Für die Replikation werden die viralen 

Enzyme Reverse Transkriptase (RT) und Integrase benötigt, die das Virus im Capsid mit sich 

führt, sowie die Protease, die sich zwischen innerem und äußerem Kern befindet. 
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Abbildung 2: Schematische Darstellung eines HI-Virions.  

Das virale Genom in Form von ssRNA liegt in einem Capsid vor, das zusätzlich die Integrase sowie die Reverse 

Transkriptase beinhaltet. Zwischen Capsid und Virusmembran befindet sich die virale Protease. Auf der 

Oberfläche trägt das Virus Trimere aus GP41/GP120-Heterodimeren. Über diese beiden Glycoproteine wird die 

Fusion mit der Wirtszellmembran vermittelt.
[12]

 

Durch Assoziation mit dem Nucleocapsidprotein P7 werden die beiden RNA-Moleküle 

stabilisiert. Die innere Oberfläche der Virushülle ist aus P17-Matrixmolekülen aufgebaut, 

welche über P6-Linkerproteine mit dem Viruscapsid verbunden sind.
[13]

 

In der Lipiddoppelschicht, die das Virus umhüllt, sind u. a. Trimere des transmembranen 

Glycoproteins 41 (GP41) verankert.
[14]

 Jedes GP41-Monomer ist extrazellulär nichtkovalent 

mit der Ectodomäne eines Moleküls des Oberflächen-Glycoproteins 120 (GP120) 

assoziiert.
[15,16]

 Die beiden Glycoproteine werden durch die proteolytische Spaltung des 

Vorläuferproteins GP160 gebildet.
[17]

 Jedes Virion trägt etwa 72 der GP41/GP120-Trimere 

auf seiner Oberfläche.
[18,19]

 Aktuellere Untersuchungen mittels Cryoelektronenmikroskop 

lassen aber auch eine Anzahl von 14 ± 7 Trimere der Heterodimere je Virion vermuten.
[20]

 

Zusätzlich trägt die virale Oberfläche wirtseigene Proteine, die eine Erkennung durch die 

humane Immunabwehr erschweren.  
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1.3 HIV-Replikationszyklus und Verlauf der Infektion 

HI-Viren infizieren Zellen, die den CD4-Rezeptor (cluster of differentiation) tragen.
[21,22]

 

Dazu gehören Zellen des Immunsystems wie T-Lymphozyten, Monozyten, Makrophagen 

und dendritische Zellen.
[23]

 Den Erstkontakt mit der Zielzelle über den CD4-Rezeptor 

vermittelt das virale GP120.
[24]

 Dadurch kommt es vermutlich zu einer Konformations-

änderung im Glycoprotein unter Exposition der dritten hypervariablen Schleife 

(V3-Loop).
[25,26]

 Der V3-Loop tritt mit einem Corezeptor aus der Familie der 

Chemokinrezeptoren (meist CCR5 oder CXCR4, Kapitel 1.4.2) in Wechselwirkung und leitet 

die Membranfusion ein (Abbildung 3).
[27,28]

 

 

Abbildung 3: Schematische Darstellung des HIV entries. 

Nach der primären Interaktion des viralen GP120 (magenta) mit dem CD4-Rezeptor (hellblau) erfolgt die 

Exposition der V3-Bindungsepitope des GP120. So wird die Wechselwirkung mit den Chemokinrezeptoren 

(rot) ermöglicht. Im Anschluss insertiert das transmembrane GP41 (lila) in die Membran der Zielzelle und es 

kommt zur Fusion der Membranen.
[29]

  

Die Membranverschmelzung erfolgt nach einer Destabilisierung des GP41/GP120-

Komplexes durch die Interaktion mit dem Corezeptor. Die veränderte Tertiärstruktur führt 

zur Freilegung einer aminoterminalen hydrophoben Peptidsequenz des GP41, die in die 

Membran der Zielzelle insertiert wird.
[30,31]

 Im Verlauf der Fusion kommt es zur Ausbildung 

einer trimer of hairpin-Struktur zwischen den beiden helicalen Bereichen des GP41 (N-Helix, 

C-Helix). Drei N-Helices eines GP41-Trimers bilden eine coiled core-Struktur, in deren 

Vertiefungen sich drei C-Helices antiparallel einlagern. Dies bewirkt eine Annäherung der 

Virus- und der Wirtszellmembran und führt anschließend zu ihrer Verschmelzung.
[27,32]

  

Aufnahmen mit einem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) haben zur Diskussion 

einer weiteren Möglichkeit des viralen entries geführt (Abbildung 4). Dieser verläuft über 

eine rezeptorvermittelte Endocytose und wurde bereits in vitro für die Chemokinrezeptoren 

beschrieben.
[33,34]
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Abbildung 4: Colorierte TEM-Aufnahmen der rezeptorvermittelten Endocytose von HIV.  

Die Aufnahme zeigt oben links: ein freies HI-Virion; oben rechts: das Virus tritt in Interaktion mit einer 

T-Zelle; unten rechts und links: das HI-Virion wird von der Wirtszellmembran umstülpt und gelangt in die 

Zielzelle.
[35]

 

Nach der Fusion gelangen die viralen Bestandteile in das Cytoplasma der Zielzelle. Dort 

wird die virale ssRNA mithilfe der RT in doppelsträngige DNA transkribiert und durch die 

viruseigene Integrase im Nucleocapsid in das Wirtszellgenom eingebaut (Abbildung 5).
[36,37]

 

 

Abbildung 5: Lebenszyklus des HIV.  

A: Interaktion des viralen GP41/GP120-Komplex mit dem humanen Primärrezeptor CD4 und einem Corezeptor 

(CCR5 oder CXCR4). B: Membranfusion. C: Einbringen des Capsidinhalts in das Cytoplasma der Zielzelle. 

D: Reverse Transkription der ssRNA in dsDNA. E: Integration der DNA in das Wirtszellgenom. F: Expression 

der proviralen Bestandteile. G: Prozessierung der Vorläuferproteine und assembly. H: Knospung neuer 

Virionen.
[38]
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Die RT übt ihre Funktion ohne 3‘,5‘-Exonucleasefunktion aus und besitzt dadurch eine 

zehnmal höhere Fehlerrate als andere DNA-Polymerasen.
[39]

 Die Wahrscheinlichkeit für den 

Einbau falscher Basenpaare beträgt etwa 10
-3

 bis 10
-4

, was zu der außergewöhnlich hohen 

Mutationsrate des HI-Virus führt.
[40-42]

 Dies erfordert eine ständige Weiterentwicklung der 

Medikamente und Therapiemöglichkeiten, für die eine Aufklärung der Bindung des Virus an 

die humanen Zielzellen essenziell ist. 

Mit der Integration der viralen Erbinformation in das Wirtsgenom schließt die frühe Phase 

der Replikation ab. Dieser provirale Zustand kann unterschiedlich lange andauern. In diesem 

Zeitraum kann das Virus vom Immunsystem unerkannt persistieren. Die Ursache für die 

Beendigung dieser Latenzphase ist bislang ungeklärt.  

Die Replikation der viralen DNA sowie die Expression und die posttranslationale 

Modifikation der viralen Proteine in der infektiösen Phase erfolgen durch zelleigene 

Prozesse, die von viralen Helferproteinen kontrolliert werden.
[38]

 Die neu gebildeten 

Viruskomponenten lagern sich an der Zellmembran zusammen (assembly) und schnüren sich 

aus der Wirtszelle ab.
[10]

 Nach diesem Schritt folgt die abschließende Reifung des infektiösen 

Partikels durch Spaltung der Vorläuferproteine mittels der viralen Protease. Auf diese Weise 

können täglich bis zu 10
10

 neue Viruspartikel gebildet werden.
[41,43]

 Die Oberfläche der neu 

gebildeten Viren hat ihren Ursprung in der Wirtszellmebran und trägt daher Proteine der 

Wirtszelle wie z. B. HLAs (human leukocyte antigene).
[44]

 

Die ständige Produktion neuer Virionen führt nach und nach zum Absterben der 

Wirtszellen, die somit ihrer eigentlichen Aufgabe, der Immunabwehr, nicht mehr 

nachkommen können. Infizierte CD4
+
-Lymphozyten haben eine Halbwertszeit von etwa zwei 

Tagen im Gegensatz zu nichtinfizierten Lymphozyten, die eine Halbwertszeit von etwa drei 

Wochen besitzen.
[45,46]

 

Zu Beginn einer HIV-Infektion kann es zum Auftreten unspezifischer, grippeähnlicher 

Symptome kommen, die kurze Zeit später abklingen. Unbehandelt kommt es nach einer 

mehrjährigen asymptomatischen Phase, in der die Virusreplikation weiter fortschreitet, zum 

Auftreten opportunistischer Infektionen. Zu diesen zählen u. a. Erkrankungen wie bestimmte 

Formen von Lungenentzündungen oder das Auftreten spezieller maligner Tumore. Der 

Ausbruch dieser opportunistischen Infektionen markiert den Beginn der symptomatischen 

Phase der Erkrankung (AIDS). In diesem Stadium fällt die Zahl der CD4
+
-Zellen stark ab, 

und die Virenkonzentration nimmt rapide zu. Ohne Therapie führt AIDS innerhalb von etwa 

15 Jahren bei zwei Dritteln der Patienten zum Tod.
[47,48]
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1.4 Die HIV-Rezeptoren 

1.4.1 Der Primärrezeptor CD4 

Die primäre Interaktion des HI-Virus mit einer Zielzelle erfolgt über den CD4-Rezeptor. 

CD4 ist ein glycosyliertes Transmembranprotein mit einer Molmasse von ungefähr 55 kDa 

und ist ein Oberflächenmarker von T-Helferzellen. Es ist aus jeweils einer intra- und 

extrazellulären sowie einer transmembranen Domäne aufgebaut. Die extrazelluläre Domäne 

besteht aus vier immunglobulinartigen Einheiten. CD4 ist der natürliche Ligand der MHC-

Klasse II-Moleküle und spielt eine Rolle bei der T-Zell-Signalübertragung und der 

immunologischen Erkennung.
[49-51]

 

Das virale GP120 bindet hochaffin an die Domäne 1 des CD4-Rezeptors.
[52,53]

 Einige 

HIV-Isolate sind jedoch auch ohne die Primärwechselwirkung mit CD4 in der Lage, über 

einen noch nichtaufgeklärten Mechanismus an die sekundären Chemokinrezeptoren zu 

binden. Mutationen innerhalb der Sequenz oder eine geringere Glycosylierung des GP120 

könnten hierfür die Ursache sein. Das Bindungsepitop für die Corezeptorwechselwirkung 

kann in diesen Fällen leichter zugänglich und die Bindungsaffinität dadurch in dem Maße 

gesteigert sein, dass eine primäre Interaktion mit CD4 unnötig wird.
[54-56]

 

1.4.2 Die Corezeptoren CCR5 und CXCR4 

Die wichtigsten HIV-Corezeptoren CCR5 und CXCR4 sind der Klasse der Chemokin-

rezeptoren zuzuordnen.
[57-59]

 Diese gehören zur Familie der G-Protein-gekoppelten 

Rezeptoren (GPCR), die durch sieben membrandurchspannende α-Helices charakterisiert 

sind. Die Helices sind durch alternierende intra- und extrazelluläre Schleifen (ICLs, ECLs) 

miteinander verbunden. Der N-Terminus der GPCRs befindet sich extrazellulär, der 

C-Terminus im Cytosol (Abbildung 6).
[60,61]

 Die physiologische Aufgabe der GPCRs besteht 

u. a. in der Signalweiterleitung in die Zelle über ein G-Protein mithilfe von sekundären 

Botenstoffen.
[62]

 

Die in vivo Funktion der Chemokinrezeptoren besteht u. a. darin, Leukozyten zu Entzün-

dungsherden zu führen. Dies geschieht per Chemotaxis entlang eines Gradienten von 

Signalproteinen, den Chemokinen (chemoattractant cytokines), die an Entzündungsschau-

plätzen ausgeschüttet werden.
[63]

 Die Benennung der Chemokine, die zur Familie der 

Cytokine gehören, leitet sich von ihrer Sequenz ab, in der zwei Cysteinreste entweder direkt 
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benachbart (CC- bzw. β-Chemokine) oder durch eine oder drei Aminosäuren (CXC- und 

CX3C- bzw. α-Chemokine) getrennt vorliegen können.
[64]

 

Die natürlichen Liganden der Chemokinrezeptoren sind u. a im Fall von CCR5 die 

Chemokine MIP-1α, MIP-1β (macrophage inhibitory protein) und RANTES (regulated upon 

activation T-cell expressed and secreted) sowie das Chemokin SDF-1 (stromal cell-derived 

factor) bei CXCR4.
[65,66]

 Diese Chemokine können zwar prinzipiell Zellen vor einer 

HIV-Infektion schützen, eignen sich dennoch nicht als Inhibitoren, da beispielsweise 

Störungen bei der Regulierung von Entzündungsprozessen auftreten können.
[67,68]

  

Die Spezifität der Chemokine wird durch die Ladung von sulfatierten Tyrosinen des 

N-terminalen Bereichs und von bestimmten Aminosäuren aus dem Bereich der zweiten 

extrazellulären Schleife (ECL2) der Rezeptoren hervorgerufen.
[69,70]

 Es wird vermutet, dass 

einige Aminosäuren der ECLs die Ausbildung einer bindungsaktiven Konformation des 

Corezeptors verursachen und andere Aminosäuren ein oder mehrere Bindungsepitope 

bilden.
[71]

 

 

Abbildung 6: Schematische Darstellung der HIV-Corezeptoren CXCR4 und CCR5. 

Die Darstellung zeigt die Formalladungen und die Glycosylierungen der extrazellulären Bereiche (ECL) der 

Corezeptoren. CXCR4 trägt mehr Ladungen und ist stärker glycosyliert als CCR5. Die intrazellulären Bereiche 

und der C-Terminus sind gestrichelt dargestellt. Abbildung nach: Thordsen et al.
[72]

 

Cytosol 

Cytosol 
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Neben CCR5 und CXCR4 wurden weitere Chemokinrezeptoren identifiziert, die als 

HIV-Corezeptor fungieren können.
[73,74]

 Die native Funktion dieser Corezeptoren ist häufig 

noch nicht aufgeklärt. Da die Corezeptor-Funktion dieser Moleküle in Bezug auf eine 

HIV-Infektion nur bei gleichzeitiger Anwesenheit von CCR5 oder CXCR4 ausgeführt 

werden kann, spielen diese zusätzlichen Rezeptoren nur eine untergeordnete Rolle für den 

HIV entry. 

CCR5-Moleküle befinden sich auf Lymphozyten und Makrophagen, CXCR4 auf 

Lymphozyten und T-Zelllinien. Hiervon leiten sich die Benennungen des Rezeptor-

Tropismus des Virus als M- bzw. R5-trop und T- bzw. X4-trop ab.
[75]

 Virenstämme, die beide 

Corezeptoren nutzen können, werden als dual- bzw. R5/X4-trop bezeichnet.
[76]

 Im frühen 

Stadium einer HIV-Infektion überwiegen die M-tropen R5-Viren, im späteren Krankeits-

verlauf liegen zunehmend die T-tropen X4-Viren vor.
[77]

 Der Tropismus hängt anscheinend 

mit dem Glycosylierungsmuster bzw. der Sequenz des V3-Loops des GP120 zusammen.
[78-81]

 

Die M-tropen Viren werden langsamer repliziert und sind vermutlich weniger infektiös, da 

erst das Auftreten der sich schnell vermehrenden T-tropen Viren in 50-60 % der Patienten zu 

einer beschleunigten Progression des Krankheitsverlaufes mit einhergehender Abnahme der 

CD4
+
-Zellzahl führt.

[82-84]
  

Der CCR5-Corezeptor stellt ein attraktives Ziel für die Entwicklung von HIV entry-

Inhibitoren dar, da das Auftreten eines Defekts im Gen des CCR5-Proteins zu einer Resistenz 

gegenüber einer HIV-Infektion bzw. zu einem verlangsamten Krankheitsverlauf führt.
[85-87]

 

Eine homozygote 32-Basenpaar-Deletion bewirkt eine Suppression der Expression des 

CCR5-Rezeptors an der Zelloberfläche.
[88]

 Eine heterozygot auftretende Deletion führt zu 

einer verringerten Präsentation des Rezeptors bzw. zur Exposition eines verkürzten Rezeptors 

und somit zu einer verminderten Infektionswahrscheinlichkeit. Das Auftreten von HIV-

Infektionen bei Patienten mit einer homozygoten 32-Basenpaar-Deletion ist auf die Nutzung 

des CXCR4-Corezeptors zurückzuführen.
[89]

 

1.5 Das HIV-1 Oberflächenprotein GP120  

1.5.1 Glycoproteine - Aufbau und Funktion  

Glycoproteine lassen sich grundsätzlich anhand der Verknüpfungsart ihrer Glycanreste 

unterscheiden. Bei N-Typ-Glycoproteinen ist der Kohlenhydratrest N-glycosidisch über den 



10  Einleitung 

 

 

γ-Amidstickstoff einer Asparaginseitenkette verknüpft. O-Typ-Glycoproteine tragen ihre 

Glycanstrukturen O-glycosidisch in der Regel über das Sauerstoffatom einer Serin- oder 

Threoninseitenkette gebunden. Sie machen einen großen Anteil der Mucine aus und kommen 

insgesamt wesentlich häufiger vor als die N-Typ-Varianten. S-Typ-Glycosylierungen über 

den Schwefel einer Cysteinseitenkette treten äußerst selten auf.
[90]

 
 

 

Kohlenhydrate sind u. a. für ihre Funktion als Gerüst- und Speicherstoffe bekannt.
[91]

 

Proteine können als strukturbildende Bestandteile oder Träger spezifischer Funktionen (z. B. 

Rezeptorvermittlung oder Signalweiterleitung) dienen.
[92]

 Die genaue Funktion von Glyco-

proteinen ist in vielen Bereichen noch ungeklärt.
[93,94]

 Die Wechselwirkung und der 

Informationsaustausch von Zellen über komplexe Protein-gebundene Saccharidstrukturen 

konnte mit der Entdeckung der Glycocalix nachgewiesen werden.
[95]

 

N-Typ-Glycostrukturen in Eukaryoten basieren alle auf einem einheitlichen Pentasaccharid-

grundgerüst.
[96]

 Diese core-Struktur besteht aus zwei β1,4-glycosidisch verbundenen 

N-Acetylglucosamineinheiten (GlcNAc), die wiederum β1,4-glycosidisch mit einer 

Mannoseeinheit verknüpft sind. An diesem Konstrukt sind an den Positionen 3 und 6 

α-glycosidisch zwei weitere Mannoseeinheiten gebunden.
[97]

 

Die Grundstruktur wird je nach Funktion um weitere Saccharideinheiten ergänzt. Diese 

höheren Glycosylierungsmuster lassen sich in drei Kategorien einteilen: den hochmanno-

sidischen Typ, den Komplex-Typ und den Hybrid-Typ. Der hochmannosidische Typ trägt 

mindestens zwei weitere α-glycosidisch verknüpfte Mannoseeinheiten und ist ausschließlich 

in höheren Organismen zu finden. Beim Komplex-Typ ist die core-Struktur durch zwei bis 

sechs Verzweigungen aus unterschiedlichen Kohlenhydratresten ergänzt (GlcNAc, Gal, Sia), 

wodurch sich eine große Mikroheterogenität ergibt. Der Hybrid-Typ trägt Strukturmerkmale 

sowohl des hochmannosidischen als auch des komplexen Typs.
[98]

 

Die Glycosylierung der Proteine erfolgt posttranslational im endoplasmatischen Reticulum 

und im Golgi-Apparat der Wirtszelle.
[98]

 Damit ein Glycosylrest auf ein Asparagin übertragen 

werden kann, muss diese Aminosäure Teil der Sequenz Asn-X-Thr/Ser-Y sein, wobei X jede 

beliebige natürliche Aminosäure außer Prolin (bei Anwesenheit von Thr) oder 

Asparaginsäure, Glutamin bzw. Tryptophan (beim Vorliegen von Ser) sein kann. Y repräsen-

tiert jede natürliche Aminosäure außer Prolin.
[99-101]
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1.5.2 Die Struktur des HIV-1-Oberflächenproteins GP120  

Das GP120 besteht je nach HIV-Subtyp aus 470 - 500 Aminosäuren und hat eine Molmasse 

von ungefähr 120 kDa. Es besitzt etwa 24 - 30 potenzielle Glycosylierungsstellen.
[102]

 50 % 

der Masse des Glycoproteins entfallen auf den Kohlenhydratanteil.
[103,104]

  

Die Tertiärstruktur des GP41/GP120-Komplexes wird durch zehn Disulfidbrücken 

bestimmt, von denen wiederum neun zur Ausbildung von fünf konservierten Bereichen (C1-

C5) und fünf hypervariablen Schleifen (V1-V5) im GP120 führen (Abbildung 7).
[105]

  

 

Abbildung 7: Schematische Darstellung des GP120 aus dem HIV-1. 

Grüne und blaue Ellipsen markieren die potenziellen Glycosylierungsstellen. Das CD4-Bindungsepitop ist 

durch gelbe Linien markiert, die hypervariablen Regionen V1-V5 sind durch Beschriftung gekennzeichnet. An 

der Spitze des V3-Loops befindet sich fett markiert die „Prinzipiell neutralisierende Domäne“ (Kapitel 1.5.2.1), 

gegen die Antikörper gebildet werden können. 

Neutralisationsassays mit Permutationen der nativ hochkonservierten Cysteine des 

GP41/GP120-Komplexes zeigen, dass lediglich fünf der zehn Disulfidbrücken für die 

korrekte Faltung und insgesamt acht von zehn Disulfidbrücken für die Funktion essenziell 

sind.
[106]

 

Die konservierten Bereiche des GP120 befinden sich innerhalb des Proteins, die 

hypervariablen Bereiche liegen exponiert an dessen Oberfläche.
[107]

 Die Varianz zwischen 

den GP120-Sequenzen unterschiedlicher HIV-Stämme ist auf Mutationen sowie Deletionen 

und Insertionen in den hypervariablen Bereichen zurückzuführen. 
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Die Kohlenhydratstrukturen des GP120 sind N-Typ-Strukturen des hochmannosidischen 

und des komplexen Typs. Sie dienen vermutlich als glycan shield und schützen das 

Glycoprotein vor dem Angriff humaner Antikörper.
[18,108,109]

 Es ist noch weitgehend unklar, 

ob die Kohlenhydrate des GP120 für eine Infektion erforderlich sind oder ob sie eine 

Bedeutung bei der Proteinfaltung spielen.
[110,111]

 

1998 gelang die Akquisition einer Röntgenkristallstruktur eines verkürzten GP120 im 

Komplex mit zwei extrazellulären Domänen des CD4-Rezeptors und einem Antikörper-Fab-

Fragment. Die variablen Bereiche V1/V2 und V3 fehlen jedoch in diesem Modell und die 

Glycanstrukturen wurden enzymatisch bis auf einen GlcNAc-Rest verkürzt.
[19]

 Anhand dieses 

Modells konnte gezeigt werden, dass die Bindung an den Primärrezeptor CD4 über ein 

diskontinuierliches Epitop erfolgt (Abbildung 7). Die vier konservierten Bereiche C1-C4, die 

vierte variable Region (V4-Loop) sowie eine teilweise konstante und teilweise variable 

Region (C4/V5) sind an dieser Interaktion beteiligt.
[19,112,113]

 

2005 konnte das Modell des GP120 um den unglycosylierten V3-Loop erweitert werden.
[114]

 

Dieser Struktur kann entnommen werden, dass die Bindung an CD4 vermutlich eine 

Translokation des V3-Bereichs um 30 Å in Richtung Zielzelle zur Folge hat. Dadurch wird 

eine optimale Präsentation der Corezeptorbindungsepitope erreicht. Beide Röntgenkristall-

strukturen stimmen in großen Teilen überein. Dennoch ist zu beachten, dass im Modell eine 

Stabilisierung des V3-Loops durch den Antikörper und weitere GP120-Strukturen erreicht 

wird, die nicht dem nativen Zustand entspricht. 

Das GP120 M-troper Viren ist stärker glycosyliert als das der T-tropen Viren. Das 

Immunsystem erkennt die M-tropen Viren im Frühstadium einer HIV-Infektion vermutlich 

durch dieses glycan shield deutlich schlechter. T-trope Viren werden zunächst besser vom 

humanen Immunsystem neutralisiert; ihre höhere Infektiosität kommt dann aber bei einem 

vorgeschädigten Immunsystem zum Tragen.
[115]

 Fehlende N-Glycane in den Bereichen 

V1/V2 und V3 des GP120 von T-tropen Viren führen außerdem zu einer verminderten 

Replikationsfähigkeit des Virus.
[116]

 

1.5.2.1 Der V3-Loop des GP120 

Dem V3-Loop des GP120 wird eine wichtige Rolle bei der Bindung an humane Zielzellen 

zugeschrieben. Zum einen erfolgt die Wechselwirkung mit den Chemokinrezeptoren 

hauptsächlich über diesen Bereich.
[117]

 Zum anderen sind HIV-Mutanten ohne V3-Loop nicht 

zur Replikation befähigt.
[118]
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Der V3-Loop besteht je nach Subtyp aus 33-37 Aminosäuren (Abbildung 8). Der N- und der 

C-Terminus sind über eine Disulfidbrücke verknüpft, die maßgeblich zur Struktur und 

Funktionalität des GP120 beiträgt. Offenkettige V3-Loops zeigen eine verminderte 

Bindungsaffinität zum Corezeptor CCR5.
[119]

  

 

Abbildung 8: Schematische Darstellung des V3-Loops des GP120. 

Die Darstellung zeigt die in der vorliegenden Arbeit verwendete Sequenz des V3-Loops. An Position 301 

befindet sich ein Asparagin mit einer Glycosylierung des komplexen Typs. Die Nummerierung bezieht sich auf 

die Aminosäuresequenz des GP120. 

Die Sequenz des Loops lässt sich in mehrere Bereiche unterteilen: den stem-Bereich 

(Positionen 296-305 und 321-330) und den crown-Bereich (Positionen 306-320).
[120]

 Es wird 

vermutet, dass der stem-Bereich hauptsächlich für die Bindung an den N-terminalen Bereich 

des Corezeptors verantwortlich ist und der crown-Bereich allein die Rezeptorspezifität 

bestimmt. Ein dritter funktionaler Bereich des V3-Loops ist ein hochkonserviertes 

Strukturmotiv (
310

GPG
312

, Subtyp B). Dieser Bereich wird auch als „Prinzipiell 

neutralisierende Domäne“ (PND) bezeichnet, da gegen diesen Sequenzabschnitt Antikörper 

gebildet werden.
[121]

 Eine HIV-Infektion kann allerdings durch diese Antikörper über einen 

längeren Zeitraum nicht verhindert werden, da zusätzlich Epitope aus anderen Bereichen des 

GP120 am viralen entry beteiligt sind.
[122]

  

Bei der Bindung an die humanen Corezeptoren findet vermutlich zunächst eine Interaktion 

des V3-stem-Bereichs mit den sulfatierten Tyrosinen des N-terminalen Bereichs des 

Rezeptors statt. Im nächsten Schritt tritt der V3-crown-Bereich mit der ECL2 des Rezeptors 

in Wechselwirkung und leitet die anschließende Fusion der Membranen ein 

(Abbildung 9).
[114]

 



14  Einleitung 

 

 

 

Abbildung 9: Schematische Darstellung des Kontakts zwischen dem V3-Loop des GP120 und 

dem humanen Corezeptor CCR5. 

Der stem-Bereich des V3-Loops tritt mit den sulfatierten Tyrosinen des N-Terminus des Corezeptors in 

Interaktion. Im Anschluss erfolgt die Wechselwirkung des crown-Bereichs des V3-Loops mit der zweiten 

extrazellulären Schleife des Rezeptors.
[114]

 

Viren mit identischen V3-Sequenzen können sich in ihrem Rezeptortropismus 

unterscheiden. Dies führte zu der Vermutung, dass andere Bereiche des GP120 wie die V1- 

und V2-Bereiche ebenfalls Bedeutung bei der Wahl des Corezeptors haben.
[123,124]

 

Die Formalladung des V3-Loops beträgt je nach Virusstamm +2 bis +10. Der zunehmende 

Krankheitsfortschritt und der Tropismuswechsel zu T-tropen Viren korrelieren mit dem 

vermehrten Auftreten von basischen Aminosäuren innerhalb der Sequenz. Das hohe 

elektrostatische Potential des V3-Loop kann so zu einer stärkeren Wechselwirkung mit der 

Wirtszellmembran führen und effektiv mit Antikörpern um die Corezeptorbindung 

konkurrieren, was die höhere Infektiosität erklärt.
[125]

 

Der V3-Loop besitzt eine stark konservierte potenzielle Glycosylierungsstelle in der Nähe 

des N-Terminus.
[119]

 Die Glycosylierung an dieser Position ist vom komplexen Typ und 

nimmt etwa den gleichen Raum in Anspruch wie der V3-Loop selbst (Abbildung 8). Die 

Wahl des Corezeptors wird entscheidend durch die Sequenz des V3-Loops des GP120 

bestimmt. Wird dieses Strukturmotiv eines R5-tropen Virus durch die Sequenz eines 

X4-tropen ausgetauscht, ist das Virus in der Lage, CXCR4-tragende Zellen zu 

infizieren.
[117,126]

 Fehlt das Komplex-Typ-Glycan des V3-Loops, wird die Nutzung von 

CCR5 beeinträchtigt und der entry von X4-tropen Virenstämmen begünstigt.
[81,127,128]

  

Der Einfluss der Glycosylierung sowie der Cyclisierung des V3-Loops zugunsten einer 

höheren Bindungsaffinität gegenüber CCR5 konnte in SPR (surface plasmon resonance)-

basierten Studien nachgewiesen werden.
[129,130]

 

Der virale V3-Loop stellt durch seine Schlüsselfunktion in der Corezeptorbindung ein 

attraktives Ziel für die Entwicklung von Inhibitoren dar, die den Eintritt von HIV in humane 

Zielzellen verhindern könnten. Zu beachten ist hierbei, dass niedermolekulare Verbindungen 
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unter Umständen nicht zur Inhibition der Corezeptoren geeignet sind, da das GP120 auch mit 

einem reduzierten Bindungsepitop eine Infektion hervorrufen kann.
[131]

 Zur Entwicklung von 

HIV entry-Inhibitoren (Kapitel 1.6.1) ist ein detailliertes Verständnis der V3-CCR5-

Interaktion auf atomarer Ebene unverzichtbar. 

1.6 Therapieansätze 

Seit 1995 ist die übliche Behandlungsform von HIV-Infektionen eine Kombinations-

therapie, die auf der Verabreichung mehrerer Substanzen aus mindestens zwei verschiedenen 

Wirkstoffklassen basiert (HAART).
[39,132]

 Die kombinierte Anwendung von Medikamenten 

mit unterschiedlichen Wirkmechanismen soll vor allem einer Resistenzbildung des Virus 

vorbeugen.
[133-135]

 

Im Mai 2011 standen 24 Einzel- und sechs Kombinationspräparate zur Behandlung von 

HIV und AIDS im Rahmen der HAART zur Verfügung.
[136]

 Die Präparate werden in mehrere 

Wirkstoffklassen eingeteilt, wobei sich die Klassifizierung der Medikamente nach dem 

Stadium richtet, in welchem sie in den HIV-Replikationszyklus (Kapitel 1.3) eingrei-

fen.
[137-139]

 Tabelle 1 gibt eine Übersicht über die Wirkstoffklassen wieder. 

Tabelle 1: Übersicht über die Wirkstoffklassen der im Mai 2011 zugelassenen HIV-

Medikamente. 

Wirkstoffklasse Unterkategorien 

Reverse Transkriptase-

Inhibitoren (RTIs) 

• Nucleosidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren (NRTIs)  

• Nicht-nucleosidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren (NNRTIs)  

• Nucleotid-analoge Reverse Transkriptase-Inhibitoren (NtRTIs) 

Protease-Inhibitoren (PIs)  

Integrase-Inhibitoren (IIs)  

entry-Inhibitoren (EIs) 

• attachment-Inhibitoren 

• Corezeptorantagonisten 

• Fusionsinhibitoren 

Eine Erradikation des Virus aus dem Organismus ist mithilfe der HAART nicht möglich. 

Die Lebensqualität der Patienten kann jedoch verbessert und der Krankheitsfortschritt 

deutlich verzögert werden, wobei häufig erhebliche Nebenwirkungen der Medikamente in 

Kauf genommen werden müssen.
[134,140]
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Die meisten der zurzeit eingesetzten Präparate sind den Wirkstoffklassen der Reverse 

Transkriptase-Inhibitoren und der Protease-Inhibitoren zuzuordnen.
[141-143]

 In den Bereichen 

der Integrase- und Fusionsinhibitoren sowie der Corezeptorantagonisten ist bislang jeweils 

nur ein Wirkstoff zugelassen.
[136]

  

Reverse-Transkriptase-Inhibitoren funktionieren nach zwei Mechanismen. NRTIs und 

NtRTIs sind Nucleosid- bzw. Nucleotidanaloga und konkurrieren nach mehrfacher 

Phosphorylierung durch zelluläre Kinasen mit den natürlichen Nucleotiden bei der 

Elongation der viralen DNA. Durch das Fehlen der 3’-OH-Gruppe bricht die Ketten-

verlängerung ab, was u. a. zu einer unvollständigen Replikation der viralen DNA führt.
[144]

 

NNRTIs inaktivieren die katalytische Funktion der RT, indem sie allosterisch an eine 

Subdomäne in der Nähe des aktiven Zentrums des Enzyms binden.
[145]

 Inhibitoren der RT 

können ihre Wirkung nur entfalten, solange die virale RNA noch nicht in die DNA der 

Wirtszelle insertiert ist. 

Die HIV-Protease spaltet virale Vorläuferproteine. Protease-Inhibitoren konkurrieren mit 

diesen Precursorproteinen um die Substratbindungsstelle des Enzyms.
[146]

 Auf diese Weise 

werden lediglich nichtinfektiöse Viren produziert.
[147,148]

 Die überwiegend peptidomime-

tischen Inhibitormoleküle sind so modifiziert, dass die Peptidbindungen durch z. B. 

Hydroxyethylenbindungen ersetzt sind, die die Protease nicht spalten kann.
[149]

 

Der bislang einzige zugelassene Integrase-Inhibitor Raltegravir greift an der Stelle des 

Strangtransfers ein.
[150,151]

 Ein weiterer Integrase-Inhibitor, Elvitegravir, befindet sich zurzeit 

in Studien der klinischen Phase III.
[152]

 Weitere Schritte der Integration, die potenzielle Ziele 

von Inhibitoren darstellen können, sind die Bindung der viralen DNA an die Wirtszell-DNA, 

die 3’-Prozessierung und die Lückenreparaturfunktion der Integrase.
[137,153,154]

 Der Vorteil 

einer Blockierung der Integrase liegt darin, dass es sich um einen viruseigenen Bestandteil 

handelt, dessen Inhibition keinen Einfluss auf humane Enzyme hat.
[155]

  

Eine weitere Möglichkeit, die HIV-Replikation zu unterbinden, besteht in der Inhibition der 

Reifung und Ausknospung infektiöser Virionen (Maturation). Dies wird erreicht, indem die 

Umwandlung des HIV-1-Capsid-Vorläuferproteins zum reifen Capsidprotein P24 

unterbrochen wird.
[156]

 In diesem Bereich wurde bislang noch kein Wirkstoff zugelassen.
[157]

 

Bevirimat hat jedoch erfolgreich Studien der klinischen Phase IIb durchlaufen.
[158,159]  

Ein anderer Ansatz wird mit Mikrobiziden erprobt. Diese sollen das Eindringen von HIV in 

den Körper verhindern und stellen somit eine mögliche prophylaktische Maßnahme als 

Alternative zu einem Vakzin dar.
[160,161]
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Die Entwicklung eines Impfstoffes ist bislang erfolglos geblieben. Der Einsatz von 

genetisch veränderten, nichtpathogenen Viren zur Aktivierung einer humanen Immunantwort 

verlief nur wenig vielversprechend.
[162-165]

 Versuche unter Verwendung von rekombinant 

hergestelltem GP120, das die wirtseigene Produktion von Antikörpern anregen soll, brachten 

ebenfalls nur geringe Erfolge.
[166]

 

1.6.1 Entry-Inhibitoren 

Die bislang zugelassenen Wirkstoffe aus dem Bereich der entry-Inhibitoren setzen an 

verschiedenen Punkten des Eintritts der HI-Viren in die Zielzelle an.
[167-169]

 Der frühe 

Eingriff in die HIV-Replikation hat den Vorteil, dass das Virus gar nicht erst in die Wirtzelle 

gelangen kann.
[133]

 Haben diese Wirkstoffe einen zellulären Rezeptor als target, kommt es 

deutlich verzögert zu einer viralen Resistenzbildung.
[170]

 

Die Blockierung der Wechselwirkung des HIV mit dem Primärrezeptor CD4 (attachment-

Inhibitoren) hat den Vorteil der Unabhängigkeit vom Corezeptortropismus. Geschieht die 

Inhibition auf humaner Seite, kann es allerdings zur Beeinträchtigung der für das 

Immunsystem notwendigen nativen CD4-Funktion kommen. Nebenwirkungen durch CD4-

bindende Antikörper wie z. B. Immunsuppression können nicht ausgeschlossen werden.
[171]

  

Abhilfe kann hier die Entwicklung von CD4-mimikrierenden Wirkstoffen schaffen, die mit 

dem viralen GP120 interagieren. Die große Variabilität des Virus kann allerdings zu 

Problemen bei der Entwicklung geeigneter Liganden führen. Die Verabreichung von 

löslichem CD4 bietet keinen ausreichenden antiviralen Effekt.
[172,173]

 Wirkstoffe, die sich 

gegenwärtig in klinischen Studien befinden, sind beispielsweise ein monoklonaler Antikörper 

(TNX-355), der eine Konformationsänderung im CD4 auslöst und eine weitere Interaktion 

mit den Corezeptoren verhindert, sowie BMS-488043, das spezifisch und reversibel mit 

GP120 wechselwirkt und die CD4/GP120-Bindung blockiert.
[174,175]

 

2003 wurde Enfuvirtide (T20, Fuzeon®) aus dem Bereich der Fusionsinhibitoren von der 

U. S. Food and Drug Administration (FDA) zugelassen.
[176,177]

 Enfuvirtide ist ein 

36 Aminosäuren langes Peptid aus dem C-terminalen Bereich des GP41. Es verhindert die für 

die Fusion notwendige Ausbildung der trimer of hairpin-Struktur des Glycoproteins 

(Kapitel 1.3).
[178]

 Aufgrund seiner schlechten Bioverfügbarkeit muss der Wirkstoff jedoch 

subkutan injiziert werden.
[179]
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Wegen der nicht einzuschätzenden Folgen der Blockierung der CD4/GP120-Wechsel-

wirkung bieten sich die Corezeptoren CCR5 und CXCR4 als weiteres target an. Ein weiteres 

Argument für diesen Ansatzpunkt ist, dass die Blockierung der CD4/GP120-Interaktion zu 

einer Konformationsänderung des GP120 führen kann, die eine Bindung an einen der 

Corezeptoren beschleunigt.
[180,181]

 

In vitro-Studien haben gezeigt, dass die natürlichen Liganden der Chemokinrezeptoren 

antivirale Aktivität aufweisen und sich als mögliche Liganden zur Inhibition des HIV entries 

anbieten.
[65]

 Die kurze Halbwertszeit in vivo, ihre Internalisierung bei Corezeptorbindung und 

das Auftreten von beträchtlichen Nebenwirkungen machen die Erforschung von Alternativen 

dringend notwendig. Bei der Inhibition der Sekundärrezeptoren bleibt zu beachten, dass die 

nativen Funktionen der Chemokinrezeptoren noch nicht vollständig aufgeklärt sind. 

Bei CXCR4 knockout-Mäusen traten z. B. Entwicklungsstörungen der Föten auf.
[182,183]

 Der 

Tropismuswechsel im späten Stadium einer HIV-Infektion zu X4-tropen Virenstämmen 

haben dennoch zur Entwicklung einiger niedermolekularer, stark positiv geladener 

Inhibitoren als CXCR4-blockierende Wirkstoffe geführt (AMD3100, AMD11070, T22, 

T143, u. a.).
[184-188]

  

Da bei Trägern einer homozygoten 32-Basenpaar-Deletion und der damit einhergehenden 

Suppression der CCR5-Expression (Kapitel 1.4.2) eine Resistenz gegenüber einer 

HIV-Infektion aber keine gesundheitlichen Beeinträchtigungen festzustellen sind, ist dieser 

Rezeptor ein äußerst attraktives Ziel für die Entwicklung von entry-Inhibitoren.
[86,87]

 2007 

wurde Maraviroc als erster Vertreter der Klasse der Corezeptorantagonisten 

zugelassen.
[189,190]

 Maraviroc blockiert CCR5 und verhindert die Anbindung des GP120. Mit 

Vicriviroc befindet sich ein weiterer potenzieller Corezeptorinhibitor in klinischen 

Studien.
[191]

 Weiterhin ist die Entwicklung von Antikörpern von großem Interesse. PRO-140 

z. B. ist ein monoklonaler anti-CCR5-Antikörper; der den HIV entry blockiert, ohne die 

bekannten nativen Funktion von CCR5 einzuschränken.
[192]

  

Durch die Inhibition der Wechselwirkung nur eines Corezeptors kann es jedoch zu einem 

beschleunigten Tropismuswechsel kommen.
[59,193]

 Daher stehen Substanzen, die eine 

Infektion mit R5-, X4- und R5/X4-trope Virenstämmen verhindern können, im Fokus.
[194-196]

 

Ebenfalls erprobt werden Maßnahmen, die die Expression von CXCR4 und CCR5 auf den 

Zellen herunterregulieren können.
[197]
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2 Methoden 

2.1 Festphasenpeptidsynthese 

Zur Darstellung von Peptiden und Glycopeptiden eignen sich unterschiedliche Methoden. 

Biochemisch kann die Synthese zum einen unter Einsatz von Enzymen, zum anderen 

rekombinant unter Verwendung von Expressionssystemen erfolgen, was vor allem bei der 

Herstellung von Proteinen Anwendung findet.
[198,199]

 

Die in der vorliegenden Arbeit dargestellten Peptide und Glycopeptide wurden mithilfe der 

Festphasenpeptidsynthese (solid phase peptide synthesis, SPPS) nach Merrifield synthe-

tisiert.
[200]

 Dieses Verfahren eignet sich nicht nur für die Kupplung von Standard-

aminosäuren, sondern ebenfalls für die Darstellung von Peptiden mit unnatürlichen 

Aminosäuren oder mit posttranslationalen Modifikationen. Durch die mehrmalige Abfolge 

identischer Arbeitsschritte lässt sich dieses Verfahren leicht automatisieren.
[201]

 Die 

Kupplung von Peptiden an einem unlöslichen Träger erleichtert die Aufarbeitung erheblich 

und ermöglicht dadurch das Arbeiten mit hohen Reagenzienüberschüssen sowie die 

Entfernung nichtumgesetzter Komponenten in Waschschritten. 

Sehr lange Peptide können zunächst in kürzeren Einzelsequenzen synthetisiert und 

nachträglich verknüpft werden. Dies kann mittels nativer Ligation unter Ausbildung einer 

Peptidbindung erfolgen oder nichtnativ über eine nichtamidische Verknüpfung.
[202,203]

 

Durch die Multifunktionalität von Aminosäuren muss eine geeignete Schutzgruppen-

strategie gewählt werden, um unerwünschte Nebenreaktionen zu vermeiden und eine 

selektive Ausbildung der Peptidbindung zu erreichen. Die α-Aminofunktionen werden bei 

der in der vorliegenden Arbeit angewendeten Fmoc-Strategie mit einer 9-Fluorenylmethoxy-

carbonylgruppe geschützt, die unter mild basischen Bedingungen abgespalten werden kann 

und ein photometrische Verfolgung der Kupplungsausbeuten ermöglicht.
[204]

 Die Seiten-

kettenfunktionalitäten der Aminosäuren werden orthogonal hierzu mit säurelabilen 

Schutzgruppen (z. B. Trt-, Pbf-, tBu- und Boc-Gruppen) blockiert. 

Als feste Phase wird häufig ein quervernetztes, funktionalisiertes Polystyrolharz eingesetzt, 

welches mit einem Linker versehen ist. Der Linker dient als Abstandshalter, der die 

Wechselwirkung der Peptidkette mit dem Harz reduzieren soll. Die Struktur des Linkers 

ermöglicht die Abspaltung der Peptide z. B. als Carbonsäure oder Carbonsäureamid.  
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In Abbildung 10 ist schematisch der Ablauf der automatisierten SPPS nach der Fmoc-

Schutzgruppenstrategie dargestellt. Dabei erfolgt der Aufbau des Peptids entgegen der 

biologischen Syntheserichtung vom C- zum N-Terminus. Die Aminofunktion des 

eingesetzten polymeren Trägers wird zu Beginn der Synthese unter Bildung von Methylen-

fluoren und Kohlendioxid nach einem E1cb-Mechanismus entschützt.  

 

Abbildung 10: Schematische Darstellung der automatisierten Festphasenpeptidsynthese. 

Wird nach der Fmoc-Strategie gearbeitet, wird zunächst das Harz entschützt. Danach folgen wiederholt die 

Kupplungs,- capping- und Fmoc-Entschützungsreaktionen. Abschließend werden unter sauren Bedingungen in 

einem Schritt das Peptid vom polymeren Träger abgespalten sowie die Seitenketten der Aminosäuren 

entschützt. 

Danach folgt die Kupplungsreaktion, bei der die α–Carboxylfunktion der zu kuppelnden 

Aminosäure unter Einsatz von Aktivatoren in einen Aktivester überführt wird. Als 

Aktivatoren eignen sich z. B. Uroniumsalze wie TBTU (O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N‘,N‘-
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tetramethyluroniumtetrafluoroborat) und HATU (O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N‘,N‘-

tetramethyluroniumhexafluorophosphat).
[205,206]

 Die Vorteile liegen in einer hohen 

Kupplungseffizienz auch sterisch gehinderter Aminosäuren bei einer geringen Reaktionszeit. 

Das reaktive Intermediat hierbei ist ein O-Acyluronium-Derivat.
[207]

 Die Bildung von 

Tetramethylharnstoff verschiebt das Reaktionsgleichgewicht auf die Seite des Produkts.  

Nach der Kupplung werden nichtumgesetzte Aminofunktionen in einer Acetylierungs-

reaktion blockiert (capping), um die Bildung von Deletionspeptiden zu vermeiden, die sich 

nach der Synthese nur schwer chromatographisch abtrennen lassen würden. Mit der Fmoc-

Entschützung der zuletzt gekuppelten Aminosäure wird der nächste Synthesezyklus 

eingeleitet.  

Unter sauren Bedingungen wird zum Abschluss das Peptid unter gleichzeitiger 

Entschützung der Seitenkettenfunktionalitäten vom polymeren Träger abgespalten. Bei der 

Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen bilden sich Carbeniumionen, die elektrophil mit 

den aromatischen Seitenketten von Phenylalanin, Tyrosin oder Tryptophan reagieren können. 

Um dies zu vermeiden, wird der Abspaltlösung der Hydridionendonor Triisopropylsilan 

(TIPS) zugesetzt.
[208]

 

Probleme bei der SPPS können durch intra- und intermolekulare Aggregation, Ausbildung 

von Sekundärstrukturelementen sowie sterische Hinderung durch die Seitenketten-

schutzgruppen hervorgerufen werden und zum vorzeitigen Abbruch der Synthese führen. 

Unter anderem aus diesen Gründen werden seit einigen Jahren Mikrowellen-

synthesereaktoren eingesetzt.
[209,210]

 Besonders bei der Synthese von Peptiden mit mehr als 

sechs Aminosäuren kommt es häufig zu Aggregation der wachsenden Peptidkette am Harz. 

Beim Einsatz von Mikrowellen richten sich die Dipole des Peptidrückgrats entlang einer 

elektromagnetischen Welle aus und die Peptidkette erfährt eine Deaggregation.
[211]

 Das 

aminoterminale Ende des wachsenden Peptids wird somit leichter für die folgenden 

Reaktionsschritte zugänglich. Weiterhin werden Rotations- und Schwingungsbewegungen 

der Moleküle des Lösungsmittels angeregt, die zu einem raschen Erwärmen der Reaktions-

lösung auf die gewünschte Temperatur führen, welches ebenfalls vorteilhaft für die Synthese 

ist.
[212]

 

2.1.1 Darstellung von Glycopeptiden 

Eine einheitliche Glycosylierung von Peptiden ist auf biochemischem Weg nicht möglich, 

da es sich um eine spezies- und zelltypspezifische posttranslationale Modifikation 
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handelt.
[213,214]

 Auf chemischem Weg kann die Darstellung von Glycopeptiden entweder 

konvergent mit dem Einführen des Saccharidteils nach abgeschlossener Peptidsynthese oder 

sequenziell unter dem Einsatz von Glycosylaminosäurebausteinen während der 

Peptidsynthese erfolgen.
[215,216]

 

Zum nachträglichen Einbau eines N-Typ-Saccharids in ein Harz-gebundenes Peptid mittels 

konvergenter Synthesestrategie wird z. B. ein in der Seitenkette Allyl-geschütztes Aspartat 

eingeführt.
[217]

 Nach der selektiven Entschützung und Aktivierung wird die Glycosyleinheit 

als Amin gekuppelt. Ein Vorteil der konvergenten Synthese besteht darin, dass das 

Glycosylamin nur in geringen Mengen am Ende der Synthese eingesetzt werden muss. 

Nachteilig kann sich auswirken, dass Peptide bereits am Harz eine Sekundärstruktur 

ausbilden und damit die Kupplung des Saccharids sterisch gehindert ist.  

Der Vorteil der sequenziellen Synthese liegt darin, dass sowohl mehrfach als auch 

differenziell glycosyliert werden kann. Die Entschützung der Hydroxylgruppen des 

Saccharidbausteins kann leicht quantitativ am Harz erfolgen. Der Nachteil besteht darin, dass 

der Baustein zunächst aufwändig synthetisiert werden muss und unter den Bedingungen aller 

folgenden Schritte der Peptidsynthese stabil sein muss. Weiterhin müssen Ausbeuteverluste 

aufgrund einer nichtquantitativen Kupplung des Bausteins und der nachfolgenden 

Aminosäuren in Kauf genommen werden. Die komplexe Struktur der Glycosyleinheit kann 

zu einer verringerten Zugänglichkeit der terminalen Aminogruppe für folgende Kupplungs-

schritte führen. 

Eine unerwünschte Nebenreaktion, sowohl der sequenziellen als auch der konvergenten 

Glycopeptidsynthese, ist die intramolekulare Aspartimidbildung.
[218]

 Unter basischen 

Bedingungen kann es zur Deprotonierung der Amidgruppe des Aspartats und einem 

nachfolgenden nucleophilen Angriff an der β–Carbonylgruppe unter Ausbildung eines 

thermodynamisch sehr stabilen Succinimidrings kommen.
[219,220]

 Diese Nebenreaktion kann 

durch den Einsatz von Piperazin als Base mit einem Zusatz von 1-Hydroxybenzotriazol 

reduziert werden.
[221]

 

2.1.2 Darstellung von cyclischen Peptiden 

Die Cyclisierung von Peptiden und Glycopeptiden über eine Disulfidbrücke kann 

biochemisch durch den Einsatz von Enzymen oder auf chemischem Weg entweder am 

polymeren Träger oder in Lösung erreicht werden.
[222,223]

 In Abhängigkeit von der Wahl der 
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Schutzgruppen der Cysteinseitenketten kann die Entschützung simultan oder schrittweise 

erfolgen. 

Die oxidative Cyclisierung in Lösung erfolgt nach der sauerstofffreien Abspaltung vom 

Harz in großen Verdünnungen, um eine intermolekulare Polymerisation zu vermeiden. Als 

Oxidationsmittel können beispielsweise Iod, DMSO oder Luftsauerstoff dienen. Der Vorteil 

der Cyclisierung in Lösung liegt im Einsatz preiswerter Chemikalien. So kann die 

Cyclisierung in einer wässrigen Ammoniumhydrogencarbonatlösung mit Luftsauerstoff als 

Oxidationsmittel durchgeführt werden.
[224]

 Der Zusatz geringer Mengen DMSO kann 

beschleunigend auf die Oxidationsreaktion wirken und die Löslichkeit von sehr hydrophoben 

Peptiden erhöhen.
[225]

 

Bei Cyclisierungen am polymeren Träger muss ein Harz mit niedriger Belegung 

(< 0.2 mmol/g) gewählt werden, um intermolekulare Reaktionen zu vermeiden. Hydrophobe 

Wechselwirkungen mit dem Harz nehmen mit steigender Kettenlänge der Peptide zu und 

können eine Cyclisierung erschweren. Außerdem sind mehrere Reaktionsschritte notwendig, 

um eine Ausbildung von Disulfidbrücken zu bewirken.
[226]

 Bei niedrig gewählten 

Ansatzgrößen sollte es bei dieser Methode jedoch ausschließlich zur gewünschten 

Cyclisierungsreaktion kommen. 

2.2 Circulardichroismus 

Eine einfache und schnelle Methode zur Untersuchung der dreidimensionalen Struktur von 

z. B. Proteinen oder DNA stellt die CD-Spektroskopie dar.
[227]

 Sie ist eine spezielle Art der 

Absorptionsspektroskopie im UV/Vis-Bereich und beruht auf der Wechselwirkung von 

circular polarisiertem Licht mit optisch aktiven Chromophoren.
[228]

 Mit dieser Methode ist 

die Untersuchung von Sekundär- und Tertiärstrukturelementen sowie von Konformations-

änderungen von z. B. Proteinen möglich.  

Circular polarisiertes Licht besteht aus zwei orthogonalen elektromagnetischen Wellen 

gleicher Amplitude mit einem Phasenunterschied von 90°. Links und rechts circular 

polarisiertes Licht (EL, ER) wird durch optisch aktive Substanzen unterschiedlich stark 

absorbiert. Die Differenz ist eine ellipsoide Polarisation, welche als Circulardichroismus 

bezeichnet wird (Abbildung 11).
[229,230]
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Abbildung 11: Darstellung des CD-Effekts.  

Links: Beide Basisvektoren (EL, ER) des circular polarisierten Lichts haben die gleiche Magnitude und 

erscheinen als lineare Vektoren. Rechts: Die links- und rechtsdrehende Komponente haben unterschiedliche 

Magnituden, was eine elliptische Polarisierung zur Folge hat.
[231]

  

Es wird zwischen positivem und negativem Circulardichroismus (Cotton-Effekt) 

unterschieden, je nachdem welche Komponente der Basispolarisation stärker absorbiert wird. 

Angegeben wird meist die Elliptizität in Abhängigkeit von der Wellenlänge. Eine 

Normierung der erhaltenen Werte der Elliptizität wird durch die Umrechnung in die mean 

residue ellipticity [Θ] erreicht (Gleichung 1).
[231,232]

 

[ ]    
 [     ]

    [     ]   [  ]   
 Gleichung 1 

Gleichung 1: Umrechnung der Elliptizität Θ in die mean residue ellipticity [Θ]. 

Θ = gemessene Elliptizität in Milligrad (mdeg), M = Molmasse, c = Konzentration des Analyten, l = Länge der 

Küvette und n = Anzahl der Aminosäuren im untersuchten Protein. 

In der Regel werden Messungen bis zu einer minimalen Wellenlänge von 180 nm 

durchgeführt. Messungen im Bereich < 180 nm sind durch den Einsatz von 

Synchrotronstrahlung (SRCD) möglich und ermöglichen eine genauere Spezifizierung der 

Molekülstruktur.  

Die Konfomationsanalyse erfolgt durch die Betrachtung der gemessenen Absorptionsbande, 

die mit bekannten Referenzspektren verglichen wird.
[233]

 In Peptiden oder Proteinen lassen 

sich die Anteile von α-Helices, β-Faltblättern, β-turns und ungeordnete Strukturen 

(random coil) bestimmen, wobei Einflüsse von aromatischen Seitenketten eine exakte 

Konformationsanalyse erschweren können. Eine Lokalisierung oder Bestimmung der 

Abfolge der Sekundärstrukturelemente ist mit der CD-Spektroskopie nicht möglich.  
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CD-Spektren werden in drei Bereiche unterteilt: 

 den fernen UV-Bereich (< 250 nm) 

 den nahen UV-Bereich (250 – 300 nm) 

 den nahen UV/Vis-Bereich (300 – 700 nm) 

Der ferne UV-Bereich enthält Informationen über die Sekundärstruktur eines Proteins 

(Abbildung 12). Die Absorption wird hier durch elektronische Übergänge der 

Amidbindungen hervorgerufen, deren Asymmetrie durch die Nachbarschaft zu stereogenen 

Zentren (α-C-Atom) induziert wird und die optische Aktivität verursacht. Liegt eine α-Helix 

vor, ruft der niedrigste π  π*-Übergang im CD-Spektrum ein Minimum bei etwa 210 nm, 

der n  π*-Übergang ein Minimum bei etwa 220 nm hervor. Die Amplitude steigt mit 

zunehmender Länge der Helix. Die β–Faltblatt-Konformation ist weniger gut untersucht, da 

dieses Strukturelement zu einer schlechten Löslichkeit der untersuchten Substanzen führen 

kann. Ein typisches Spektrum, das eine β–Faltblattstruktur repräsentiert, zeigt ein Maximum 

bei 195 nm (π  π*-Übergang) und ein Minimum bei 215 nm (n  π*-Übergang).
[234,235]

 

Eine Verstärkung der Amplitude kann durch zunehmende Verdrillung und steigende Länge 

des Faltblattes hervorgerufen werden. Als Modelle für Absorptionsspektren von turn-

Motiven werden häufig cyclische Peptide verwendet. Die erhaltenen Spektren sind jedoch 

insgesamt wenig definiert.
[236]

  

Abbildung 12 zeigt die Fern-UV-CD-Spektren von Poly-L-lysin, die unter verschiedenen 

Bedingungen aufgenommen wurden. Die erhaltenen Spektren dienen als Modelle für 

unterschiedliche Sekundärstrukturelemente. 

Der nahe UV-Bereich gibt Auskunft über die Tertiärstruktur eines Proteins. Die Absorption 

ist durch aromatische Seitenketten (260 – 320 nm) und Disulfidbrücken (schwache, breite 

Absorptionsbanden bei etwa 260 nm) geprägt. Die Signalform hängt von der Anzahl der 

aromatischen Aminosäuren, ihrer Beweglichkeit, ihrer chemischen Umgebung (Wasserstoff-

brücken, polare Gruppen, Polarisierbarkeit) sowie ihrer räumlichen Anordnung ab. Eine 

Blauverschiebung deutet z. B. auf eine Exposition aromatischer Seitenketten an der 

Oberfläche hin. Die Intensität der Banden ist in diesem Bereich aufgrund des geringeren 

Vorkommens dieser Chromophore deutlich schwächer.
[234]
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Abbildung 12: Fern-UV-CD-Spektren unterschiedlicher Konformationen von Poly-L-lysin. 

Die α-Helix-Konformation bildet sich bei RT und einem pH-Wert von 11.1 aus. Sie ist geprägt von zwei 

Minima bei 208 und 222 nm. Das β-Faltblatt wird nach dem 15-minütigem Erwärmen auf 52 °C bei pH 11.1 

erhalten. Das Spektrum zeigt ein Maximum bei 195 nm und ein Minimum bei 215 nm. In entsalztem Wasser 

liegt Poly-L-lysin als Zufallsknäuel vor, das durch ein Minimum bei 195 nm und ein Maximum bei 218 nm 

charakterisiert ist.
[237]

  

Im nahen UV/Vis-Bereich wird die Absorption u. A. von prosthetischen Gruppen (z. B. im 

Hämoglobin) hervorgerufen. Bei etwa 300 nm kann es zu einem tailing von Disulfidbrücken 

oder einer Tryptophan-Bande kommen. 

Aus den aufgenommenen Spektren können anschließend die einzelnen Anteile der 

Sekundärstrukturelemente errechnet werden. Die beobachtbaren Übergänge im fernen 

UV-Bereich sind u. A. von den erlaubten Torsionswinkeln des Peptidrückgrats abhängig. 

Eine Anpassung an Referenzspektren wird umso schwieriger, je variabler die Torsionswinkel 

sind. Dies ist beispielsweise bei β-Faltblättern oder random-Strukturen der Fall.
[232]

  

Die akquirierten Daten müssen vor der Auswertung häufig mathematisch geglättet werden, 

da eine mangelnde Lampenintensität < 190 nm zu verrauschten Messwerten führen kann. Für 

die Auswertung steht eine Vielzahl von Software zur Verfügung, die zum Teil die Erstellung 

eigener Referenzdatenbanken ermöglichen.
[238,239]
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2.3 STD-NMR 

Im Rahmen der Entwicklung neuer Wirkstoffe muss die Interaktion von niedermolekularen 

Liganden mit z. B. Rezeptormolekülen oder Enzymen charakterisiert und verstanden werden. 

Eine ligandbasierte Methode, die hierfür zur Verfügung steht, ist die Sättigungs-Transfer-

Differenz-NMR-Spektroskopie (STD-NMR), die sowohl in der universitären als auch der 

industriellen Forschung eine vielfältige Anwendung erfährt.
[240-242]

  

Die STD-NMR-Spektroskopie ermöglicht die Aufklärung von Bindungsepitopen von 

Liganden mit Proteinen auf atomarer Ebene sowie die Bestimmung der thermodynamischen 

Dissoziationskonstante KD der Liganden. Hierzu reichen geringste Stoffmengen 

(nmol - µmol) sowohl der Liganden als auch der Proteine aus.  

Für STD-NMR-Experimente macht man sich das Phänomen der Spindiffusion, welches bei 

Makromolekülen mit einer molaren Masse > 10 kDa auftritt, zunutze. Durch die 

Spindiffusion verteilt sich die Magnetisierung über das gesamte Molekül. Eine spezifische 

Sättigung der Protonenfrequenzen von Makromolekülen ist aufgrund ihrer kurzen 

Kreuzrelaxationszeiten und der damit verbundenen großen Linienbreite möglich und lässt 

sich durch die Anwendung einer Serie von Gauß-Pulsen erreichen. Die Einstrahlfrequenz 

wird dabei so gewählt, dass keine spezifische Sättigung des Liganden erfolgt. Die 

Resonanzen des Liganden liegen meist im spektralen Bereich von ungefähr 0 bis 10 ppm. Die 

Einstrahlfrequenz zur Sättigung des Proteins wird als on resonance-Frequenz bezeichnet. Um 

das Maß der Sättigung quantifizieren zu können, wird ein NMR-Spektrum derselben Probe 

mit einem selektiven Vorsättigungspuls außerhalb des spektralen Fensters des Proteins 

akquiriert, das einem normalen 
1
H-NMR-Spektrum entspricht (off resonance). Unerwünschte 

Artefakte durch thermische Effekte in der Probe können ebenfalls durch die Aufnahme des 

off resonance-Spektrums vermieden werden.  

Bei einem schnellen Austausch der Liganden am Rezeptormolekül kann die Sättigung 

mittels Kreuzrelaxation vom Protein auf den Liganden übertragen werden.
[243]

 Diffundiert der 

Ligand nach der Bindung an den Rezeptor zurück in Lösung, kann er dort detektiert werden 

(Abbildung 13). Die Sättigungsintensität der Ligandresonanzen korreliert über 1/r
6
 mit dem 

Abstand r der Ligandprotonen zu den Proteinprotonen. Ligandprotonen, die sich näher am 

Rezeptor befinden, erfahren eine stärkere Sättigungsübertragung als weiter entfernte. Die 

Signalintensität der Protonen wird also stärker reduziert, je geringer die Distanz zum 

Makromolekül ist. Subtrahiert man nun das on resonance- vom off resonance-Spektrum, 
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wird das STD-Spektrum erhalten, in welchem die intensiveren Ligandsignale von Protonen 

verursacht werden, die stärker mit dem Protein wechselwirken. Durch den Vergleich des 

STD-Spektrums mit dem entsprechenden off resonance-Spektrum lassen sich die absoluten 

STD-Prozente ermitteln. Das Bindungsepitop kann dann aus der relativen Sättigung der 

einzelnen Protonen bestimmt werden. 

 

Abbildung 13: Prinzip der STD-NMR-Spektroskopie. 

Durch Einstrahlen eines selektiven Pulses (on resonance) kommt es zu einem Populationsausgleich zwischen 

den α– und β–Energieniveaus der Wasserstoffkerne und damit zu einer Sättigung eines Rezeptormoleküls. Diese 

kann mittels Kreuzrelaxation auf einen bindenden Liganden übertragen werden. Diffundiert dieser in Lösung, 

kann das Maß der Sättigungsübertragung bestimmt werden. Das Maß der Sättigung korreliert dabei mit dem 

Abstand r der Protonen zum Rezeptor. Protonen, die sich näher am Protein befinden, werden stärker gesättigt. 

Die Differenz aus einem on und einem off resonance-Spektrum (STD-Spektrum) zeigt nur Signale von 

Protonen, die an der Interaktion beteiligt sind.
[242]

 

Da das Differenzspektrum ausschließlich Signale bindender Moleküle enthält, eignet sich 

die STD-NMR-Methode hervorragend zum screening von Substanzbibliotheken. Protein-

signale, die nach der Differenzbildung im STD-Spektrum auftreten, können effektiv durch 

einen T1ρ-Filter (Spinlock) unterdrückt werden.
[244]

  

Die Bestimmung von Bindungskonstanten erfolgt über die Aufnahme einer Konzentrations-

reihe mit unterschiedlichen Ligandüberschüssen. Die Ligandkonzentration wird durch die 

Berechnung des STD-Amplifikationsfaktors berücksichtigt (Gleichung 2). 
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 Gleichung 2 

Gleichung 2: Berechnung des STD-Amplifikationsfaktors (STDAmp.).  

I0 = Signalintensität des off resonance-Spektrums, Isat = Signalintensität des on resonance-Spektrums, 

[L]total = Gesamtkonzentration des Liganden und [P]total = Gesamtkonzentration des Proteins in der Probe. 

Die KD-Werte erhält man durch die Anpassung an ein geeignetes Bindungsmodell. Dazu 

werden die maximalen Werte der STD-Amplifikationsfaktoren gegen die Ligandkonzen-

tration aufgetragen. Für das one site binding-Modell liegt Gleichung 3 zugrunde. 

        
             

     
 Gleichung 3 

Gleichung 3: KD-Wert-Bestimmung von STD-NMR-Experimenten durch mathematische 

Anpassung an das one site binding-Modell.  

STDAmp. = STD-Amplifikationsfaktor, cB = Konzentration des Liganden, STDAmp.max. = Gleichgewichtswert des 

STD-Amplifikationsfaktors bei unendlich hoher Ligandkonzentration und KD = thermodynamische 

Dissoziationskonstante. 

Es ist allerdings zu beachten, dass die beobachteten STD-Effekte u. a. von der 

Dissoziationsrate (off rate) der Ligandmoleküle abhängen. Eine sehr hohe Dissoziations-

geschwindigkeit kann eine nicht ausreichende Sättigungsübertragung auf den Liganden zur 

Folge haben. Eine zu langsame Dissoziation führt zu einer geringen Anzahl gesättigter 

Liganden in Lösung und damit zu Spektren mit einem schlechten Signal-zu-Rausch-

Verhältnis.
[241]

 Die Werte für koff sollten mindestens 0.01 s
-1

 betragen. 

Da die STD-NMR-Methode ligandbasiert ist, ist sie nicht nur auf lösliche Makromoleküle 

beschränkt. So sind z. B. HR-MAS-STD-Messungen mit Proteinen möglich, die auf 

controlled pore glass beads immobilisiert sind.
[245]

 Ein weiterer Vorteil dieser Methode 

besteht darin, dass die Resonanzen des makromolekularen Bindungspartners nicht 

identifiziert werden müssen. 

Die Effizienz der Spindiffusion steigt mit zunehmender Größe des Makromoleküls. Somit 

ist dieses Verfahren ebenfalls sehr gut für die Untersuchung von zellulären Systemen und 

Viren geeignet.
[246]

 Es ist daher z. B. möglich, membranständige Proteine zu untersuchen, 

ohne diese aus ihrer natürlichen Umgebung entfernen und damit einen Verlust ihrer Struktur 

und Funktionalität in Kauf nehmen zu müssen.
[247,248]
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NMR-Messungen mit Proteinen oder zellulären Systemen (Kapitel 2.3.1) finden in der 

Regel in deuterierten wässrigen Medien statt. Die Unterdrückung des (Rest-)Wassersignals 

ist daher von entscheidender Bedeutung für das Gelingen eines NMR-Experiments.
[249]

 

Hierzu können unterschiedliche Standardpulssequenzen angewendet werden. Bei der presat-

Wasserunterdrückung wird das HDO-Signal durch selektive Einstrahlung auf die Frequenz 

der Wasserprotonen vorgesättigt. Bei einem WATERGATE-Experiment wird die 

Wasserunterdrückung über das Dephasieren mittels Feldgradienten mit einer einfachen Spin-

Echo-Sequenz erreicht.
[250,251]

 Die Weiterentwicklung führte zum excitation sculpting-

Experiment mit einer doppelten Spin-Echo-Sequenz mit selektivem Rechteckpuls.
[252]

 

2.3.1 STD-NMR-Experimente mit zellulären Systemen 

Das Interesse an der Untersuchung membranständiger Rezeptoren wie den G-Protein-

gekoppelten Rezeptoren in ihrer nativen Umgebung hat in den letzten Jahren bei der 

Entwicklung von Medikamenten immer weiter zugenommen. Die GPCRs bilden die größte 

Familie der Membranproteine und vermitteln einen großen Teil der zellulären Antworten auf 

Hormone und Neurotransmitter.
[62]

 

NMR-Experimente ermöglichen die Charakterisierung der Wechselwirkung zwischen 

Rezeptoren und Liganden auf atomarer Ebene. Zur Untersuchung der GPCRs besteht hierfür 

die Möglichkeit, Liposomen aus Rezeptor-überexprimierenden Zellen (z. B. humane 

Osteosarcoma (HOS)-Zellen) herzustellen. Dieses Verfahren bietet mehrere Vorteile: zum 

einen ist die Herstellungsprozedur der Liposomen schnell und einfach; zum anderen werden 

die Rezeptormoleküle nicht aus ihrer nativen Umgebung entfernt und nachträglich in die 

Liposomenmembran integriert, wie dies bei Rekonstitutionsverfahren üblich ist 

(Kapitel 2.3.2).
[253]

 Liposomen besitzen zudem die ideale Größe für NMR-Experimente, da 

sie deutlich langsamer sedimentieren als Zellen. 

Für die Charakterisierung der Wechselwirkung membranständiger GPCRs mit peptidischen 

Liganden kann das STD-NMR-Verfahren angewendet werden. Allerdings sind diese 

Untersuchungen nicht trivial, da es hierbei zum Auftreten störender Signale kommen kann. 

Ein angewendeter T1ρ-Filter (Spinlock) unterdrückt lediglich Signale großer Moleküle. 

Signale von Bindungsereignissen kleinerer Moleküle, die an zellulären Prozessen beteiligt 

sind, können auf diese Weise nicht effektiv eliminiert werden. Um solche Signale von den 

gewünschten Signalen unterschieden zu können, wurde das STD-NMR-Verfahren 

erweitert.
[248]

 Es wird zunächst ein STD-NMR-Experiment einer Probe akquiriert, die 
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ausschließlich das Protein enthält. Dann wird ein zweites STD-NMR-Experiment einer 

Probe, die sowohl das Protein als auch den Liganden enthält, unter exakt gleichen 

Messbedingungen aufgenommen. Wird nun das STD-NMR-Spektrum der ligandfreien Probe 

von dem der ligandhaltigen Probe abgezogen, erhält man ein Spektrum, das nur die Signale 

des Bindungsereignisses zwischen Protein und Ligand zeigt. Das durch diese doppelte 

Differenzbildung erhaltene Spektrum wird als STDD-NMR-Spektrum bezeichnet 

(Abbildung 14:). Die Anwendung eines Spinlock-Filters, der zum Verlust der 

Ligandsättigung durch T1- und T2-Relaxation und damit zu einem schlechten Signal-zu-

Rausch-Verhältnis führen kann, kann in Einzelfällen völlig umgangen werden.  

 

Abbildung 14: Prinzip des STDD-NMR-Experiments. 

Es werden zwei STD-NMR-Spektren akquiriert: eines einer ligandfreien und eines einer ligandhaltigen 

Liposomenprobe. Die Differenz der beiden Spektren ergibt das STDD-NMR-Spektrum, welches nur Signale der 

interessierenden Ligand-Protein-Wechselwirkung zeigt. 

Für die Erstellung eines Bindungsepitops werden die absoluten STD-Prozent-Werte 

benötigt. Diese werden durch den Vergleich der Integrale des STDD-NMR-Spektrums mit 

denen des off resonance-Spektrums erhalten. Die Aufnahme einer Titrationsreihe ermöglicht 

die Ermittlung der thermodynamischen Dissoziationskonstanten KD des Liganden über die 

Auftragung der STD-Amplifikationsfaktoren gegen die Rezeptorkonzentration (Gleichung 3, 

Kapitel 2.3).  

STDD-NMR-Experimente wurden bereits erfolgreich mit dem auf Sepharose 

immobilisierten Enzym Cytidin-5‘-monophosphatsialinsäure-Synthetase durchgeführt, um 
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die Interaktion mit dem Ligand Cytidin-5‘-triphosphat zu charakterisieren.
[254]

 Es ist 

ebenfalls gelungen, eine Bibliothek mariner Naturstoffe in Interaktion mit den humanen 

Cannabinoidrezeptoren CB1 und CB2, die zur Familie der GPCRs gehören, zu 

untersuchen.
[255]

 

2.3.2 Liposomen 

Liposomen sind kugelförmige Partikel, die aus einer Lipiddoppelschicht aufgebaut sind.
[256]

 

Diese Membran umschließt einen wässrigen Innenraum. Liposomen bilden sich durch 

spontane Selbstassoziation von amphiphilen Molekülen, in der Regel Phospholipiden, im 

wässrigen Milieu. Zunächst dienten Liposomen zur Simulation von Diffusionsvorgängen 

durch Zellmembranen.
[257]

 Die Partikel können u. a. als Transportvehikel für hydrophile 

Wirkstoffe verwendet werden. In der Lipidmembran können lipophile bzw. amphiphile 

Moleküle inkorporiert werden.
[258]

 

Unterschieden werden Liposomen anhand ihrer Größe und ihrer Lamellarität.
[259]

 Sie 

werden in kleine unilamellare (small unilamellar vesicles, SUV), große unilamellare (large 

unilamellar vesicles, LUV), große multilamellare (multilamellar vesicles, MLV) und 

multivesikuläre (multivesicular vesicles, MVV) Liposomen unterteilt.  

Die Lipidmembran von Liposomen ist ungefähr 5 nm dick. SUVs haben einen Durchmesser 

von bis zu 50 nm, LUVs bis zu 200 nm. Die Lipidhülle der LUVs ist weniger gekrümmt als 

die von SUVs. Dies führt zu einer wesentlich geringeren Spannung der Membran und zu 

einer deutlich besseren (Lager-)Stabilität. MLVs bestehen aus mehreren konzentrischen 

Lipiddoppelschichten, bei MVVs werden ein oder mehrere kleine Liposomen von einer 

Lipiddoppelschicht umhüllt. Diese beiden Vesikeltypen können einen Durchmesser von 

100 nm bis zu mehreren Mikrometern aufweisen.  

Bei der Liposomenherstellung spielt die Phasenübergangstemperatur (TC) eine wesentliche 

Rolle. Unterhalb dieser Temperatur bilden die Membranen eine geordnete, feste Gelphase. 

Die Lipidmoleküle liegen dabei in einem quasikristallinen Gitter hexagonal angeordnet vor. 

Oberhalb der Phasenübergangstemperatur weisen die Lipide einen flüssigkristallinen Zustand 

auf. Dadurch wird den Lipidmolekülen eine laterale Diffusion innerhalb der Doppelschicht 

und eine Eigenrotation ermöglicht.
[260-262]

 Bei der Liposomenherstellung muss oberhalb der 

Phasenübergangstemperatur der jeweiligen Lipide gearbeitet werden. In den meisten Fällen 

liegt diese bei etwa 25 °C.
[263,264]
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Zur Herstellung von Liposomen eignen sich unterschiedliche Verfahren. Bei der 

Filmmethode werden die Lipide in organischen Lösungsmitteln aufgenommen und diese 

anschließend entfernt, wobei sich ein gleichmäßiger Lipidfilm auf der Gefäßwand bildet.
[257]

 

Bei Aufnahme der Lipide in einen Puffer bilden sich spontan multilamellare Vesikel. Durch 

anschließende Extrusion (s. u.) erhält man große unilamellare Vesikel.
[265]

 

Bei der Herstellung mittels Detergenzanreicherung wird zunächst ebenfalls eine 

Lipidschicht auf eine Gefäßwand aufgebracht.
[266]

 Durch Zugabe von Detergenzien, wie z. B. 

Triton-X-100, werden die Lipide wieder in Lösung gebracht. Nach der Entfernung des 

Detergenzes durch Dialyse, Gelfiltration oder Adsorption werden LUVs in sehr guter 

Homogenität erhalten. Die Filmmethode und das Verfahren mittels Detergenzanreicherung 

eignen sich besonders gut zur Einkapselung hydrophiler Substanzen. 

Liposomen mit membranständigen Molekülen lassen sich u. a. durch Rekonstitution 

erhalten. Dazu werden zunächst Liposomen nach der Filmmethode hergestellt. Im Anschluss 

werden diese mit gereinigten, His6-gelabelten Membranproteinen oder Enzymen inkubiert. 

Die Inkorporation und Funktionalität kann mit geeigneten biochemischen Methoden 

(Immunoassays, Adhäsionsassays, Bestimmung der Enzymprodukte) kontrolliert 

werden.
[267-271]

  

Eine weitere Möglichkeit, Liposomen mit funktionalen Membranproteinen zu erhalten, 

bietet die Stickstoff-Homogenisation und anschließende Extrusion von Zellen.
[272]

 Geeignete 

Zellen, die das Membranprotein überexprimieren, werden in einem Puffer einem hohen 

Stickstoffdruck ausgesetzt. Das spontane Ablassen des Drucks führt zum Zerplatzen der 

Zellen. Durch mehrschrittige Zentrifugation werden nicht benötigte Zellbestandteile von den 

Membranfragmenten abgetrennt. Diese Fragmente werden dann während der Extrusion 

wiederholt durch eine Filtermembran geeigneter Porengröße gepresst.
[273]

 Dabei formen sich 

LUVs in der gewünschten Größe aus. Durch die Krümmung der Membran liegen die 

membranständigen Proteine überwiegend in der richtigen Orientierung vor. Vorteile dieser 

Methode bestehen darin, dass die Proteine während des gesamten Prozesses in ihrer nativen 

Umgebung vorliegen und durch die Zentrifugation keine weiteren Reinigungsschritte 

notwendig sind. Eine Kontrolle über die erfolgreiche Inkorporation der Membranproteine mit 

biochemischen Methoden entfällt in der Regel ebenfalls.  

NMR-spektroskopische Untersuchungen mit CCR5-tragenden Liposomen aus humanen 

Osteosarcomazellen konnten bereits erfolgreich durchgeführt werden.
[274]

 Für die NMR-
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Experimente kann bereits während der Extrusion ein geeigneter deuterierter Puffer eingesetzt 

werden, so dass ein zeit- und materialaufwändiger Pufferwechsel entfällt. 

2.4 Oberflächenplasmonenresonanz (SPR) 

Zur Charakterisierung der Wechselwirkung von biologisch aktiven Liganden mit Rezeptor-

molekülen oder Enzymen kommt seit den 1990er Jahren ein Sensorchip-Verfahren zum 

Einsatz, bei dem man sich das Phänomen der Oberflächenplasmonenresonanz (surface 

plasmon resonance, SPR) zunutze macht.
[275]

 

Die SPR-Methode ermöglicht das Verfolgen von Bindungsereignissen in Echtzeit unter 

annähernd physiologischen Bedingungen in einem wässrigen Pufferflusssystem. Eine 

Markierung (z. B. durch Fluoreszenzfarbstoffe) der zu untersuchenden Substanzen, die zu 

einer Änderung der Bindungseigenschaften führen kann, ist hierbei nicht nötig. Die hohe 

Empfindlichkeit der Messmethode ermöglicht das Arbeiten mit niedermolekularen 

Verbindungen und sehr geringen Stoffmengen. Die Untersuchung von Systemen mit 

Bakterien, Viren und Zellen sowie membranständigen Rezeptoren ist ebenfalls 

möglich.
[268,276-278]

  

SPR-Messchips bestehen aus einem mit Metall beschichteten Glasträger, über den ein 

Bindungspartner durch eine Flusszelle geleitet wird (Abbildung 15). Aufgrund der Inertheit 

gegenüber (Luft-)Sauerstoff besteht die Metallbeschichtung meistens aus Gold. Trifft parallel 

polarisiertes Licht unter Totalreflexion auf die Grenzfläche zwischen Glasträger und 

Goldschicht, entsteht im optisch dünneren Medium ein evaneszierendes Feld. Innerhalb des 

optisch dünneren Mediums nimmt die Intensität der evaneszierenden Welle exponentiell ab. 

Die Eindringtiefe der Welle entspricht dabei in etwa der Wellenlänge des verwendeten 

Lichtstrahls. Unter bestimmten Einfallswinkeln kommt es zur Anregung von Oberflächen-

plasmonen an der Grenzfläche der leitenden Metallschicht. Eine Wechselwirkung der 

Oberflächenplasmonen mit der evaneszierenden Welle verstärkt das Feld im optisch 

dünneren Medium.
[279-281]
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Abbildung 15: Messprinzip der SPR-Methode.  

Trifft parallel polarisiertes Licht unter Totalreflexion auf die Grenzfläche von zwei unterschiedlich optisch 

dichten Medien, entsteht im optisch dünneren Medium ein evaneszierendes Feld. Unter bestimmten 

Einfallswinkeln kommt es zur Anregung von Oberflächenplasmonen einer leitenden Metallschicht an der 

Grenzfläche. Eine Wechselwirkung der Oberflächenplasmonen mit der evaneszierenden Welle verstärkt das 

Feld im optisch dünneren Medium. Bei dem Winkel, in dem Totalreflexion auftritt, kommt es zur 

Intensitätsabschwächung des reflektierten Lichts. Das erhaltene Signal entspricht der Änderung dieses Winkels 

und wird in response units (RU) angegeben.
[282]

 

Bei dem Winkel, in dem Totalreflexion auftritt, kommt zu einer Intensitätsabschwächung 

des reflektierten Lichts. Eine Änderung dieses Winkels um 0.1° wird durch eine Änderung 

des Brechungsindex im optisch dünneren Medium von 1·10
-3

 hervorgerufen. Zurzeit 

erhältliche Geräte ermöglichen die Verfolgung von Winkeländerungen von 0.0001°. Das 

erhaltene Signal entspricht der Änderung des Resonanzwinkels und wird in response units 

(RU) angegeben. Werden Proteine untersucht, so ist die Änderung des Resonanzsignals 

nahezu proportional zur Massenzunahme und der Änderung des Brechungsindex in der Nähe 

der Chipoberfläche.
[283]

 Die Zunahme des Signals von 1 RU entspricht in etwa einer 

gebundenen Masse von 1 pg/mm
2
.  

Die Goldoberfläche kann für die Immobilisierung des einen Bindungspartners 

unterschiedlich funktionalisiert werden. Biotinylierte Proteine können z. B. über Streptavidin 
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und Proteine mit His6-Tag über einen Nickelchelatkomplex gebunden werden. Moleküle, die 

Thiolgruppen enthalten, können direkt auf der Goldoberfläche immobilisiert werden.
[284]

 Soll 

ein Bindungspartner mittels Amidkupplung immobilisiert werden, kann dies mithilfe einer 

carboxymethylierten Dextranschicht geschehen. 

Nach der Immobilisierung des einen Bindungspartners wird der zweite in einem geeigneten 

Puffer durch die Flusszelle geleitet. Tritt ein Bindungsereignis ein, so ändern sich der 

Resonanzwinkel und damit das SPR-Antwortsignal. Da auch nichtspezifische Bindungs-

ereignisse und Einflüsse des Laufpuffers zu einer Änderung der SPR-Antwort führen können, 

wird parallel zur eigentlichen Messung eine Referenzmessung mit einer Flusszelle 

durchgeführt, in der kein Bindungspartner immobilisiert wurde.  

Die Differenz der Signale der Mess- und der Referenzzelle stellen somit das eigentliche 

Sensorgramm dar. Abbildung 16 zeigt schematisch den idealisierten Verlauf eines SPR-

Experiments.
[285]

 

 

Abbildung 16: Idealisiertes Sensorgramm einer SPR-Messung.  

Das Sensorgramm wird durch die Auftragung der resonance units [RU] gegen die Zeit erhalten. Die 

Assoziationsphase der Messung beginnt mit der Injektion des mobilen Bindungspartners. Im Idealfall wird 

innerhalb des Injektionszeitraums ein Gleichgewicht zwischen Assoziation und Dissoziation erreicht 

(Sättigung). Nach dem Ende der Injektion kommt es zur Dissoziation der Probenmoleküle. Wird keine 

vollständige Regeneration der Chipoberfläche erreicht, kann dies durch Zugabe von Detergenzien (z. B. SDS) 

oder Änderung des pH-Werts herbeigeführt werden. Die kinetischen Parameter (kon, koff) können aus dem 

Kurvenverlauf erhalten werden. Der Wert der thermodynamischen Dissoziationskonstante KD kann durch die 

Aufnahme einer Konzentrationsreihe und die Anpassung an ein geeignetes Bindungsmodell erhalten werden. 
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Erfolgen die Bindungsprozesse nicht zu schnell, lassen sich direkt aus dem Sensorgramm 

die kinetischen Daten der Assoziation (kon) und der Dissoziation (koff) und damit die 

thermodynamische Dissoziationskonstante KD bestimmen (Gleichung 4).
[286]

 

   
    

   
 
[ ]  [ ]

[  ]
 Gleichung 4 

Gleichung 4: Berechnung der thermodynamischen Dissoziationskonstante KD.  

kon = Assoziationskonstante und koff = Dissoziationskonstante, [A] = Konzentration des immobilisierten 

Bindungspartners, [B] = Konzentration des Bindungspartners in Lösung, [AB] = Konzentration des Rezeptor-

Ligand-Komplexes. 

In bestimmten Fällen kann die Bestimmung der Dissoziationskonstante nur über die 

Aufnahme von Konzentrationsreihen möglich sein.
[287,288]

 So kann es bei den Messungen zu 

einer Verfälschung der Werte von kon und koff durch Rückbindungseffekte, Massentransport-

limitierungen des mobilen Bindungspartners bei hohen Konzentrationen und langsamen 

Flussraten oder die gerätespezifische Datenrate kommen.
[289,290]

 Der KD-Wert kann dann 

durch die Anpassung an ein geeignetes Bindungsmodell erhalten werden. Dazu werden die 

maximalen Werte der SPR-Antwort gegen die Konzentration des mobilen Bindungspartners 

aufgetragen. Dem one site binding-Modell liegt Gleichung 5 zugrunde. 

   
        
     

 Gleichung 5 

Gleichung 5: KD-Wert-Bestimmung bei SPR-Experimenten durch mathematische Anpassung 

an das one site binding-Modell.  

RU = Gleichgewichtswert der SPR-Antwort bei der Konzentration c, RUmax = Sättigungswert der SPR-Antwort 

bei unendlich hoher Konzentration des gelösten Liganden, cB = Konzentration des in Lösung befindlichen 

Bindungspartners, KD = thermodynamische Dissoziationskonstante [mol/L]. Das Ergebnis der Anpassung ist 

eine Funktion, die direkt die Dissoziationskonstante der Konzentration bei RUmax/2 ergibt. 

Moderne SPR-Geräte ermöglichen die Bestimmung von KD-Werten bei unterschiedlichen 

Temperaturen und dadurch zusätzlich die Ermittlung thermodynamischer Daten der Entropie 

und Enthalpie. 
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3 Zielsetzung der Arbeit 

Das HI-Virus befällt Zellen des humanen Immunsystems. Für die Bindung an humane 

Wirtszellen sind mehrere Interaktiosschritte notwendig. Nach der Bindung an den 

CD4-Rezeptor kommt es zur Exposition des V3-Loops des viralen GP120. Der V3-Loop tritt 

in Wechselwirkung mit einem membranständigen Corezeptor aus der Familie der GPCRs 

(CCR5 oder CXCR4).
[119]

 Im Anschluss kommt es zur Fusion des Virus mit der Wirtszelle. 

Da es sich um ein frühes Stadium des HIV-Replikationszyklus handelt, ist die Inhibition des 

HIV entries ein sehr gut geeigneter Ansatzpunkt für die Entwicklung neuer Wirkstoffe. 

Jedoch ist die genaue Interaktion zwischen dem V3-Loop und den Corezeptoren noch 

weitgehend unbekannt. Teilen der V3-Sequenz sowie der Glycosylstruktur an Position 301 

wird eine entscheidende Bedeutung beim HIV entry zugeschrieben.
[291]

 Für ein genaues 

Verständnis sind daher Untersuchungen auf molekularer und besonders atomarer Ebene 

unverzichtbar.  

Hierfür sollen u. a. Peptide aus dem C-terminalen V3-Bereich, sowie lineare und cyclische 

Peptide und Glycopeptide, die die gesamte Sequenz des V3-Loops beinhalten, untersucht 

werden. Als Referenz zu vorangegangenen Studien sollen ein kürzeres Peptid sowie ein 

Glycopeptid aus dem N-terminalen Bereich des V3-Loops dienen.
[274]

 Glycopeptide sollen an 

Position 301 das Minimalmotiv eines Komplex-Typ-N-Glycans, die Chitobiose, enthalten. 

Das Disaccharid soll zunächst dargestellt und in einer linearen Synthesestrategie in Form 

eines Chitobiosylasparagin-Bausteins mittels SPPS in die Peptide eingebaut werden. Zwei 

Stufen der literaturbekannten fünfstufigen Bausteinsynthese sollen dabei optimiert werden. 

Die Konformation der Peptide soll mittels CD-Spektroskopie sowie NOESY-NMR-

Experimenten analysiert werden. Zur Untersuchung der Interaktion der Peptide und 

Glycopeptide mit dem CCR5-Corezeptor sollen zwei Methoden, STDD-NMR und SPR, 

angewendet werden. Dafür werden HOS-Zellen eingesetzt, die den membranständigen 

Corezeptor überexprimieren. Dieser muss somit für die unterschiedlichen Analysetechniken 

nicht aus seiner nativen Umgebung entfernt werden. Untersuchungen mittels SPR 

ermöglichen die Analyse der Kinetik sowie der Affinität der V3-CCR5-Bindung.
[275]

 Mithilfe 

von STDD-NMR-Studien können zusätzlich detaillierte Bindungsepitope auf atomarer Ebene 

sowie kinetische Daten erhalten werden.
[248]

  

Die Ergebnisse der Untersuchungen können somit eine wertvolle Grundlage für das Design 

potenzieller entry-Inhibitoren sein. 
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4 Ergebnisse und Diskussion 

4.1 Synthese des Nγ-Chitobiosylasparagin-Bausteins (6) 

Das Asparagin an Position 301 des V3-Loops des GP120 trägt eine Glycosylierung des 

komplexen Typs. Die Darstellung dieser Kohlenhydratstruktur kann auf chemischem oder 

enzymatischem Weg erfolgen. Für die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten 

Bindungsstudien mittels SPR und STD-NMR wurde die Saccharidstruktur auf das 

Minimalmotiv, die Chitobiose (β-D-GlcNAc-β1,4-D-GlcNAc), reduziert. Eine komplexere 

Kohlenhydratstruktur würde eine Signalzuordnung bei den NMR-Experimenten erheblich 

erschweren. Untersuchungen, die den Einfluss einer komplexeren Glycosylierung des 

V3-Loops auf die Bindungeigenschaften mit CCR5 zum Schwerpunkt haben, wurden in 

vorangegangenen Arbeiten durchgeführt.
[292,293]

  

Die Syntheseroute der Darstellung des Nγ-Chitobiosylasparagin-Bausteins (6) ist in 

Abbildung 17 gezeigt.  

Als Edukt für den ersten Syntheseschritt diente preiswertes Chitin (1) aus Krabbenscha-

len.
[294]

 Das Chitin (1) wurde zunächst fein gemahlen und in einem Gemisch aus Schwefel-

säure und Essigsäureanhydrid unter Einwirkung von Ultraschall zu Chitobioseoctaacetat (2) 

umgesetzt. Anschließend wurde das Produktgemisch, das neben Chitobiose noch GlcNAc-

Monomere sowie Tri- und Tetramere enthielt, säulenchromatographisch an Kieselgel 

gereinigt. Anstelle der Trennung mittels Kieselgelsäule hat es sich als sinnvoll erwiesen, eine 

Filtration über einen mit Kieselgel befüllten Büchnertrichter durchzuführen. Diese Form der 

Reinigung führte wesentlich schneller und mit vergleichbarem Ergebnis zur Abtrennung des 

Rohprodukts für die abschließende Umkristallisation aus Ethanol. Dadurch wurde selektiv das 

α-Anomer erhalten. 

Anschließend erfolgte die Deacetylierung nach Zemplén et al. mit einer frisch angesetzten 

Natriummethanolatlösung (pH 9) zu Chitobiose (3), welche als α/β-Anomerengemisch (5:1) 

erhalten wurde.
[295]

 Überschüssige Salze wurden mittels Biogelsäule abgetrennt. Die 

Einführung einer β-Aminofunktion am anomeren Zentrum wurde durch Umsetzung mit einer 

gesättigten Ammoniumhydrogencarbonatlösung und anschließender Trocknung bis zur 

Gewichtskonstanz an einer Gefriertrocknungsanlage erreicht.
[296]

  



40  Ergebnisse und Diskussion 

 

 

 

Abbildung 17: Darstellung des Nγ-Chitobiosylasparagin-Bausteins (6). 

Aus Chitin (1) gewonnene Chitobiose wurde in situ für die säulenchromatografische Reinigung acetyliert (2). 

Nach der basischen Deacetylierung (3) wurde durch Umsetzung mit Ammoniumhydrogencarbonat selektiv das 

β-Chitobiosylamin (4) erhalten. Dieses konnte mit Fmoc-L-Asp-OtBu zum Chitobiosylasparagin-Baustein (5) 

gekuppelt werden. Vor dem Einsatz in der Festphasenpeptidsynthese musste die Carboxylfunktion unter sauren 

Bedingungen entschützt werden (6). 

Das erhaltene Chitobiosylamin (4) wurde für die Bausteinkupplung im nächsten Schritt an 

den Hydroxylfunktionen entschützt, da acetylierte Kohlenhydrate eine zu geringe Nucleophi-

lie aufweisen. Zur Bausteinkupplung wurde das Chitobiosylamin (4) mit Fmoc-L-Asp-OtBu 

zu Fmoc-Asn(β-D-GlcNAc-β1,4-D-GlcNAc)-OtBu (5) umgesetzt. Diese Reaktion erfolgte 

analog zur Verknüpfung zweier Aminosäuren unter Aktivierung der Seitenkettencarboxyl-

funktion des Asparagins mit TBTU. Der Einsatz von HATU führte in vorangegangenen 

Arbeiten zu zahlreichen Nebenprodukten durch Reaktionen der saccharidischen Hydroxyl-

funktionen, weshalb auf dessen Einsatz verzichtet wurde.
[130]

 Die Aminosäure wurde im 

Unterschuss (0.9 Äq) eingesetzt, um Ausbeuteverluste durch unerwünschte Reaktionen an den 
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freien Hydroxylgruppen des Kohlenhydrats zu vermeiden. Ebenfalls aus diesem Grund wurde 

bei tiefen Temperaturen in einer Stickstoffatmosphäre gearbeitet.
[130]

  

Für den späteren Einsatz in der Festphasenpeptidsynthese wurden die Hydroxylgruppen der 

Saccharideinheit durch eine in situ Acetylierung mit Essigsäureanhydrid geschützt (5). Um 

den an der α-Carboxylgruppe entschützten Baustein (6) zu erhalten, wurde die tert-Butyl-

Schutzgruppe im finalen Schritt vor dem Einsatz in der Peptidsynthese unter sauren 

Bedingungen (TFA/H2O) entfernt. Bei diesem einfach durchführbaren Entschützungsschritt 

wurden überschüssige Reagenzien und das entstandene Isobuten im Ölpumpenvakuum 

entfernt. Weitere Reinigungsschritte waren nicht notwendig.
[130,292]

 

Um die Ausbeute an Baustein (6) zu erhöhen, wurde diese bereits bekannte Syntheseroute an 

mehreren Stellen abgewandelt. 

Die Umsetzung zum Chitobioseoctaacetat (2) verlief bislang in schlechten bis mäßigen 

Ausbeuten. Dies kann z. T. auf das Auftreten einer unerwünschten irreversiblen Ringöffnung 

der reduzierenden GlcNAc-Einheit der Chitobiose zum Aldehyd zurückzuführen sein. Um 

dies zu vermeiden, darf die Temperatur während der Spaltung des Chitins (1) 34 °C nicht 

überschreiten. Bei zu niedriger Temperatur wiederum ist die Bildung längerkettiger 

Oligomere bevorzugt. Daher wurde eine Strategie erprobt, in der das Chitin (1) zunächst in 

HCl unter Einwirkung von Ultraschall hydrolysiert wurde und das so erhaltene kolloidale 

Chitin enzymatisch zur Chitobiose (3) abgebaut wurde (Kapitel 4.1.1). 

Bei der Reaktion zum Chitobiosylamin (4) mit gesättigter Ammoniumhydrogencarbonat-

lösung wird in wässriger Lösung gearbeitet. Die bei der Reaktion gebildeten Salze und das 

Wasser müssen nach der Reaktion zügig und sorgfältig mittels Gefriertrocknung abgetrennt 

werden, da es sonst zur Rückreaktion zur Chitobiose (3) kommt. Das Chitobiosylamin (4) ist 

daher nur in geringem Maße zur Lagerung geeignet und muss in der Regel sofort für die 

nachfolgende Kupplung mit der Aminosäure eingesetzt werden. Eine alternative Möglichkeit 

für die  Aminierung von Chitobiose (3), bei der ein lagerstabiles Produkt erhalten wird, bietet 

die Umsetzung mit Ammoniumcarbamat zum Carbamidsäuresalz (4b) (Kapitel 4.1.2).
[297]

 

4.1.1 Enzymatische Gewinnung von Chitobiose (3) 

Enzyme finden in der organischen Chemie eine breite Anwendung. Sie ermöglichen u. a. die 

Isolierung von hochverzweigten Oligosacchariden ebenso wie deren selektive Degradation 

aus komplexeren Strukturen.
[298-300]

 Der stereo- und regioselektive Aufbau komplexer Oligo-
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saccharidstrukturen mittels klassischer organischer Synthese ist nicht trivial. Häufig kommt es 

zur Bildung von Nebenprodukten, die u. U. nach jedem Syntheseschritt abgetrennt werden 

müssen. Dies kann mit steigender Anzahl von Reaktionsschritten zu erheblichen Ausbeute-

verlusten führen und bedeutet einen erhöhten zeitlichen Aufwand.  

Der Einsatz von Enzymen bietet daher mehrere Vorteile. Bei einer hohen Substratspezifität 

der Enzyme werden die stereo- und regioselektiven Produkte in meist hohen Ausbeuten ohne 

größere Anteile an Nebenprodukten erhalten. Aufgrund der selektiven Arbeitsweise der 

Enzyme erfolgen diese Reaktionen mit einem hohen Maße an Reproduzierbarkeit. Nachteilig 

wirken sich die häufig hohen Kosten für die rekombinant gewonnenen Enzyme aus. Die 

Substratspezifität führt zu einer begrenzten Einsatzmöglichkeit unter speziellen Reaktions-

bedingungen, die für jede Anwendung untersucht und evtl. optimiert werden müssen. So 

müssen die gewünschten Reaktionen im optimalen pH-Bereich des Enzyms möglich sein. 

Auch dürfen die gebildeten Produkte und Nebenprodukte die Funktionalität des Enzyms nicht 

einschränken. 

Das in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Enzym Chitinase (EC 3.2.1.14, aus Streptomyces 

griseus) spaltet selektiv β1,4-glycosidische Bindungen von Chitinpolymeren.
[301]

 Um eine 

optimale Effizienz des enzymatischen Umsatzes zu erreichen, müssen die langen Chitin-

ketten (1) zunächst in kürzere Oligomere degradiert werden. Dies erfolgt durch Aufnahme in 

eine konzentrierte Salzsäurelösung unter Einwirkung von Ultraschall.
[297,302]

 Das auf diesem 

Weg erhaltene kolloidale Chitin besteht aus Chitinoligomeren mit einer Kettenlänge von etwa 

20 - 30 Monomereinheiten. Die Syntheseroute der enzymatischen Gewinnung von Chito-

biose (3) ist in Abbildung 18 gezeigt.  

Im Anschluss wird das Enzym hinzugegeben. Das pH-Optimum der Chitinase liegt bei 6.4 

und das Temperaturoptimum bei 37 °C. Diese Bedingungen müssen über den gesamten 

Reaktionszeitraum von 15 Tagen aufrechterhalten werden, da es bei langen Reaktionszeiten 

unter basischen Bedingungen durch die Deacetylierung der Aminogruppen zu einer Chitosan-

bildung kommen kann. Die erhaltene rohe Chitobiose (3a) liegt zunächst in einem Gemisch 

mit anderen kurzkettigen Chitinoligomeren und GlcNAc-Monomeren vor, die sich bei der 

enzymatischen Hydrolyse bilden. Für eine Umkristallisation des Chitobioseoctaacetats (2) aus 

Ethanol muss das Saccharidgemisch mit Essigsäureanhydrid acetyliert werden. Die 

Umkristallisation bietet den Zugang überwiegend zum α-Anomer des Chitobioseocta-

acetats (2). Um die Chitobiose (3) zu erhalten, wird die acetylierte Chitobiose (2) 

abschließend unter basischen Bedingungen mit Natriummethanolat entschützt.
[297]
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Die Hydrolyse des Chitins (1) erforderte im Gegensatz zu dem in Kapitel 4.1 beschriebenen 

Weg keine strenge Temperaturkontrolle, da das Polysaccharid in wesentlich geringerem 

Ausmaß unter Erhalt längerer Kohlenhydratketten abgebaut wird. Das kolloidale Chitin 

konnte auf diesem Weg in einer Ausbeute von 9 % erhalten werden (Abbildung 18). Diese 

liegt deutlich unter der in der Literatur angegebenen Ausbeute von 63 %.
[302]

  

 

Abbildung 18: Enzymatische Gewinnung von Chitobiose (3) mit dem Enzym Chitinase. 

Chitin (1) wurde zunächst zu kolloidalem Chitin abgebaut. Der Verdau mit dem Enzym Chitinase (aus 

Streptomyces griseus) machte die rohe Chitobiose (3a) in einem Gemisch mit anderen kurzkettigen Chitinoligo-

meren zugänglich. Die anschließende Acetylierung lieferte nicht das gewünschte Produkt (2). Daher konnten die 

folgende Umkristallisation und die Deacetylierung zur Chitobiose (3) nicht durchgeführt werden. 

Da die Edukte Chitin (1) und Salzsäure leicht verfügbar und sehr preiswert sind, wurde keine 

Optimierung dieses Syntheseschritts durchgeführt. Zudem war die erhaltene Stoffmenge an 

kolloidalem Chitin für die anschließende enzymatische Umsetzung zur rohen Chitobiose (3a) 

ausreichend. 
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In einem Inkubator wurde das kolloidale Chitin in einem 0.1 M Na2HPO4-Puffer 

aufgenommen und mit Chitinase versetzt. Das Gemisch wurde für 15 Tage bei 37 °C gerührt, 

wobei der pH-Wert regelmäßig kontrolliert wurde. Eine Änderung des pH-Wertes durch die 

Hydrolyseprodukte konnte nicht beobachtet werden. Nach Filtration und anschließendem 

Einengen des Filtrats wurde das Produktgemisch (rohe Chitobiose (3a)) in 51 % Ausbeute 

bezogen auf die Literaturausbeute erhalten.
[297]

 Eine massenspektrometrische Untersuchung 

mittels MALDI-TOF-MS sowie eine NMR-spektroskopische Analyse der rohen Chito-

biose (3a) bestätigte die Anwesenheit von Chitobiose (3) im Produktgemisch.  

Die geringe Ausbeute lässt sich durch den Einsatz von zu fein gemahlenem Chitin erklären. 

Im Schritt der Hydrolyse mit Salzsäure kann es dadurch zur Bildung von einem großen Anteil 

sehr kurzer Chitinketten kommen. Hierdurch und durch die sehr lange Reaktionszeit wird der 

enzymatische Abbau zugunsten der Bildung von GlcNAc-Monomeren beeinflusst. Eine z. T. 

nichtvollständige Hydrolyse kann zu längerkettigen Saccharidoligomeren geführt haben, die 

im Filtrationsschritt abgetrennt wurden und somit ebenfalls zu Ausbeuteverlusten führten. 

Nach der anschließenden Acetylierung und Umkristallisation des Chitobioseoctaacetats (2) 

wurde ein schwerlöslicher farbloser Feststoff erhalten. Der Rf-Wert von 0.30 stimmte gut mit 

dem Literaturwert von 0.31 überein. Eine massenspektrometrische Analyse per MALDI-TOF-

MS und eine Untersuchung mittels NMR-Spektroskopie (in DMSO-d6) konnten die 

Anwesenheit von Chitobioseoctaacetat (2) nicht bestätigen. Die NMR-spektroskopischen 

Messungen deuteten darauf hin, dass es zu einer Abspaltung der Acetylgruppen gekommen 

sein könnte. Dies wurde nicht näher untersucht. Die Nebenprodukte, die auf dieser Stufe des 

Synthesewegs entstanden sind, konnten somit weder per NMR noch per MALDI eindeutig 

identifiziert werden. Um den Acetylierungsschritt zu umgehen und damit die Bildung 

möglicher Nebenprodukte zu vermeiden, kann es sinnvoll sein, die rohe Chitobiose (3a) über 

eine Biogelsäule zu reinigen. 

Die generell schlechten Ausbeuten bei der Herstellung des kolloidalen Chitins und der 

enzymatischen Degradation zur rohen Chitobiose (3a) führten dazu, dass keine weiteren 

Optimierungsversuche dieser Synthesestrategie durchgeführt wurden. 

Ob der Einsatz von weniger fein gemahlenem Chitin zu einer gesteigerten Ausbeute führt 

und insgesamt der Einsatz des teuren Enzyms gerechtfertigt ist, bleibt zu untersuchen. Eine 

mögliche Rückgewinnung des Enzyms für einen erneuten Einsatz stellt eine Möglichkeit dar, 

die Kosten zu verringern. Dies erfordert jedoch eine sorgfältige Abtrennung aus dem 

Reaktionsgemisch mittels Dialyse oder Ultrafiltration und die Lagerung des Enzyms unter 
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optimalen Bedingungen. Eine nichtvollständige Regeneration der Enzymaktivität kann hierbei 

die Folge sein. Ein ähnlicher Ansatz zur Gewinnung von Chitobiose ohne den 

kostenintensiven Einsatz von Enzymen erscheint vielversprechend.
[303]

 

4.1.2 Aminierung von Chitobiose (3) zu Chitobiosylamin (4) 

Glycosylamine sind in Regelfall nicht lagerstabil. Bereits geringe Spuren von Wasser 

können dazu führen, dass das Amin zur entsprechenden Hydroxylverbindung reagiert. 

Ebenfalls kann ein diglycosyliertes Amin gebildet werden. 

Eine einfache Syntheseroute, die einen Zugang zu unterschiedlichen lagerfähigen 

Glycosylaminen ermöglicht, wurde von Likhosherstov et al. beschrieben.
[304]

 Die analoge 

Umsetzung von enzymatisch gewonnener Chitobiose (3) (Kapitel 4.1.1) zum Chitobiosyl-

amin (4) basiert auf den Untersuchungen von Hackenberger et al..
[297]

 

Chitobiose (3) wird in Methanol mit einem vierfachen Überschuss Ammoniumcarbamat 

versetzt. Dabei wird unter Freisetzung von Kohlenstoffdioxid Ammoniak gebildet, der in situ 

mit dem Kohlenhydrat zum Amin (4a) reagiert (Abbildung 19). Durch den Nachbargruppen-

effekt der N-Acetylgruppe wird selektiv das β–Anomer erhalten. Das Arbeiten mit hohen 

Überschüssen des Carbamats führt zur Bildung eines Carbamidsäuresalzes (4b), welches als 

farbloser Feststoff erhalten wird. Solange die Trocknung im Feinvakuum weniger als 

zehn Sekunden lang durchgeführt wird, ist dieses Salz lagerstabil. In einem einfachen Schritt 

kann das Addukt für die anschließende Aminosäurekupplung aktiviert werden. Dazu muss das 

Salz (4b) lediglich für einen Zeitraum von etwa zehn Minuten im Feinvakuum behandelt 

werden, woraufhin das Chitobiosylamin (4) erhalten wird.  

Das Chitobiosylamin (4) konnte in D2O NMR-spektroskopisch eindeutig durch das im 

Vergleich zum Edukt etwas hochfeldverschobene Dublett von H-1 bei 4.17 ppm nachge-

wiesen werden.  

Die anschließende Kupplung mit Fmoc-L-Asp-OtBu zum geschützten Chitobiosylasparagin-

Baustein (5) verlief in sehr schlechten Ausbeuten. So wurden auf diesem Weg lediglich 6 % 

des Produkts (5) erhalten, im Gegensatz zur Umsetzung des Chitobiosylamins (4), welches 

aus Chitobiose (3) durch Zugabe von NH4HCO3 dargestellt wurde (56 %, Abbildung 17).  
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Abbildung 19: Darstellung von Chitobiosylamin (4) aus Chitobiose (3) mit Ammoniumcarba-

mat. 

Chitobiose (3) wurde mit Ammoniumcarbamat versetzt. Dabei bildete sich zunächst das Chitobiosylamin (4a), 

das mit einem Überschuss H2NC(O)O(NH4) zum Carbamidsäuresalz (4b) reagierte. Dieses Produkt ist im 

Gegensatz zum Amin (4a) lagerstabil. Durch Einwirkung von Feinvakuum konnte das Salz (4b) für die 

Kupplung des Chitobiosylasparagin-Bausteins (5) zum Amin (4) umgesetzt werden. 

Daraufhin wurde eine NMR-spektroskopische Reaktionsverfolgung über 85 Stunden 

durchgeführt. Hierfür wurden 13 mg (32 µmol) Chitobiose (3) und 10.0 mg (128 µmol) 

Ammoniumcarbamat in je 400 µL deuteriertem Methanol aufgenommen, in einem 

NMR-Röhrchen zusammengegeben und 
1
H-NMR-Spektren bei 310 K (37 °C) akquiriert. Für 

die Aufnahme der Spektren wurde eine Scanzahl von 64 gewählt. 

Die Integrale der anomeren Protonen H-1 des Eduktes (3) (α und β) wurden mit dem Integral 

des anomeren Protons des Amins (4) ins Verhältnis gesetzt, um den Reaktionsfortschritt 

abschätzen zu können (Tabelle 2). 
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Tabelle 2: NMR-spektroskopische Reaktionsverfolgung der Umsetzung von Chito-

biose (3) mit Ammoniumcarbamat zum Chitobiosylamin (4) in MeOD. 

Verschiebung 
1
H 5.06 ppm 4.59 ppm 4.17 ppm  

Reaktionsdauer 

[h] 

Integral H-1α 

(Chitobiose (3)) 

Integral H-1β 

(Chitobiose (3)) 

Integral H-1 

(Chitobiosylamin (4)) 

Verhältnis 

Produkt/Edukt 

0.78 0.504 0.412 0.066 0.072 

24.1 0.434 0.376 0.070 0.087 

36.2 0.580 0.329 0.083 0.091 

48.3 0.561 0.327 0.093 0.105 

60.4 0.592 0.396 0.102 0.130 

72.9 0.558 0.316 0.114 0.130 

85.0 0.579 0.287 0.122 0.141 

Der geringe Anteil des Chitobiosylamins (4) ist damit zu erklären, dass das eigentlich 

gewünschte lagerstabile Carbamidsäureaddukt (4b) in Methanol als Feststoff ausfällt und 

somit NMR-spektroskopisch nicht nachweisbar war. Auffallend war jedoch, dass selbst nach 

einer Reaktionsdauer von 85 Stunden immer noch ein sehr großer Anteil (86 %) Edukt 

vorhanden war. Dies war überraschend, da eine Hydrolyse zum Edukt in MeOD nur in 

wesentlich geringerem Umfang erwartet wurde. Die in der Literatur beschriebene Reaktions-

dauer beträgt 16 Stunden bei einer Ausbeute von 69 %.
[297]

 

Es wurden 200 µL DMSO-d6 zur Reaktionslösung hinzugefügt, um einen Nachweis des in 

MeOD unlöslichen Produkts (4b) zu erbringen. Die Analyse sollte anhand von 
13

C-NMR-

Spektren erfolgen, da sich die Verschiebung des anomeren Kohlenstoffs C-1 des Carbamid-

säuresalzes (4b) deutlich von der C-1-Verschiebung des Edukts (3) bzw. des Amins (4) 

unterscheiden müsste. Neben den Signalen der anomeren Kohlenstoffe C-1‘ (101.5 ppm) bzw. 

C-1 des Amins (4) (84.2 ppm) konnte ein Signal bei etwa 90.4 ppm beobachtet werden. Da in 

der Literatur keine Charakterisierung der Verbindung (4b) mittels 
13

C-NMR vorlag, wurde 

zunächst davon ausgegangen, dass es sich hierbei um das C-1-Signal des Carbamidsäure-

addukts (4b) handelte. Es wurde daher angenommen, dass die Reaktion das gewünschte 

lagerstabile Addukt (4b) lieferte und lediglich die Ausbeute optimiert werden müsste. 

Die Reaktion wurde hierzu mit unterschiedlichen Reaktionszeiten durchgeführt 

(Kapitel 7.3.4, Variante 2). Anschließend wurden in D2O zügig NMR-Spektren des entstande-

nen farblosen Feststoffes nach dem Anlegen eines Feinvakuums von zehn Minuten aufge-

nommen. In den 
13

C-NMR-Spektren fand sich entgegen der Erwartung kein Signal für das 

C-1 des Chitobiosylamins (4) bei 84.2 ppm. Auch in den entsprechenden 
1
H-NMR-Spektren 
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konnte das anomere Proton H-1 des Amins (4) nicht durch ein Signal bei 4.17 ppm 

nachgewiesen werden. Obwohl die Synthesebedingungen nach der Vorschrift von Hacken-

berger et al. eingehalten wurden, wurde das Produkt (4) nicht erhalten.  

Die oben beschriebene Reaktion wurde in abs. Methanol durchgeführt. Nach der Vorschrift 

von Likhosherstov et al. wurden der Reaktionslösung für die Aminierung 1.6 % Wasser 

zugesetzt.
[304]

 Daher wurde die Reaktion analog dieser Vorschrift unter Zusatz von Wasser 

mit einer Reaktionsdauer von 48 Stunden durchgeführt. Nach der Filtration sollte das 

Carbamidsäuresalz (4b) in Form eines farblosen Feststoffes vorliegen. Mittels massenspektro-

metrischer Untersuchung des Feststoffs mittels MALDI-TOF konnte jedoch weder das 

Produkt (4b) noch das Amin (4) nachgewiesen werden. 

Im 
13

C-NMR-Spektrum trat erneut das Signal bei 90.4 ppm auf, von dem vermutet wurde, 

dass es sich um das C-1-Signal des Addukts (4b) handelte. Ein Vergleich mit der chemischen 

Verschiebung des C-1-Signals des Amins (4), das bei 84.2 ppm liegt, ließ allerdings an dieser 

Vermutung zweifeln. Die Differenz der chemischen Verschiebung zwischen den Signalen von 

Aminen und ihren entsprechenden Ammoniumsalzen liegt bei etwa 1 ppm. Die hier 

beobachtete Verschiebung von fast 6 ppm scheint daher nicht für die Anwesenheit des 

Ammoniumsalzes (4b) zu sprechen.  

Die Hydrolyse zur Chitobiose (3) wurde ebenfalls nicht für wahrscheinlich gehalten, da das 

C-1-Signal der Chitobiose (3) bei etwa 89.3 ppm liegt und auch die übrigen Signale des 

13
C-NMR-Spektrums nicht mit denen des Eduktes übereinstimmten. 

Eine Übersicht über die Produkte und die möglichen Nebenprodukte der Umsetzung von 

Chitobiose (3) mit Ammoniumcarbamat zum Chitobiosylamin (4) zeigt Abbildung 20. 

Als ein mögliches Nebenprodukt der Aminierungsreaktion konnte laut Literatur die Bildung 

eines Carbamats (B) beobachtet werden.
[297]

 Die Differenz der chemischen Verschiebungen 

eines Carbamats und einem vergleichbaren Amin beträgt etwa 2 ppm. Daher wurde nicht von 

der Bildung eines Carbamats anstelle des Amins bzw. des Ammoniumsalzes (4b) ausge-

gangen.  
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Abbildung 20: Mögliche Produkte der Umsetzung von Chitobiose (3) mit Ammoniumcarbamat 

zum Chitobiosylamin (4). 

Bei der Umsetzung von Chitobiose (3) mit Ammoniumcarbamat kann es zur Bildung folgender Nebenprodukte 

kommen: ein diglycosyliertes Amin (A), ein Glycosylcarbamat  sowie ein Harnstoffderivat (C). Das 

gewünschte Produkt ist neben dem Chitobiosylamin (4) ein lagerstabiles Carbamidsäuresalz (4b). 

Es wird ebenfalls die Bildung eines diglycosylierten Amins (A) vorgeschlagen. Die 

Differenz der chemischen Verschiebungen der anomeren Protonen zwischen einfach und 

zweifach alkylsubstituierten Aminen beträgt etwa 10 ppm. Aufgrund dieser Tatsache und des 

mit der Literatur sehr gut übereinstimmenden Rf-Wertes für das Chitobiosylamin (4) wurde 

nicht angenommen, dass es sich bei dem Produkt um das zweifach glycosylierte Amin (A) 

handelte.  

Als weitere Nebenreaktion ist die Bildung eines Harnstoffderivates (C) denkbar. Allerdings 

ist auch hier im Vergleich zum Amin lediglich mit einer chemischen Verschiebung von etwa 

3 ppm gegenüber dem entsprechenden Ammoniumsalz zu rechnen. Die Bildung eines 

Harnstoffderivates kommt daher vermutlich ebenfalls nicht in Betracht.  

Es kann keine klare Aussage getroffen werden, welches Produkt bei der oben beschriebenen 

Reaktion entstanden war. Eine Optimierung der Darstellung des Chitobiosylamins (4) nach 

Hackenberger et al. bzw. Likosherstov et al. wurde nicht erreicht. Ein Nachweis des 

lagerstabilen Carbamidsäureaddukts (4b) konnte nicht erbracht werden. Es ist daher anzu-

zweifeln, ob der vorgeschlagene Syntheseweg für die Umsetzung von Chitobiose (3) zum 

entsprechenden Amin (4) geeignet ist. Aus diesem Grund wurde für die Darstellung des in der 

vorliegenden Arbeit verwendeten Chitobiosylasparagin-Bausteins (5) ausschließlich das 

Amin (4) verwendet, das durch die Umsetzung mit NH4HCO3 erhalten wurde (Kapitel 4.1). 
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4.2 Synthese der Peptide und Glycopeptide 

4.2.1 Übersicht der synthetisierten V3-Peptide und -Glycopeptide 

Tabelle 3 gibt eine Übersicht über die V3-Peptide und Glycopeptide, die für die 

Charakterisierung der Interaktion zwischen dem HIV-1 GP120 und dem humanen Chemokin-

rezeptor CCR5 mittels SPR- und STD-NMR-Experimenten dargestellt wurden. 

Die Konsensussequenz basiert auf einer Genbankanalyse von V3-Sequenzen des HIV-1 

Subtyps B von J. Dojahn.
[129]

 In offenkettigen Sequenzen wurden Cysteine jeweils mit Serin 

mutiert, um Redoxreaktionen der Thiolgruppen zu vermeiden. Die N-Glycosylierung des 

komplexen Typs am Asparagin 301 wurde auf das Minimalmotiv Chitobiose (β-D-GlcNAc-

β1,4-D-GlcNAc) reduziert.  

Tabelle 3: Sequenzen der dargestellten Peptide und Glycopeptide. 

Peptid Sequenz 

v3con       STRPNNNTRKSIHI 

v3cong       STRPNNNTRKSIHI 

v3ct15                           YATGDIIGDIRQAHS 

v3ct21                     GPGRAFYATGDIIGDIRQAHS 

v3o       STRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHS 

v3og       STRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHS 

v3c cyclo(CTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHC) 

v3cg cyclo(CTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHC) 

v3c37 cyclo(CTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHC)-NI 

mit N: Asn-(-D-GlcNAc--D-GlcNAc) 

Das Peptid v3con und das entsprechende Glycopeptid v3cong stammen aus dem 

N-terminalen Bereich des V3-Loops. Die Peptide v3ct15 und v3ct21 entstammen dem 

C-terminalen Bereich. Die Zahlen in den Bezeichnungen geben die Sequenzlänge wieder. 

Peptide, die die gesamte Sequenz des V3-Loops von 35 Aminosäuren umfassen, wurden 

offenkettig (v3o) oder cyclisiert (v3c) dargestellt. Die entsprechenden Glycopeptide werden 

mit v3og und v3cg bezeichnet. Die Sequenz des cyclischen Peptids v3c37 wurde C-terminal 

um zwei Aminosäuren verlängert und besitzt eine Länge von 37 Aminosäuren. 
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4.2.2 Synthese der offenkettigen Peptide und Glycopeptide 

Die Festphasensynthese der Peptide erfolgte automatisiert nach der Fmoc-Strategie mit 

einem mikrowellenunterstützten Peptidsynthesizer. Der Einbau des Chitobiosylbausteins (6) 

in die Glycopeptide erfolgte ebenfalls automatisiert. Als polymere Träger wurden Fmoc-Rink-

Amid-Harze mit unterschiedlich hohen Belegungen gewählt. Die Polystryrolharze waren mit 

einem Linker funktionalisiert, der die Abspaltung der Peptide unter sauren Bedingungen 

C-terminal als Carbonsäureamid ermöglichte. Der N-Terminus lag als Amin vor. 

Die verwendeten Fmoc-Aminosäuren wurden seitenkettengeschützt eingesetzt. Die Seiten-

kettenschutzgruppen wurden so gewählt, dass sie entweder gleichzeitig mit der Peptid-

abspaltung vom Harz entschützt wurden oder selektiv für eine Cyclisierung am Harz 

abgespalten werden konnten.  

Die Durchführung der Synthesen erfolgten gemäß AAV1. Der verwendete Peptidsynthesizer 

unterstützt keine Verfolgung der Kupplungsausbeuten der einzelnen Schritte mittels 

Methylenfluoren-monitoring. Daher wurde die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe jeweils 

nachträglich manuell nach AAV2 abgespalten, um eine Abschätzung der Kupplungsausbeute 

über die gesamte Synthese vornehmen zu können. Dadurch ist es jedoch nicht möglich, 

schwierig zu kuppelnde Sequenzabschnitte zuzuordnen und die Synthesebedingungen 

entsprechend anzupassen. Erfahrungen aus früheren Arbeiten zeigten jedoch, dass es im 

Bereich des 
310

GPGRAF
315

-Motivs, welches ein turn-Motiv bildet, zu Schwierigkeiten bei der 

Kupplung kommen kann.
[293]

 Auch brach die Kupplungsausbeute nach der Bausteinkupplung 

in der Regel stark ein.
[130]

  

Bei der Verwendung eines mikrowellenunterstützten Peptidsynthesizers sollten Probleme 

durch eine Aggregation der wachsenden Peptidkette am Harz nicht auftreten. Die Ausrichtung 

des Peptidrückgrats entlang der Mikrowellen führt zu einer Deaggregation der wachsenden 

Kette und zu einer besseren Zugänglichkeit des N-Terminus. Das Fmoc-monitoring ergab 

Ausbeuten von durchschnittlich 95 % bis zu einer quantitativen Umsetzung je Kupplungs-

schritt. Eine Ausnahme bildete das Peptid v3con mit einer Kupplungsausbeute von 90 % je 

Kupplungsschritt. Die Bestimmung des Fmoc-Werts ist allerdings mit einem Fehler von etwa 

20 % behaftet. Dieser wird durch die Instabilität des Methylenfluorens in Lösung und dessen 

Zersetzung durch Lichteinwirkung verursacht. Da im Rahmen des Methylenfluoren-

monitorings kein Zusammenhang einer verringerten Kupplungsausbeute durch den Einbau 

des Glycosylbausteins beobachtet werden konnte, wurde auf eine Optimierung der Synthese-

bedingungen verzichtet.  
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Die Aminosäurekupplungen erfolgten alle jeweils doppelt bei 75 °C unter Verwendung einer 

0.2 M Lösung der jeweiligen Aminosäuren in DMF. Die Kupplung von Asparagin wurde 

aufgrund der sterisch anspruchsvollen Pbf-Schutzgruppe über einen Zeitraum von 30 Minuten 

durchgeführt. Die Kupplungsdauer der übrigen Aminosäuren betrug fünf Minuten. Da die 

Aminosäuren Prolin und Histidin zur Racemisierung neigen, wurden diese bei einer 

Temperatur von 50 °C gekuppelt. Auch bei der Kupplung des Glycosylbausteins kann es zu 

einer unerwünschten Nebenreaktion kommen, weshalb dieser Schritt ebenfalls bei 50 °C 

durchgeführt wurde.
[130,292]

 Eine Aspartimidbildung des Saccharids, bei der intramolekular ein 

thermodynamisch stabiler Succinimidring gebildet wird, kann auch bei zu starker Aktivierung 

des Bausteins auftreten, weshalb auf den Einsatz des hochreaktiven Aktivators HATU 

verzichtet wurde.
[305]

 Aufgrund der aufwändigen Synthese des Chitobiosylbausteins 

(Kapitel 4.1) wurde dieser lediglich in 1.2-fachem Überschuss in Bezug auf die eingesetzten 

Harzäquivalente verwendet. 

Die Aktivierung der Aminosäuren erfolgte mit 0.5 M TBTU in Anwesenheit von 2 M 

DIPEA. Um die Bildung schwierig abzutrennender Deletionspeptide zu verhindern, wurden 

nach jedem Kupplungszyklus die nichtumgesetzten Aminofunktionen acetyliert.  

Mit dem Einsatz eines mikrowellenunterstützten Peptidsynthesizers können sehr hohe 

Kupplungsausbeuten, selbst bei schwierig zu kuppelnden Peptidsequenzen, erreicht werden. 

Wird eine weitere Verbesserung der Kupplungssaubeuten gewünscht, kann dies durch den 

Einsatz des Lösungsmittels N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) anstelle von DMF erreicht werden, 

da NMP ebenfalls eine Deaggregation der wachsenden Peptidkette unterstützt.
[129,306]

  

Zusätzlich bietet der Einsatz von Mikrowellen bei der automatisierten SPPS eine erhebliche 

Zeitersparnis. Bei Synthesen ohne Mikrowellenunterstützung wurden Kupplungszeiten von 

bis zu 120 Minuten pro Schritt benötigt, um eine hohe Effizienz zu erreichen. Die Synthese 

eines Peptids mit einer Länge von 35 Aminosäuren dauerte bis zu einer Woche. Die 

mikrowellenunterstützte Synthese ermöglichte dies in maximal 36 Stunden. Alle im Rahmen 

dieser Arbeit dargestellten Peptide (Tabelle 3, Kapitel 4.2.1) wurden auf diesem Weg 

synthetisiert.  

Nach dem Fmoc-monitoring gemäß AAV2 wurden die Acetylschutzgruppen der sacchari-

dischen Hydroxylfunktionen der Glycopeptide v3cong, v3og, und v3cg nach AAV3 an der 

festen Phase entfernt. Dazu wurde das Harz mit Hydrazinhydrat (20 % in abs. Methanol) 

versetzt und für sechs Stunden geschüttelt. Die spätere NMR-spektroskopische Analyse der 

Glycopeptide zeigte, dass dieser Zeitraum für eine vollständige Deacetylierung der 
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Hydroxylgruppen ausreichend war. Die Methode der Deacetylierung an der festen Phase 

bietet den Vorteil der einfachen Entfernung überschüssiger Reagenzien durch Waschen. Eine 

Entschützung der Glycopeptide in Lösung erfordert u. U. eine Reinigung per HPLC vor und 

nach der Deacetylierung. 

Die Abspaltung der Peptide unter gleichzeitiger Entschützung der Aminosäureseitenketten-

funktionen wurde gemäß AAV4 (offenkettige Peptide) bzw. AAV5 (v3c, v3cg) durchgeführt. 

Auf die cyclischen Peptide wird im folgenden Abschnitt (4.2.3) näher eingegangen. 

Zur Abtrennung hydrophober Verunreinigungen, wie z. B. der abgespaltenen Seitenketten-

schutzgruppen, wurden die Peptide vor der HPLC-Reinigung einer Etherextraktion (AAV7) 

unterzogen. Die Anwesenheit der offenkettigen Peptide in den Rohprodukten konnte jeweils 

eindeutig per MALDI-TOF-MS (AAV9) nachgewiesen werden.  

Eine anschließende Reinigung per RP-HPLC nach AAV8 führte zu den in Tabelle 4 

aufgeführten Ausbeuten der offenkettigen Peptide. 

Tabelle 4 : Ausbeuten und per HPLC ermittelte Reinheit der offenkettigen Peptide und 

Glycopeptide. 

Peptid Ausbeute Reinheit 

v3con 23.3 mg 14.3 µmol 14 % 71 % 

v3cong 15.3 mg 7.5 µmol 15 % 87 % 

v3ct15 19.9 mg 12.3 µmol 12 % 97 % 

v3ct21 17.4 mg 7.9 µmol 8 % 86 % 

v3o 12.2 mg 3.2 µmol 3 % 91 % 

v3og 4.8 mg 1.1 µmol 1 % 94 % 

Die zunehmende Kettenlänge der Peptide führte erwartungsgemäß zu schlechteren 

Ausbeuten. Dies ist auf intramolekulare Wechselwirkungen der Peptidketten während der 

Synthese sowie hydrophobe Interaktionen mit dem Harz zurückzuführen. In vorangegangenen 

Arbeiten konnte durch photometrische Reaktionsverfolgung gezeigt werden, dass die größten 

Ausbeuteeinbrüche während der Kupplung des 
310

GPGRAF
315

-Motivs auftreten, das eine 

turn-Struktur ausbildet. Dieses Phänomen war bei den hier durchgeführten Synthesen 

ebenfalls zu beobachten (v3ct15, v3ct21). Die Reinheit der Peptide, die im präparativen 

Maßstab getrennt wurden (v3con, v3cong), war geringer als die der übrigen Peptide, deren 

Trennung im semipräparativen Maßstab erfolgte. Eine Ausnahme bildete das Peptid v3ct21, 

dessen Sequenz das hydrophobe 
310

GPGRAF
315

-Motiv beinhaltet und das generell problema-
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tisch zu reinigen war. Eine bessere Reinheit des Peptids v3con hätte durch nochmalige 

Reinigung per HPLC mit einem geänderten Gradienten erreicht werden können. Da dieses 

Peptid jedoch lediglich der Untersuchung mittels CD-Spektroskopie diente, wurde auf diesen 

zusätzlichen Zeit- und Ressourcenaufwand verzichtet. Die Reinheit der übrigen Peptide war 

gut bis sehr gut.  

In vorangegangenen Arbeiten wurde beschrieben, dass der automatisierte Einbau des 

Glycosylbausteins zu einem drastischen Einbruch der Ausbeute gegenüber dem manuellen 

Einbau führte.
[130,293]

 Dies konnte bei der Synthese mit dem hier verwendeten 

mikrowellenunterstützten Peptidsynthesizer nicht beobachtet werden, so dass der Baustein 

ausschließlich automatisiert gekuppelt wurde. 

Alle sechs offenkettigen Peptide konnten eindeutig NMR-spektroskopisch nachgewiesen 

werden. Die 2D-NMR-spektroskopische Charakterisierung per TOCSY-NMR wurde in 

H2O/D2O bei einem pH-Wert von 3.0 durchgeführt, um die amidischen Protonen sichtbar zu 

machen. Exemplarisch ist in Abbildung 21 der NH-Bereich eines TOCSY-Spektrums des 

Glycopeptids v3og gezeigt.  

Von jedem Peptid wurde ebenfalls eine Charakterisierung in D2O bei einem pH-Wert von 

7.4 durchgeführt, da diese Bedingungen denen der STD-NMR-Experimente entsprachen und 

auf diesem Weg eine Zuordnung der Signale in den STD-NMR-Spektren erleichtert wurde.  
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Abbildung 21: Ausschnitt aus der NH-Region des TOCSY-Spektrums des glycosylierten 

offenkettigen Peptids v3og.  

Die Aufnahme des TOCSY-NMR-Spektrums erfolgte bei 285 K in H2O/D2O (9:1) bei pH 3.0. In der NH-Region 

des TOCSY-Spektrums konnten 32 NH-Spuren der amidischen Protonen der Peptidkette im Bereich von 8.511 

bis 7.783 ppm den entsprechenden Aminosäuren zugeordnet werden. Die Hα-Spuren der beiden in der Sequenz 

enthaltenen Proline liegen bei 4.233 und 4.196 ppm, die Hα-Spur der N-terminalen Serins liegt bei 4.024 ppm. 

Darüber hinaus sind in der NH-Region des TOCSY-Spektrums drei NH-Spuren zu finden, die zu den 

saccharidischen Protonen gehören. Für das N-glycosidisch direkt an das Peptid gebundene N-Acetylglucosamin 

(GlcNAc), das zwei amidische NH-Protonen besitzt, sind zwei ähnliche H-Spuren zu beobachten. Die 

Sequenzierung des Peptids gelang durch Analyse der sequenziellen NOE-Signale benachbarter Aminosäuren in 

einem NOESY-Spektrum. 

Die N-terminalen Aminosäuren der jeweiligen Peptide sowie die in den Sequenzen 

vorliegenden Proline konnten über die Hα-Spuren im Bereich von etwa 4.3 – 4.0 ppm 

identifiziert werden. Die Sequenzierung der Peptide wurde durch die Analyse der 

sequenziellen NOE-Signale anhand eines NOESY-Spektrums durchgeführt (Kapitel 4.4). 
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4.2.3 Cyclisierung der Peptide und Glycopeptide 

Die Cyclisierung der Peptide und Glycopeptide über eine Disulfidbrücke wurde auf 

chemischem Weg sowohl in Lösung durch Oxidation mit Luftsauerstoff (Kapitel 4.2.3.1) als 

auch am polymeren Träger (Kapitel 4.2.3.2) durchgeführt.
[222,223]

  

4.2.3.1 Cyclisierung in Lösung durch Oxidation mit Luftsauerstoff (v3c, v3cg) 

Die Durchführung der Synthesen erfolgte analog zu den offenkettigen Peptiden gemäß 

AAV1. Danach wurde eine photometrische Bestimmung der Rohausbeute nach AAV2 sowie 

die Entschützung des Saccharidteils des Glycopeptids v3cg nach AAV3 am polymeren Träger 

durchgeführt. Die Rohausbeuten lagen hierbei etwas unter denen der analogen offenkettigen 

Peptide v3o (40 %) und v3og (42 %) (Tabelle 5). 

Tabelle 5: Ausbeuten der Fmoc-Bestimmung und der Rohprodukte der Peptide v3c und 

v3cg. 

 Fmoc-monitoring Rohprodukt 

v3c 
20.2 µmol 

20 % 

57.8 mg (15.0 µmol) 

15 % 

v3cg 
14.1 µmol 

14 % 

57.5 mg (13.5 µmol) 

14 % 

Im Anschluss wurden die Peptide unter sauerstofffreien Bedingungen mit einer entgasten 

Abspaltlösung (TFA/TIPS/H2O) nach AAV5 unter gleichzeitiger Entfernung der Seiten-

kettenschutzgruppen vom Harz abgespalten. Der Ausschluss von Sauerstoff war notwendig, 

um unerwünschte intermolekulare Reaktionen zu vermeiden. 

Der Vorteil der Cyclisierung in Lösung besteht darin, dass die eingesetzten Chemikalien sehr 

preiswert sind und der Reaktionserfolg massenspektrometrisch verfolgt werden kann. Von 

Nachteil hingegen sind das Arbeiten unter strengem Sauerstoffausschluss in großen Lösungs-

mittelvolumina und der damit verbundene apparative Aufwand. 

In einer entgasten 0.1 M Ammoniumhydrogencarbonatlösung wurden die jeweiligen 

Rohprodukte stark verdünnt (50 mL/µmol Harzäquivalent) und unter Einwirkung von 

Ultraschall homogenisiert.
[307]

 Durch Zufuhr von Luftsauerstoff mit einer Gasfritte unter 

starkem Rühren erfolgte die oxidative Cyclisierung. Dabei konnte teilweise nach einem Tag 

eine Polymerbildung in Form eines gummiartigen Randes am Kolben beobachtet werden.  
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Die Kontrolle des Syntheseerfolgs erfolgte direkt aus der Cyclisierungslösung. Hierfür 

wurde eine Probe entnommen und per MALDI-TOF-MS analysiert (AAV9). Da der 

Nachweis auf diesem Weg nicht zufriedenstellend möglich war, wurden die Proben unter dem 

Einsatz von ZipTipC18-Pipettenspitzen entsalzt und direkt auf den MALDI-Probenträger 

aufgebracht. Auf diesem Weg konnte zunächst die Anwesenheit des Glycopeptids v3cg 

nachgewiesen werden. Der Nachweis des analogen Peptids v3c konnte nicht erbracht werden.  

Nach dem Entsalzen und Einengen mittels Ultrafiltration (AAV6) gelang weder der 

Nachweis der Verbindung v3c noch der erneute Nachweis der Verbindung v3cg. Es wurden 

sowohl das Filtrat als auch der Überstand nach der Ultrafiltration gefriergetrocknet und 

anschließend massenspektrometrisch überprüft, um auszuschließen, dass die Ausschlussgröße 

der Filtrationsmembran zu groß gewählt wurde. Es kann keine definitive Aussage getroffen 

werden, ob die Cyclisierungsreaktion erfolglos war, oder ob sich die gewünschten Produkte 

lediglich massenspektrometrisch nicht nachweisen ließen. 

Das jeweilige Rohproduktgemisch der Peptide v3c und v3cg wurde über eine 

semipräparative RP-analoge Säule getrennt und die einzelnen Fraktionen per MALDI-TOF-

MS analysiert. Ein Nachweis des Peptids v3c sowie ein erneuter Nachweis des Glycopeptids 

v3cg waren auf diesem Weg nicht möglich.  

Daher erfolgte nach AAV10 die Analyse der Rohprodukte mittels ESI-MS. Dazu wurde 

zunächst eine säulenchromatografische Trennung des Rohgemischs durchgeführt und die 

einzelnen Fraktionen direkt im ESI-MS-Analysator vermessen. Die massenspektrometrischen 

Untersuchungen wurden im Positiv- und im Negativ-Ionen-Modus durchgeführt. Auch auf 

diesem Weg gelang der Nachweis der Produkte nicht.  

Da der Nachweis des Glycopeptids v3cg zu Beginn der Cyclisierungsreaktion gelang, ein 

erneuter Nachweis zu einem späteren Zeitpunkt jedoch nicht mehr erbracht werden konnte, 

kann vermutet werden, dass bereits gebildete Disulfidbrücken wieder gespalten wurden und 

eine anschließende Polymerisation begünstigt wurde. In der basischen NH4HCO3-Lösung 

kann es zu einer Deprotonierung der schwach sauren Thiolgruppen kommen, die wiederum 

die disulfidverbrückten Peptide nucleophil angreifen und die Cystinbindung spalten können. 

Abhilfe könnte hier das Arbeiten in einer schwach basischen bis neutralen Lösung mit dem 

anschließenden Abbruch der Reaktion durch Ansäuern auf einen schwach sauren pH-Wert 

(~ 6.8) schaffen. Ebenfalls sinnvoll könnte der Einsatz von Iodacetamid sein, um 

nichtumgesetzte SH-Gruppen zu cappen. 
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Fraglich bleibt allerdings, weshalb der Nachweis der nichtcyclisierten Peptide misslang. 

Eventuell gehen offenkettige Moleküle sofort und irreversibel die beobachtete Polymeri-

sationsreaktion ein und werden somit nach und nach aus der Lösung entfernt. Auch kann eine 

schlechte Ionisierbarkeit der eventuell nicht vollständig salzfreien Proben zur ungenügenden 

Detektierbarkeit mittels massenspektrometrischer Methoden führen.  

4.2.3.2 Cyclisierung an der festen Phase (v3c37) 

Die Cyclisierung der V3-Peptide in Lösung (Kapitel 4.2.3.1) brachte auch nach mehrfacher 

Durchführung nicht den gewünschten Erfolg. Es kam dabei immer wieder zu unerwünschten 

Polymerisationsreaktionen.  

Daher wurde eine Variante getestet, bei der das Peptid während der Cyclisierungsreaktion 

am polymeren Träger gebunden blieb.
[226]

 Hierfür wurde ein Harz mit einer niedrigen 

Belegung eingesetzt (0.17 mmol/g) und Ansatzgrößen von 25 µmol gewählt. Dadurch sollte 

zum einen die Bildung von intermolekularen Disulfidbrücken verhindert, zum anderen eine 

Aggregation der Peptidketten am Harz vermieden werden, die die Tendenz zur Cyclisierung 

verschlechtert. Um die Wechselwirkungen mit dem polymeren Träger zu reduzieren, wurde 

das Peptid C-terminal um zwei Aminosäuren der GP120-Sequenz verlängert. 

Das Peptid v3c37 wurde unter Standardbedingungen am Harz synthetisiert (AAV1). Die 

beiden Cysteine, die im Anschluss disulfidverbrückt werden sollten, wurden mit 

unterschiedlichen Schutzgruppen der Thiole eingesetzt. Ein Cystein trug eine 4-Methoxytrityl 

(Mmt)-Schutzgruppe, das andere eine S-tert-Butyl-Schutzgruppe. Beide Schutzgruppen 

konnten somit jeweils selektiv abgespalten werden (Abbildung 22). 

Der apparative Aufwand ist deutlich geringer und es entfällt die Notwendigkeit, unter 

sorgfältigem Sauerstoffausschluss arbeiten zu müssen. Zudem kann der Fortschritt der 

Cyclisierungsreaktion photometrisch verfolgt werden. Einen Nachteil stellt der kosteninten-

sive Einsatz von z. T. giftigen Chemikalien, wie z. B. 2-Mercaptoethanol, dar. 
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Abbildung 22: Schematische Darstellung der Knüpfung einer Disulfidbrücke eines Peptids am 

polymeren Träger. 

Das S-tert-Butyl-geschützte Cystein wird mit 2-Mercaptoethanol (30 % in DMF) entschützt (1) und anschließend 

mit 2,2‘-Dithiobis(5-nitropyridin) (DTNP) aktiviert (2). Die 4-Methoxytrityl-Schutzgruppe wird mit TFA (1 % 

in DCM) entschützt und greift nucleophil den aktivierten Schwefel unter Bildung einer Disulfidbrücke an (3). Im 

Anschluss folgen die N-terminale Fmoc-Entschützung (4) sowie die Abspaltung des Peptids vom Harz unter 

gleichzeitiger Entschützung der übrigen Seitenkettenschutzgruppen unter Standardbedingungen (5). 
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Bei der ersten Durchführung der Synthese wurde das Harz zur Entschützung des S-tert-

Butyl-geschützten Cysteins in einer Glasfritte für drei Stunden mit 2-Mercaptoethanol (30 % 

in DMF) bedeckt und geschüttelt. Nach einem Waschschritt mit DCM wurde 

2,2‘-Dithiobis(5-nitropyridin) (DTNP) in Dichlormethan für 80 Minuten auf das Harz 

gegeben. Dadurch wird die Elektrophilie des Schwefels dieses Cysteins erhöht. Die 

4-Methoxytrityl-Schutzgruppe wurde unter schwach sauren Bedingungen (1 % TFA in DCM) 

entfernt. Die freie Thiolgruppe konnte im nächsten Schritt nucleophil den aktivierten 

Schwefel des zweiten Cysteins unter Bildung einer Disulfidbrücke angreifen. Die Abspaltung 

des Nitropyridinderivates ermöglichte eine photometrische Reaktionsverfolgung bei einer 

Wellenlänge von 386 nm. Die Cyclisierungsreaktion wurde solange durchgeführt, bis der 

gemessene Wert der Absorption konstant blieb. In diesem Fall erfolgte die Cyclisierungs-

reaktion über einen Zeitraum von 95 Minuten. 

Im Anschluss folgten die N-terminale Fmoc-Entschützung (AAV2) zur Abschätzung der 

Kupplungsausbeute sowie die Abspaltung des Peptids vom Harz unter gleichzeitiger 

Entschützung der übrigen Seitenkettenschutzgruppen (AAV4) unter Standardbedingungen. 

Nach einer Reinigung mittels Etherfällung (AAV7) wurde eine Rohausbeute von 12 % 

(12.1 mg, 3.0 µmol) erhalten. 

Die Anwesenheit des Produkts mittels massenspektrometrischem Nachweis (AAV9) konnte 

an diesem Punkt nicht bestätigt werden. In manchen Fällen kann eine chromatografische 

Trennung der Rohprodukte mit anschließender massenspektrometrischer Analyse der 

erhaltenen Fraktionen (AAV10) zum Erfolg führen. Dies war hier nicht der Fall. 

Da die Cyclisierungsreaktion auf manuellem Weg keinen Erfolg brachte, wurde diese 

mikrowellenunterstützt durchgeführt.
[308]

 Dazu wurde der für die Peptidsynthese verwendete 

Synthesizer eingesetzt und die entsprechenden Syntheseschritte für die Disulfidbrücken-

bildung programmiert. Alle Schritte der Cyclisierung wurden mit einer Leistung von 25 W bei 

60 °C durchgeführt. Die Entschützung der S-tert-Butyl-Schutzgruppe erfolgte über einen 

Zeitraum von 20 Minuten. Die Aktivierung der freien Thiolgruppe mit DTNP sowie die 

anschließende Abspaltung der Mmt-Schutzgruppe wurden über einen Zeitraum von jeweils 

sieben Minuten durchgeführt. Die Bildung der Disulfidbrücke erfolgte über einen Zeitraum 

von sechsmal fünf Minuten.  

Die mikrowellenunterstützte Variante dieser Reaktion bietet mehrere Vorteile. Zum einen 

sank der Zeitaufwand gegenüber der manuellen Durchführung von ungefähr sechs Stunden 

auf weniger als eineinhalb Stunden. Zum anderen war die Durchführung der Cyclisierung auf 
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diesem Weg vollautomatisiert möglich. Ein Nachteil besteht darin, dass der Reaktions-

fortschritt in diesem Fall nicht photometrisch verfolgt werden konnte. 

Die N-terminale Fmoc-Entschützung (AAV2) zur Abschätzung der Kupplungsausbeute 

sowie die Abspaltung des Peptids vom Harz unter gleichzeitiger Entschützung der übrigen 

Seitenkettenschutzgruppen (AAV4) erfolgten manuell unter Standardbedingungen. 

Nach einer Reinigung mittels Etherfällung (AAV7) wurde das Peptid v3c37 mit einer 

Rohausbeute von 24 % (24.5 mg, 6.0 µmol) erhalten. Diese war damit doppelt so hoch wie 

die Rohausbeute, die mit der manuellen Cyclisierung erzielt wurde.  

Die Anwesenheit des Produkts mittels massenspektrometrischem Nachweis (AAV9) konnte 

nicht bestätigt werden. Auch eine chromatografische Trennung der Rohprodukte mit 

anschließender massenspektrometrischer Analyse der erhaltenen Fraktionen (AAV10) führte 

nicht zum gewünschten Erfolg. Es konnten lediglich Abbruchpeptide nachgewiesen werden.  

Da die Bestimmung des Methylenfluorens Rohausbeuten zwischen 12 und 24 % ergaben, 

kann davon ausgegangen werden, dass die Synthese der kompletten Peptidsequenz zumindest 

zum Teil erfolgreich war und beide Cysteine für die Disulfidbrückenbildung vorlagen. 

Photometrisch konnte das Spaltprodukt des Nitropyridinderivates bei 386 nm nachgewiesen 

werden, was die Annahme unterstützt, dass das N-terminale Cystein gekuppelt worden war. 

Es konnte im Rahmen der vorliegenden Arbeit nicht geklärt werden, weshalb die Knüpfung 

einer Disulfidbrücke am polymeren Träger nach Galande et al. bzw. Galanis et al. nicht 

erfolgreich verlief.
[226,308]

 

4.3 CD-spektroskopische Analyse der V3-Peptide  

Um eine Aussage über die Sekundärstruktur der einzelnen Peptide machen zu können, 

wurden diese einer Analyse mittels CD-Spektroskopie unterzogen. Die Peptide wurden in 

einer Konzentration von 0.33 µM in Wasser für die CD-Messungen eingesetzt. Es wurde je 

Messung jeweils ein Scan über einen Wellenlängenbereich von 190 nm bis 270 nm durch-

geführt. Die erhaltenen Daten wurden im Programm Origin 8.5 mit einem Polynom-Fit nach 

Savitzky-Golay geglättet und anschließend mit dem Programm CDtool ausgewertet. Dabei 

wurden die geglätteten CD-Spektren mit den Spektren einer in CDtool implementierten 

Referenzdatenbank verglichen, um die Anteile unterschiedlicher Sekundärstrukturelemente zu 

errechnen. Abbildung 23 zeigt die CD-Spektren der sechs untersuchten V3-Peptide.  
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Die Spektren der untersuchten Substanzen weisen eine sehr große Ähnlichkeit auf und 

zeigen alle ein Minimum bei ungefähr 205 nm. Lediglich das Spektrum des Peptids v3ct15 ist 

durch ein stärker ausgeprägtes Minimum bei etwa 200 nm charakterisiert.  

Die Verschiebung des Minimums des Peptids v3ct15 zu niedrigeren Wellenlängen kann 

durch eine höhere Flexibilität der aromatischen Seitenkette des N-terminalen Tyrosins 316 

erklärt werden. Diese scheint bei dem Peptid v3ct21, welches N-terminal um das 

310
GPGRAF

315
-Motiv verlängert ist, deutlich eingeschränkter zu sein. Ausgeprägtere Minima 

in CD-Spektren geben einen Hinweis auf eine stärker geordnete Struktur. Konformative 

Untersuchungen der Peptide mittels NOESY-NMR (Kapitel 4.4) zeigten, dass beide 

V3-Peptide aus dem C-terminalen Bereich (v3ct15 und v3ct21) in einer α-helicalen 

Konformation vorliegen. Diese scheint bei dem Peptid v3ct21 schwächer ausgeprägt zu sein. 

Ein Zusammenhang mit dem Vorhandensein des 
310

GPGRAF
315

-Motivs und einer 

Verringerung der strukturellen Ordnung kann jedoch nicht hergestellt werden, da die 

beobachteten long range-NOE-Kontakte keinen Einfluss auf die Ausbildung der α-helicalen 

Konformation des Peptids v3ct21 zeigten. 

 

Abbildung 23: CD-Spektren der untersuchten Peptide und Glycopeptide. 

Die Spektren der Peptide zeigen ein Minimum bei 205 nm. Generell gibt es fast keine signifikanten Unterschiede 

der Spektrenform und –intensität. Das Minimum des Peptids v3ct15 ist etwas ausgeprägter und zu kürzeren 

Wellenlängen verschoben. 
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In Tabelle 6 sind die ermittelten Anteile an Sekundärstrukturelementen der untersuchten 

Peptide und Glycopeptide aufgeführt. 

Tabelle 6: Mit dem Programm CDtool ermittelte Anteile von Sekundärstrukturelementen 

der untersuchten Peptide und Glycopeptide. 

Substanz α-Helix β-Faltblatt β-turn 
ungeordnete 

Struktur (random) 

v3con 27 % 19 % 21 % 32 % 

v3cong 27 % 27 % 23 % 24 % 

v3ct15 23 % 18 % 16 % 46 % 

v3ct21 27 % 20 % 21 % 33 % 

v3o 21 % 24 % 21 % 33 % 

v3og 26 % 22 % 23 % 34 % 

Die prozentualen Anteile, die auf die Sekundärstrukturelemente α–Helix, β-Faltblatt und 

β-turn entfallen, liegen bei allen Peptiden in ungefähr der gleichen Größenordnung. 

Auffallend ist der geringe Anteil an ungeordneter Struktur von 24 % des Glycopeptids 

v3cong. Die Glycosylierung an Asn301 übt in diesem Fall anscheinend einen gewissen 

Einfluss auf die Flexibilität der Struktur aus und begünstigt eine geordnetere Konformation 

des Glycopeptids. Dies steht im Einklang mit den Ergebnissen vorangegangener Arbeiten, die 

zeigen, dass glycosylierte Peptide gegenüber den analogen unglycosylierten Peptiden eine 

definiertere, stabilisierte Struktur aufweisen.
[293]

 

Bislang gibt es nur wenige literaturbekannte Untersuchungen zum Einfluss von Saccharid-

strukturen auf die CD-Spektren von Glycopeptiden. Watanabe et al. zeigten, dass die 

CD-Banden von Kohlenhydraten und Peptiden additiv das CD-Spektrum eines N-Typ-

Glycopeptids bilden.
[309]

 Mit dieser Annahme wurden Experimente von Schuster et al. eines 

mit GlcNAc-Einheiten hexaglycosylierten Decapeptids durchgeführt.
[310]

 Diese Studie deutet 

wiederum darauf hin, dass die Veränderung im Glycopeptid-CD-Spektrum im Vergleich zum 

Peptid-CD-Spektrum nicht allein durch das Vorhandensein der Kohlenhydrate begründet  

werden kann. Es liegt die Vermutung nahe, dass die charakteristischen Banden des 

Glycopeptid-CD-Spektrums durch Konformationsänderung des Peptidrückgrats, bedingt 

durch die Saccharide, hervorgerufen werden.  

Das Peptid v3ct15 weist von allen untersuchten Verbindungen den größten Anteil an 

ungeordneter Struktur auf (46 %). Der Vergleich dieses Wertes mit dem des Peptids v3ct21 
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(33 %) scheint darauf hin zu deuten, dass das 
310

GPGRAF
315

-Motiv einen begünstigenden 

Einfluss auf die Ordnung innerhalb der Sekundärstruktur hat. 

Bei den Peptiden, die die gesamte Sequenz des V3-Loops umfassen (v3o, v3og), konnte 

keine Auswirkung der Glycosylierung auf die Sekundärstruktur beobachtet werden. Dies lässt 

darauf schließen, dass die Anwesenheit des C-terminalen Bereichs vermutlich den 

stabilisierenden Einfluss der Glycosylstruktur kompensieren kann.  

4.4 Konformative Untersuchungen der Peptide und Glyco-

peptide mittels NMR 

Die Untersuchungen mittels CD-Spektroskopie (Kapitel 4.3) gaben einen ersten Hinweis auf 

die Konformation der Peptide und Glycopeptide. Um genauere Aussagen über die Sekundär-

struktur machen zu können, wurden NOESY-NMR-Spektren akquiriert und analysiert. Die 

Kreuzsignale dieser Spektren werden durch den Magnetisierungstransfer zwischen zwei 

Kernen verursacht, die sich in räumlicher Nähe in einem Abstand von 2 - 5 Å zueinander 

befinden.
[311,312]

 Diese Signale können dabei sowohl von Kernen hervorgerufen werden, die 

über skalare Kopplung miteinander in Verbindung stehen, als auch von solchen Kernen, die 

ihr Relaxationsverhalten gegenseitig durch den Raum beeinflussen.
[313]

 Die Intensität der 

Signale im NOESY-NMR-Spektrum korreliert dabei über 1/r
6
 mit dem Abstand r der beiden 

koppelnden Spins. 

Die aufgenommen Spektren dienten zum einen der sequenziellen Zuordnung bei der 

Charakterisierung der Liganden. Zum anderen konnten durch die beobachteten Kontakte 

Rückschlüsse auf die räumliche Struktur gezogen werden. 

Sowohl das offenkettige N-terminale V3-Peptid v3con als auch das entsprechende 

Glycopeptid v3cong zeigten jeweils ausschließlich NHi-NHi±1-NOE-Kontakte. Die korrekte 

Sequenz der beiden Peptide konnte dadurch eindeutig bestätigt werden. Da jeweils keine 

long range-Kontakte beobachtet werden konnten, deutet dies auf eine hohe Flexibilität und 

eine wenig geordnete Struktur dieser beiden Peptide hin. 

Neben den sequenziellen NOE-Kontakten ergab die Analyse des Peptids v3ct15 zusätzlich 

das Vorliegen von vier long range-Kontakten (Tabelle 7). Diese werden durch NHi-Hi±3- 

sowie NHi-NHi±4-NOE-Kontakte hervorgerufen. Dieses Muster ist typisch für Verbindungen, 

die eine α–Helix als Sekundärstruktur ausbilden.  
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Tabelle 7: Sequenzielle sowie strukturrelevante NOE-Kontakte des Peptids v3ct15. 

Aminosäure 
NHi-NHi±1-

Kontakt 

weitere 

Kontakte 
Aminosäure 

NHi-NHi±1-

Kontakt 

weitere 

Kontakte 

Tyr316 -  Asp324 Gly323  

Ala317 Tyr316  Ile325 Asp324  

Thr318 Ala317  Arg326 Ile325 Ile322 

Gly319 Thr318  Gln327 Arg326  

Asp320 Gly319  Ala328 Gln327 Ile325 

Ile321 Asp320 Ile325 His329 Ala328  

Ile322 Ile321  Ser330 His329 Arg326 

Gly323 Ile322     

Abbildung 24 zeigt eine grafische Darstellung der beobachteten long range-Kontakte des 

Peptids v3ct15. Die NOE-Kontakte befinden sich im C-terminalen Bereich des Peptids. 

 

Abbildung 24: Grafische Darstellung der strukturrelevanten long range-NOE-Kontakte des 

Peptids v3ct15. 

Das NOESY-NMR-Spektrum des Peptids v3ct21, welches gegenüber dem Peptid v3ct15 

N-terminal um das 
310

GPGRAF
315

-turn-Motiv verlängert ist, zeigte neben den sequenziellen 

Kontakten ebenfalls Signale für das Vorliegen von vier long range-Kontakten (Tabelle 8).  

Tabelle 8: Sequenzielle sowie strukturrelevante NOE-Kontakte des Peptids v3ct21. 

Aminosäure 
NHi-NHi±1-

Kontakt 

weitere 

Kontakte 
Aminosäure 

NHi-NHi±1-

Kontakt 
weitere Kontakte 

Gly310 -  Ile321 Asp320  

Pro311 Gly310  Ile322 Ile321 Gly319 

Gly312 Pro311  Gly323 Ile322  

Arg313 Gly312  Asp324 Gly323  

Ala314 Arg313  Ile325 Asp324 Ala328, Ile322 

Phe315 Ala314  Arg326 Ile325  

Tyr316 Phe315  Gln327 Arg326  

Ala317 Tyr316 Asp320 Ala328 Gln327  

Thr318 Ala317  His329 Ala328  

Gly319 Thr318  Ser330 His329  

Asp320 Gly319     
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Diese werden, wie im Falle des Peptids v3ct15, ebenfalls durch NHi-NHi±3- sowie NHi-

NHi±4-NOE-Kontakte hervorgerufen, die für das Vorliegen einer α–helicalen Konformation 

des Peptids sprechen (Abbildung 25). Das 
310

GPGRAF
315

-Motiv hat anscheinend keinen 

Einfluss auf das Ausbilden einer α-Helix-Struktur, bildet aber durch das vorliegende Prolin 

selbst keinen Teil der Helix.  

 

Abbildung 25: Grafische Darstellung der strukturrelevanten long range-NOE-Kontakte des 

Peptids v3ct21. 

Die Kreuzsignale im NOESY-NMR-Spektrum des Peptids v3o, welches die gesamte 

Sequenz des V3-Loops beinhaltet, werden von sequenziellen Kontakten sowie von fünf 

long range-Kontakten (Tabelle 9) hervorgerufen.  

Tabelle 9: Sequenzielle sowie strukturrelevante NOE-Kontakte des Peptids v3o. 

Aminosäure 
NHi-NHi±1-

Kontakt 

weitere 

Kontakte 
Aminosäure 

NHi-NHi±1-

Kontakt 

weitere 

Kontakte 

Ser296 -  Ala314 Arg313  

Thr297 Ser296  Phe315 Ala314, Tyr316 Asp320 

Arg298 Thr297 Ala328 Tyr316 Phe315  

Pro299 Arg298  Ala317 Tyr316 Pro311 

Asn300 Pro299  Thr318 Ala317  

Asn301 Asn300  Gly319 Thr318  

Asn302 Asn301  Asp320 Gly319  

Thr303 Asn302  Ile321 Asp320  

Arg304 Thr303  Ile322 Ile321  

Lys305 Arg304  Gly323 Ile322  

Ser306 Lys305  Asp324 Gly323  

Ile307 Ser306  Ile325 Asp324  

His308 Ile307, Ile309  Arg326 Ile325  

Ile309 His308 Gly312 Gln327 Arg326  

Gly310 Ile309  Ala328 Gln327  

Pro311 Gly310  His329 Ala328, Ser330 Thr297 

Gly312 Pro311  Ser330 His329  
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Aminosäure 
NHi-NHi±1-

Kontakt 

weitere 

Kontakte 
Aminosäure 

NHi-NHi±1-

Kontakt 

weitere 

Kontakte 

Arg313 Gly312     

Drei dieser Kontakte liegen im Bereich des 
310

GPGRAF
315

-turn-Motivs (Abbildung 26). Die 

Struktur des Peptids wird entscheidend durch das Vorhandensein des Prolins an Position 311 

geprägt, welches eine räumliche Annäherung der beiden Flanken zur Folge hat. Dies wird 

durch die beiden Kontakte zwischen den beiden Aminosäuren Thr297 und Arg298 aus dem 

N-terminalen Bereich mit den Aminosäuren Ala328 und His329 aus dem C-terminalen 

Bereich bestätigt. Zudem konnten keine long range-NOE-Kontakte, die auf eine α–helicale 

Konformation des C-terminalen Bereichs des V3-Loops hindeuten, beobachtet werden. Die 

Ausbildung einer α-Helix wird anscheinend durch die räumliche Annäherung der 

Aminosäuren aus den beiden stem-Bereichen (Positionen 297 bis 305 und Positionen 321 bis 

329) des Loops gehindert.  

 

Abbildung 26: Grafische Darstellung der strukturrelevanten long range-NOE-Kontakte des 

Peptids v3o. 

Die Sequenz des Peptids v3og, welches an Asn301 eine Chitobiosyleinheit trägt, konnte 

durch das NOESY-NMR-Spektrum eindeutig bestätigt werden. Auch die NH-Acetylgruppen 

der Chitobiose lassen sich auf diesem Weg eindeutig den Saccharideinheiten zuordnen. 

Weiterhin lagen im Spektrum Kreuzsignale vor, die auf das Vorhandensein von fünf 

long range-Kontakten (Tabelle 10) zurückzuführen sind. 

Tabelle 10: Sequenzielle sowie strukturrelevante NOE-Kontakte des Glycopeptids v3og. 

Aminosäure 
NHi-NHi±1-

Kontakt 

weitere 

Kontakte 
Aminosäure 

NHi-NHi±1-

Kontakt 
weitere Kontakte 

Ser296 -  Phe315 Ala314  

Thr297 Ser296 Ala328 Tyr316 Phe315  

Arg298 Thr297  Ala317 Tyr316 Pro311 

Pro299 Arg298  Thr318 Ala317  



68  Ergebnisse und Diskussion 

 

 

Aminosäure 
NHi-NHi±1-

Kontakt 

weitere 

Kontakte 
Aminosäure 

NHi-NHi±1-

Kontakt 
weitere Kontakte 

Asn300 Pro299  Gly319 Thr318  

Asn301 Asn300  Asp320 Gly319  

Asn302 Asn301  Ile321 Asp320  

Thr303 Asn302  Ile322 Ile321  

Arg304 Thr303  Gly323 Ile322  

Lys305 Arg304  Asp324 Gly323  

Ser306 Lys305  Ile325 Asp324  

Ile307 Ser306  Arg326 Ile325  

His308 Ile307, Ile309  Gln327 Arg326  

Ile309 His308  Ala328 Gln327, His329  

Gly310 Ile309, Pro311  His329 Ala328  

Pro311 Gly310  Ser330 His329  

Gly312 Pro311 
 

GlcNAc Asn300 
Asn301, Asn302, 

Ile322  

Arg313 Gly312  GlcNAc‘   

Ala314 Arg313     

Auch in diesem Fall bedingt das Prolin 311 eine räumliche Nähe der Peptidflanken 

zueinander. Dies wird durch den Kontakt zwischen Pro311 und Ala317 deutlich 

(Abbildung 27). Der Kontakt zwischen Thr297 und Ala328 scheint analog zur entsprechenden 

unglycosylierten Verbindung v3o auf eine gehinderte Ausbildung einer α–helicalen Konfor-

mation des C-terminalen Bereichs durch die räumliche Annäherung der Aminosäuren aus den 

stem-Bereichen des Loops hinzudeuten. Die übrige Sequenz des Peptids v3og liegt in einer 

eher zufälligen Konformation vor. 
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Abbildung 27: Grafische Darstellung der strukturrelevanten long range-NOE-Kontakte des 

Glycopeptids v3og. 

Die Glycosylstruktur zeigte ebenfalls einen NOE-Kontakt zur gegenüberliegenden Seite des 

Peptids (Ile322). Dies bestätigt Erkenntnisse aus vorangegangenen Untersuchungen, die 

zeigten, dass die Nonasaccharideinheit eines offenkettigen V3-Peptids NOE-Kontakte zum 

gegenüberliegenden Ile325 ausbildete.
[293]

 Analog zu diesen Ergebnissen kann im Fall des 

Peptids v3og von einer gewissen Stabilisierung der Peptidstruktur durch die räumliche Nähe 

der Glycosyleinheit zur gegenüberliegenden Flanke ausgegangen werden.  

Da die mittels CD-spektroskopischer Analyse (Kapitel 4.3) ermittelten Anteile an Sekundär-

strukturelementen für alle untersuchten Peptide in der gleichen Größenordnung liegen und 

somit keine signifikanten Strukturunterschiede aus dieser Untersuchung hervorgingen, lassen 

sich die Ergebnisse nicht mit den detaillierteren Informationen der NOESY-NMR-

Experimente vergleichen. 

Zusammenfassend kann aus den Ergebnissen der NOE-NMR-Analyse festgehalten werden, 

dass die Verbindungen v3ct15 und v3ct21 eine ähnliche Struktur untereinander aufweisen 

und bevorzugt eine α-helicale Konformation einzunehmen scheinen. Die Verbindungen v3o 

und v3og liegen ebenfalls in einer jeweils ähnlichen Konformation vor. Diese ist geprägt 

durch einen turn, der von Pro311 verursacht wird, sowie von Kontakten zwischen 

Aminosäuren aus dem N-terminalen Bereich mit Aminosäuren aus dem C-terminalen Bereich.  

4.5 Liposomenpräparation 

Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten humanen Osteosarcoma (HOS)-Zellen 

überexprimieren den membranständigen CCR5-Corezeptor und wurden für SPR-Bindungs-

studien mit Peptiden aus der V3-Region des viralen Glycoproteins 120 verwendet.  
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Da diese Zellen eine relativ hohe Masse aufweisen und es somit zu einer schnellen 

Sedimentierung in wässrigen Lösungen kommt, sind die Zellen in dieser Form für 

NMR-Messungen ungeeignet. Um dennoch Bindungsstudien mit dem membranimplemen-

tierten Rezeptor durchführen zu können, wurden Liposomen aus den HOS-Zellen hergestellt, 

die einen Durchmesser von ungefähr 200 nm aufweisen. Diese Vesikel enthalten weder 

Zellkerne noch Mitochondrien und sedimentieren aufgrund der ähnlichen Dichte zum 

umgebenden wässrigen, gepufferten Milieu nur sehr langsam. Die Präparation erfolgte nach 

der Vorschrift von B. Hünnefeld (AAV14).
[274]

 Der CCR5-Rezeptor verbleibt während der 

gesamten Liposomenherstellung in der Membran verankert. 

Die nach AAV13 kultivierten HOS-Zellen wurden mehrfach mit deuteriertem LUV-NMR-

Puffer gewaschen, um das Medium sowie Proteine im Überstand abzutrennen. Im letzten 

Schritt wurden die Zellen in deuteriertem LUV-EDTA-NMR-Puffer aufgenommen und nach 

AAV13 gezählt, um die Rezeptoranzahl bestimmen zu können. Da in der vorliegenden Arbeit 

die gleiche Zelllinie verwendet wurde, die bereits in vorangegangenen Arbeiten eingesetzt 

wurde, wurde von einer Rezeptordichte von 10
7
 Rezeptoren/Zelle ausgegangen, um eine 

Vergleichbarkeit der Daten zu gewährleisten. Der Einsatz von 1 mM deuteriertem EDTA 

diente der Inhibition von Proteasen. Weiterhin wurde den Pufferlösungen 6 mM Natriumazid 

zugesetzt, um das Wachstum von Mikroorganismen zu verhindern.  

Danach wurde die Zellsuspension zur Inaktivierung zellulärer Proteasen mit einem Protease-

inhibitorenmix versetzt und bei 50 bar in einen Stickstoffhomogenisator gegeben. Dadurch 

wurde ein gleichmäßiger Druckaufbau in den Zellen und dem umgebenden Medium erreicht. 

Das spontane Ablassen des Drucks führte zum Zerplatzen der Zellen. Durch mehrfache 

Zentrifugation wurden selektiv die gewünschten Membranfragmente von den übrigen 

Zellbestandteilen abgetrennt. Die Fragmente wurden in LUV-EDTA-NMR-Puffer 

aufgenommen und nach AAV14 mittels Extrusion durch eine Filtermembran mit einer 

Porengröße von 100 nm in Liposomen mit einer homogenen Größenverteilung überführt. 

Hierfür wurde die Suspension der Membranfragmente elf Mal mit konstantem Druck durch 

den Filter gepresst. 

Die Bestimmung des mittleren Liposomendurchmessers erfolgte mittels dynamischer 

Lichtstreuung (DLS) und wurde mit einem Zetasizer Nano (Modell: ZEN 3600) der Firma 

Malvern Instruments Ltd. durchgeführt. Die Messungen ergaben im Mittel einen Durchmesser 

der Vesikel von etwa 247 nm bei einem Polydispersitätsindex PIDLS von ~ 0.45, was einer 

relativ breiten Verteilung der Vesikelgröße entspricht.
[314]

 



Ergebnisse und Diskussion  71 

Die Liposomenlösung wurde nach der Extrusion in das benötigte Volumen LUV-EDTA-

NMR-Puffer aufgenommen und sofort für die NMR-Experimente verwendet. Bei einer Lager-

temperatur von 4 °C waren die Liposomen etwa eine Woche stabil. Danach bildeten sich 

schlierige Rückstände in der Suspension, die dann nicht mehr verwendet werden konnte.  

Für die STD-NMR-Messungen wurden Rezeptorkonzentrationen von 0.5 bis 1.5 µM 

verwendet. Jede NMR-Messung wurde bei 285 K durchgeführt und dauerte etwa sechs 

Stunden. Innerhalb dieses Zeitraums konnte keine Sedimentation der Liposomen beobachtet 

werden. 

Die oben beschriebene Methode eignet sich ideal, um kleinere Partikel mit membran-

ständigen Rezeptoren in ihrer nativen Umgebung zu erhalten. Die Darstellung auf anderen 

Wegen, wie z. B. mittels Rekonstitution, kann einen Verlust der Funktionalität der Rezeptoren 

durch nichtkorrekten Einbau in die Zellmembran zur Folge haben. Ein weiterer Nachteil der 

Rekonstitution ist der hohe Zeitaufwand der Methode. Während der Liposomenherstellung 

durch Extrusion ist es möglich, die Vesikel in einen geeigneten Puffer für die folgenden 

Experimente aufzunehmen, so dass dieser zeitaufwändige Schritt ebenfalls entfällt. Die 

Wölbung der Zellmembran führt mit hoher Wahrscheinlichkeit zu einer korrekten 

Orientierung der Rezeptormoleküle auf der Liposomenoberfläche. 

Trotz mehrfacher Zentrifugationsschritte kann es allerdings zu einer nur unvollständigen 

Abtrennung nichtbenötigter Bestandteile der HOS-Zellen kommen. Schon bevor die 

Membranfragmente von den übrigen Zellbestandteilen abgetrennt sind, können sich bei der 

Stickstoffhomogenisation Liposomen bilden, die zelluläre Proteine, Enzyme u. ä. beinhalten. 

Die in der vorliegenden Arbeit durchgeführten NMR-Experimente mit Liposomen wurden 

jedoch durch die Anwesenheit unerwünschter Zellinhalte nicht beeinträchtigt, da deren 

Signale durch die Anwendung eines Doppeldifferenzfilters effektiv eliminiert wurden. 

Die Negativkontrolle der NMR-Messungen wurde mit Parentalliposomen durchgeführt. 

Diese wurden aus HOS-Zellen gewonnen, die den CCR5-Corezeptor nicht in ihrer Membran 

tragen. Somit kann untersucht werden, ob es zu unspezifischen Wechselwirkungen der 

V3-Peptide mit der Zellmembran kommt. Die Präparation der Parentalliposomen erfolgte 

nach dem oben beschriebenen Extrusionsverfahren.  
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4.6 NMR-Experimente 

Die Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Peptiden und Proteinen ist mit dem 

STD-NMR-Verfahren möglich. In der vorliegenden Arbeit wurden STD-NMR-Messungen 

der synthetisierten V3-Peptide mit CCR5-Corezeptor-tragenden Liposomen durchgeführt. Bei 

STD-NMR-Experimenten befinden sich beide Interaktionspartner in Lösung, was einer guten 

Annäherung an die physiologischen Bedingungen des Systems entspricht. Es kann sowohl die 

thermodynamische Dissoziationskonstante KD bestimmt als auch ein detailliertes Epitop der 

Liganden auf atomarer Ebene erstellt werden. 

4.6.1 Optimierung der Wasserunterdrückung für die STD-NMR-

Experimente 

Die NMR-Experimente erfolgten in einem wässrigen, deuterierten LUV-EDTA-Puffer. 

Hierfür ist eine effektive Unterdrückung des Restwassersignals von entscheidender 

Bedeutung. Das vorhandene Wasser führt nicht nur zu einem intensiven Signal, das 

Peptidsignale überlagern kann, auch wurde in vorangegangenen Untersuchungen festgestellt, 

dass Wassermoleküle an der Liposomenmembran assoziiert vorliegen können und so zu einer 

stark verbreiterten Hüllkurve der Liposomen führen können. Diese kann ebenfalls durch eine 

selektive Wasserunterdrückung verringert werden. Mit Standardpulssequenzen wie der 

WATERGATE- oder der excitation sculpting-Wasserunterdrückung, die in das STD-NMR-

Pulsprogramm implementiert sind, kann eine effektive Reduktion des Wassersignals erreicht 

werden (Kapitel 4.6).  

Analog zu B. Hünnefeld wurden zunächst STD-NMR-Experimente mit einer 

WATERGATE-Wasserunterdrückung (std.t4_w52.bc) aufgenommen. Die Messungen wurden 

bei 285 K durchgeführt. Es wurde eine Rezeptorkonzentration von 1.36 µM und eine 

Peptidkonzentration (v3ct15) von 658 µM eingesetzt. Eine ungewöhnlich starke Reduktion 

der Methylsignale im Bereich von 0.8 – 0.6 ppm des STD-Spektrums ließ vermuten, dass die 

Parameter der WATERGATE-Wasserunterdrückung nicht optimal gewählt wurden (nicht 

abgebildet).  

Um zu untersuchen, ob lediglich Einstellungen des WATERGATE-NMR-Experiments 

verändert werden mussten oder eine andere Art der Wasserunterdrückung notwendig war, 

wurden 
1
H-NMR-Spektren des Peptids v3ct15 akquiriert, die entweder eine Pulssequenz für 
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die WATERGATE- (zggpw5) oder die excitation sculpting-Wasserunterdrückung (zgesgp) 

beinhalten.  

Bei den WATERGATE-Sequenzen erfolgte eine Variation der Dauer des Delays d19, der 

die Form des Anregungsprofils der Wasserunterdrückung bestimmt. Es wurden Delaylängen 

von 70, 90 und 110 µs gewählt. Bei den excitation sculpting-Sequenzen wurde die Länge des 

selektiven 180°-Pulses p12 variiert. Es wurden Pulslängen von 2, 4 und 8 ms gewählt.  

Abbildung 28 zeigt einen Vergleich von NMR-Spektren des Peptids v3ct15, die mit den 

beiden unterschiedlichen Pulssequenzen zur Wasserunterdrückung aufgenommen wurden. 

 

Abbildung 28: Optimierung der Wasserunterdrückung für STD-NMR-Messung. 

Die abgebildeten Spektren des Peptids v3ct15 (4.2 mM) wurden bei 285 K in H2O/D2O (9:1) bei einem pH-Wert 

von 3.0 akquiriert. Oben: 
1
H-NMR-Spektrum mit WATERGATE-Wasserunterdrückung (zggpw5); die Delay-

länge d19 betrug 110 µs. Die Signale in der Nähe des Wassersignals (4.69 ppm) sind fast vollständig eliminiert. 

Mitte: 
1
H-NMR-Spektrum mit excitation sculpting-Wasserunterdrückung (zgesgp); die Pulslänge p12 betrug 

8 ms. Es ist ein deutliches Durchschwingen der Basislinie im Bereich von 3.1 – 2.5 ppm zu erkennen. Unten: 
1
H-

NMR-Spektrum mit excitation sculpting-Wasserunterdrückung (zgesgp); die Pulslänge p12 betrug 4 ms. Die 

Intensität der Signale in der Nähe des Wassersignals sowie der Methylprotonen bei 0.6 ppm ist kaum reduziert. 

Es wurde beobachtet, dass die Intensität der α-Protonen der Aminosäuren bei der längsten 

Delayzeit d19 der WATEGATE-NMR-Spektren am geringsten war. Dieser Bereich 
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(4.3 - 3.8 ppm) liegt dem unterdrückten Wassersignal am nächsten. Bei den Methylprotonen 

am Rand des Spektrums war dieser Effekt nicht zu beobachten. Durch eine abnehmende 

Dauer des Delays d19 wurde die Intensität der Signale kaum reduziert. 

Die excitation sculpting-NMR-Spektren, die mit einer Pulslänge p12 von 8 ms akquiriert 

wurden, zeigten zwar die intensivsten Signale in der Nähe der Wasserresonanz und nur eine 

geringe Reduktion der Intensität der Methylsignale, allerdings war auch ein starkes 

Durchschwingen der Basislinie im Bereich von 3.1 – 2.5 ppm zu beobachten. Wurde die 

Pulslänge auf 2 ms gesetzt, war die Intensität der Methylsignale, die am weitesten vom 

Wassersignal entfernt liegen, am größten. Allerdings zeigten diese Spektren eine deutliche 

Reduktion der Intensität der α-Protonen der Aminosäuren.  

Für die STD-NMR-Experimente wurde daher zur Wasserunterdrückung eine excita-

tion sculpting-Pulssequenz mit einer Pulslänge p12 von 4 ms gewählt, bei der die Methyl-

signale ungefähr die gleiche Intensität wie bei einer Pulslänge von 2 ms aufweisen. Um eine 

optimale Wasserunterdrückung zu erreichen, musste für jedes Experiment zusätzlich 

individuell die Pulsleistung sp1 bestimmt werden. Dies verhinderte eine Übersteuerung und 

damit eine stark verrauschte Basislinie der NMR-Spektren in der Nähe des Wassersignals. 

4.6.2 STDD-NMR-Experimente 

Für die Interaktionsstudien mittels STD-NMR-Spektroskopie wurde das Pulsprogramm 

stddiffesgp2d.th verwendet, welches eine excitation sculpting-Sequenz für die Wasserunter-

drückung enthält. Alle STD-NMR-Messungen wurden bei 285 K in 200 µL deuteriertem 

LUV-EDTA-NMR-Puffer (pH 7.4) durchgeführt. Die Sättigung des Rezeptors wurde durch 

eine Kaskade von Gaußpulsen über einen Zeitraum von 3 s mit einer Abschwächung der 

Pulsleistung von 45 dB erreicht. Die Anzahl der Scans betrug jeweils 2048, was zu einer 

Messzeit von ungefähr sechs Stunden je Probe führte.  

Auf die Anwendung eines T1ρ-Filters wurde verzichtet, da dies zu einer Verschlechterung 

des Signal-zu-Rausch-Verhältnisses führen kann.
[248]

 Die Unterdrückung von Proteinsignalen 

mit einem Spinlock-Filter ist bei der STDD-NMR-Technik in der Regel nicht notwendig, da 

alle unerwünschten Signale des makromolekularen Bindungspartners durch die Doppel-

differenzbildung eliminiert werden. 
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Um eine Degradation von zellulären Proteinen, also u. a. des CCR5-Corezeptors, weitest-

gehend zu verhindern, wurde die von B. Hünnefeld verwendete Menge an Proteaseinhibi-

torenmix verdoppelt.
[274]

 

Die Einstrahlpunkte von – 0.7 ppm (on resonance) und + 40 ppm (off resonance) wurden 

von B. Hünnefeld übernommen. Diese waren durch Experimente mit veränderten 

on resonance-Einstrahlpunkten für die STD-NMR-Messungen mit Liposomen und Peptiden 

optimiert worden. Bei einer on resonance-Einstrahlfrequenz von – 0.7 ppm war die 

Proteinsättigung noch zufriedenstellend (67 %) und die direkte Sättigung der Liganden 

möglichst gering.
[274]

 

Untersuchungen von C. Rademacher et al. zeigten, dass es zu einer Sättigung von virenähn-

lichen Partikeln noch in einem Bereich bis 100 ppm kommen kann.
[315]

 Der off resonance-

Einstrahlpunkt kann also deutlich tieffeldverschobener gewählt werden. Im Rahmen dieser 

Arbeit wurde allerdings auf eine Optimierung der Einstrahlfrequenzen verzichtet. 

4.6.2.1 Bestimmung der Bindungsepitope und der Dissoziationskonstanten 

der Peptide mit CCR5-Liposomen 

Mittels STD-NMR-Experimenten ist zum einen die Bestimmung eines Bindungsepitops 

möglich. Zum anderen kann über die Durchführung einer Titrationsreihe mit unterschied-

lichen Ligandüberschüssen, bezogen auf die Rezeptorkonzentration, die thermodynamische 

Dissoziationskonstante KD ermittelt werden. 

Die NMR-Messungen mit dem Peptid v3ct15 und den CCR5-tragenden Liposomen wurden 

mit einer Rezeptorkonzentration von 1.5 µM und einer maximalen Ligandkonzentration von 

667 µM durchgeführt. Der höchste Ligandüberschuss war 445-fach. Zunächst wurde eine 

STD-NMR-Messung mit einer ligandfreien Liposomenprobe durchgeführt, um die Parameter 

des Pulsprogramms für den selektiven 90°-Puls und den receiver gain sowie Pulslänge und 

Pulsleistung für die Wasserunterdrückung zu bestimmen. Diese Werte wurden für die gesamte 

Titrationsreihe beibehalten. Die STD-NMR-Spektren der ligandfreien Liposomenprobe 

zeigten STD-Signale, die auf zelleigene Prozesse zurückzuführen sind. Das Liposomen-STD-

NMR-Spektrum wurde jeweils von den STD-NMR-Spektren einer ligandhaltigen 

Liposomenprobe abgezogen. Die aus dieser Doppeldifferenzbildung erhaltenen STDD-NMR-

Spektren zeigten ausschließlich Ligandsignale, die aus einer Interaktion mit dem CCR5-

Rezeptor resultieren.  
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Um auszuschließen, dass STD-Signale des Peptids ohne Interaktion mit dem Rezeptor die 

eigentliche Messung verfälschen, wurde im Anschluss eine Artefakt-Messung mit einer 

liposomenfreien Peptidprobe durchgeführt. Durch die Analyse des erhaltenen STD-NMR-

Spektrums kann der Beitrag von STD-Signalen, die z. B. durch eine Aggregation des Peptids 

verursacht werden, ermittelt werden.  

Die Titrationsreihe zur Ermittlung der KD-Werte wurde als Kreuztitration durchgeführt. 

D. h., es wurde der ligandhaltigen und der ligandfreien Liposomenprobe je ein identisches 

Volumen entnommen und der jeweils anderen Probe zugeführt. Auf diese Weise wurden 

Proben des Peptids v3ct15 mit einem 445-, 346-, 197-, 148-, 98.7-, 49.4-, 24.7-, 9.9-, 4.7- und 

einem 2.4-fachen Ligandüberschuss erhalten. Die Rezeptorkonzentration war in jeder Probe 

einer Messreihe konstant. Dies hat den Vorteil, dass das STD-NMR-Spektrum der 

ligandfreien Liposomenlösung für die Doppeldifferenzbildung von jedem ligandhaltigen 

STD-NMR-Spektrum abgezogen werden konnte. 

Nach der Messung wurden die FIDs der on- und off resonance-Spektren durch den Befehl 

splitser getrennt erhalten. Die Phasen- und Basislinienkorrektur wurden identisch für das on- 

und off resonance-Spektrum automatisiert durchgeführt. Durch Subtraktion der beiden 

separierten und prozessierten Spektren wurde das STD-Spektrum generiert. Protonen, die sich 

während der Interaktion näher am Rezeptor befinden, erfahren eine größere Sättigung als 

weiter entfernte. Ihr Signal ist im on resonance-Spektrum stärker reduziert. Durch die 

Differenzbildung der on- und off resonance-Spektren korrelieren intensivere Signale im STD-

NMR-Spektrum mit einer größeren räumlichen Nähe zum Rezeptormolekül. 

Von jedem STD-NMR-Spektrum einer ligandhaltigen Probe wurde das STD-NMR-

Spektrum der reinen Liposomenlösung abgezogen, um das STDD-Spektrum zu generieren. 

Dieses ist somit um die Liposomenartefakte korrigiert und enthält ausschließlich Signale, die 

vom Liganden hervorgerufen werden (Abbildung 29).  

Besonders im Bereich der Aromatensignale (7.0 – 6.5 ppm) ist deutlich zu erkennen, dass 

die Signale nicht von den Liposomen stammten, da diese im Artefaktspektrum (Abbildung 29, 

Mitte) nicht auftraten. Auch im Bereich der α-Protonen in der Nähe des Wassersignals 

(~ 4.5 ppm) war der Ursprung der Signale eindeutig dem Liganden zuzuordnen.  

Das NMR-Signal bei etwa 3.5 ppm stammt von den verwendeten Puffersubstanzen TRIS 

und EDTA. 

Die Integration der off resonance- und der STDD-NMR-Spektren wurde seriell für alle 

NMR-Spektren einer Titrationsreihe durchgeführt. Das Verhältnis der Integrale des 
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off resonance- und des STDD-Spektrum gibt den absoluten STD-Effekt jedes einzelnen 

Protons in Prozent wieder.  

 

Abbildung 29: STD-NMR-Spektren und STDD-NMR-Spektrum des Peptids v3ct15. 

Oben: STD-Spektrum des Peptids v3ct15 (667 µM, 450-facher Überschuss) in der CCR5-Liposomenlösung 

(1.5 µM). Mitte: STD-Spektrum der ligandfreien CCR5-Liposomenlösung (1.5 µM). Unten: STDD-Spektrum 

des Peptids v3ct15 in der CCR5-Liposomenlösung, ermittelt aus der Differenz der beiden STD-Spektren. 

(LUV-EDTA-Puffer, 285 K, 700 MHz). Es ist deutlich zu erkennen, dass die Tyrosinsignale im 

STDD-Spektrum durch die Interaktion der Aminosäure mit dem Corezeptor hervorgerufen werden und nicht von 

den Liposomen stammen. 

Die Ligandartefakte (Abbildung 30) wurden anschließend manuell von den absoluten 

STD-Prozentwerten abgezogen. Es ist deutlich zu erkennen, dass nur ein geringer STD-Effekt 

des Peptids v3ct15 in Abwesenheit der CCR5-tragenden Liposomen hervorgerufen wird. Am 

auffälligsten sind die Signale bei etwa 0.6 ppm der Methylgruppen der drei Isoleucine an den 

Positionen 321, 322 und 325. Diese Resonanzen liegen in der Nähe der on resonance-

Einstrahlfrequenz und können somit einen schwachen Sättigungseffekt erfahren, ohne dass 

dieser auf ein Bindungsereignis mit dem Rezeptor zurückzuführen ist. Ein geringer STD-

Effekt des Liganden ist ebenfalls im Bereich der α–Protonen (4.5 – 3.5 ppm) sowie der 

aromatischen Protonen (7.0 – 6.5 ppm) zu erkennen. 
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Abbildung 30: STD-NMR-Spektren des Peptids v3ct15 zur Bestimmung der Ligandartefakte. 

Oben: STD-Spektrum des Peptids v3ct15 (667 µM, 450-facher Überschuss) in der CCR5-Liposomenlösung 

(1.5 µM). Mitte: STD-Spektrum des Peptids v3ct15 (667 µM). Unten: STDD-Spektrum des Peptids v3ct15 in 

der CCR5-Liposomenlösung, ermittelt wie in Abbildung 29: beschrieben. (LUV-EDTA-Puffer, 285 K, 

700 MHz). Es ist deutlich zu erkennen, dass das Peptid nur wenig Artefaktsignale zeigt. Die STD-Prozente der 

Artefaktsignale wurden manuell von den absoluten STD-Prozentwerten abgezogen. 

Das Bindungsepitop der Peptid-CCR5-Interaktion wurde aus der Messung mit einem 

200-fachen Ligandüberschuss (296 µM, v3ct15) erstellt. Dazu wurde der höchste Wert der 

absoluten STD-Prozente auf 100 % gesetzt und die übrigen Werte normiert, um die relativen 

STD-Prozente zu erhalten (Tabelle 11). Die vollständigen Daten der Messungen befinden sich 

im Anhang. 

Es konnte ein STD-Effekt beobachtet werden, der sich über das ganze Peptid v3ct15 

erstreckt. Nichtangegebene STD-Prozentwerte bedeuten also nicht, dass diese Protonen nicht 

an der Interaktion beteiligt sind. Einige STD-NMR-Signale sind mehreren Protonen 

zuzuordnen. Eine genaue Differenzierung konnte nicht vorgenommen werden. Daher sind in 

Tabelle 11 nur die Protonen angegeben, für die eine präzise Zuordnung gemacht werden 

konnte. Ausnahmen bilden hier die α-Protonen von Asp320 und Asp324. Der ermittelte STD-

Effekt resultiert wahrscheinlich aus einer Beteiligung von beiden Aminosäuren an der 

Interaktion. Das Gleiche gilt für die Protonen der Methylgruppen von Ile325. Es tragen 
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vermutlich beide Gruppen zu der Bindung an den Rezeptor bei. Die ermittelten STD-Prozent-

werte sind in diesen Fällen nicht als absolut zu betrachten, sondern dienen hier zu einer 

Abschätzung über einen Beitrag dieser Protonen zu der Wechselwirkung mit CCR5. Die 

Problematik, die bei der Akquisition zweidimensionaler STD-NMR-Spektren, welche eine 

Differenzierung überlagerter Signale ermöglichen, auftrat, wird weiter unten für die 

Untersuchungen des Peptids v3ct21 diskutiert. 

Die höchsten STD-Prozentwerte wurden für die ε-Protonen des aromatischen Tyr316 

erhalten. Aufgrund des geringen Signal-zu-Rausch-Verhältnisses sollten absolute 

STD-Prozentwerte, die kleiner als 0.5 % sind, mit Vorsicht betrachtet werden.  

Für die δ–Protonen von Tyr316 sowie die γ‘–Protonen von Ile325 konnten KD-Werte 

ermittelt werden, die in der gleichen Größenordnung lagen, wie die Werte von Tyr316 (Hε) 

und Gln327 (Hγ), die höhere STD-Prozentwerte aufweisen. Es kann daher davon 

ausgegangen werden, dass der beobachtete, wenn auch sehr geringe, STD-Effekt auf eine 

spezifische Wechselwirkung dieser Protonen mit dem CCR5-Rezeptor zurückzuführen ist. 

Tabelle 11: Absolute und relative STD-Prozente (cv3ct15 = 296 µM) sowie KD-Werte des 

Peptids v3ct15. 

Proton absolute STD-% relative STD-% KD-Wert 

Hε, Tyr316 1.6 % 100.0 % 194.3 µM 

Hγ, Gln327 1.3 % 79.6 % 813.7 µM 

Hα, Ala317 0.9 % 54.2 % 
 

Hα, Ile322 0.8 % 48.6 % 
 

Hδ, Tyr316 0.4 % 24.4 % 492.1 µM 

Hγ‘, Ile325 0.3 % 20.3 % 200.8 µM 

Hα, Asp320/Asp324 0.3 % 15.7 % 
 

Hγ/δ, Ile325 0.1 % 5.6 % 
 

Hβ, Ala317 0.05 % 1.5 % 
 

Abbildung 31 zeigt eine grafische Darstellung des Bindungsepitops des Peptids v3ct15 in 

Interaktion mit dem CCR5-Corezeptor. 

Wie bereits erwähnt, ist das Epitop der Interaktion von v3ct15 mit CCR5 nicht in einem 

bestimmten Bereich des Liganden lokalisiert, auch wenn höhere STD-Prozentwerte 

tendenziell im N-terminalen Bereich zu finden sind. Da aber z. B. Gln327 ebenfalls einen 

hohen STD-Prozentwert aufweist, scheint die Bindung an CCR5 ebenfalls durch einen 

Beitrag des C-terminalen Bereichs der Peptidsequenz verursacht zu werden. Für eine 

genauere Aussage durch die Zuordnung der nichtseparierten Signale ist die Akquisition von 
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2D-STD HSQC-NMR-Spektren notwendig. Im Rahmen dieser Arbeit gelang dies allerdings 

nicht (s. u.). 

 

Abbildung 31: Grafische Darstellung des STD-NMR-Epitops des Peptids v3ct15. 

Dargestellt sind die relativen STD-Prozente der jeweiligen Protonen des Peptids v3ct15 (296 µM, 200-facher 

Überschuss). Es sind nur die Protonen dargestellt, die mittels 1D-STD-NMR zugeordnet werden konnten. Die 

mit einem (*) gekennzeichneten Positionen konnten nicht eindeutig zugeordnet werden. Es konnte keine 

Differenzierung zwischen Hδ und Hγ der Isoleucine gemacht werden. 

Zur Bestimmung der thermodynamischen Dissoziationskonstante KD der einzelnen Protonen 

des Peptids v3ct15 wurden die absoluten STD-Prozente in STD-Amplifikationsfaktoren 

umgerechnet, indem die STD-Prozentwerte mit den entsprechenden Ligandüberschüssen 

multipliziert wurden. Hierbei bleiben einige Effekte, wie z. B. die Kinetik der Austausch-

reaktion, die Zeitkonstanten für die Sättigung sowie die T1-Relaxationszeiten für die 

betrachteten Protonen, unberücksichtigt. Da diese Parameter nicht bekannt sind, fließen sie 

nicht in die Kurvenverläufe mit ein.  

Die KD-Werte der einzelnen Ligandprotonen wurden durch Auftragung der STD-Amplifi-

kationsfaktoren gegen die Ligandkonzentrationen (Abbildung 32) und einer Anpassung der 

Sättigungskurve an das one site binding-Modell (Gleichung 3) ermittelt.  

In der Regel liegen die ermittelten KD-Werte der einzelnen Resonanzen eines Liganden 

innerhalb derselben Größenordnung. Der niedrigste Wert für KD mit dem größten 

STD-Prozentwert kann dabei als beste Näherung für die thermodynamische Dissoziations-

konstante KD des gesamten Liganden gesehen werden.
[316]
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Abbildung 32: Auftragung der STD-Amplifikationsfaktoren gegen die Konzentration des 

Peptids v3ct15. 

Rot markierte Datenpunkte lagen im Bereich für unspezifische Wechselwirkungen des Peptids mit dem Rezeptor 

und wurden bei der KD-Wert-Bestimmung nicht berücksichtigt. 

Die Kurvenverläufe belegen jeweils eine spezifische Interaktion des Peptids v3ct15 mit dem 

CCR5-Rezeptor. 

Abbildung 33 zeigt eine grafische Übersicht der ermittelten KD-Werte des Peptids v3ct15. 

Der niedrigste KD-Wert (194.3 µM) wurde für die ε-Protonen des Tyr316, der höchste 

(813.7 µM) für die γ-Protonen von Gln327 erhalten.  

 

Abbildung 33: Grafische Darstellung der KD-Werte des Peptids v3ct15. 

Die berechneten KD-Werte liegen zwischen 194 und 814 µM. Das Peptid v3ct15 bindet mit einer Dissoziations-

konstante von etwa 200 µM an den CCR5-Rezeptor. 

Die NMR-Messungen mit dem Peptid v3ct21 und CCR5-tragenden Liposomen wurden mit 

einer Rezeptorkonzentration von 0.5 µM und einer maximalen Ligandkonzentration von 

400 µM durchgeführt. Der höchste Ligandüberschuss war 800-fach. Die NMR-spektros-
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kopischen Parameter wurden anhand einer ligandfreien Liposomenprobe bestimmt und 

während der gesamten Titrationsreihe beibehalten. Artefakt-Signale des Peptids wurden im 

Anschluss durch eine Messung mit einer liposomenfreien Peptidprobe bestimmt. 

Mittels Kreuztitration wurden Proben mit einem 800-, 704-, 608-, 464-, 336-, 240-, 192-, 

144-, 96.0-, 48.2-, 9.5- und einem 4.8-fachen Ligandüberschuss erhalten. Die Prozessierung 

der Spektren erfolgte wie für das Peptid v3ct15 beschrieben. 

Die relativen STD-Prozentwerte für das Bindungsepitop der Interaktion von v3ct21 mit 

CCR5 wurden aus der Messung mit einem 608-fachen Ligandüberschuss (304 µM) ermittelt 

(Tabelle 12). Die vollständigen Daten der Messungen befinden sich im Anhang. 

Tabelle 12: Absolute und relative STD-Prozente (cv3ct21 = 304 µM) sowie KD-Werte des 

Peptids v3ct21. 

Proton absolute STD-% relative STD-% KD-Wert 

Hε, Tyr316 6.0% 100.0 % 191.8 µM 

Hα, Ala317 2.6% 43.5 % 574.7 µM 

Hβ, Gln327 2.5% 41.2 % 

 Hβ, Asp320 2.3% 37.6 % 

 Hβ, Ile325 1.8% 30.2 % 235.6 µM 

H4, His329 1.5% 25.8 % 551.7 µM 

Hξ, Phe315 1.4% 23.8 % 

 Hβ, Tyr316/Hβ, Phe315 1.4% 23.4 % 55.5 µM 

Hγ/δ, Ile321 1.3% 21.5 % 

 Hβ, His329 1.1% 18.8 % 

 Hγ‘, Ile321/Ile322 1.1% 17.7 % 245.8 µM 

Hδ, Arg326 1.0% 16.3 % 470.4 µM 

Hα, Tyr316 1.0% 16.1 % 

 Hα, Thr318 0.9% 14.3 % 

 Hδ, Arg313 0.6% 10.6 % 

 Hγ‘, Ile325 0.4% 7.3 % 

 Hα, Asp320/Asp324 0.3% 5.8 % 583.7 µM 

Hα, Gly312 0.3% 4.7 % 173.1 µM 

Hδ, Tyr316 0.1% 1.4 % 33.4 µM 

Hα, Ile322  

 

881.8 µM 

Hβ, Asp324  

 

877.3 µM 

Hβ, Ala314/Hγ, Thr318  

 

82.3 µM 

Wie für das Peptid v3ct15 konnten STD-aktive Protonen beobachtet werden, die über die 

gesamte Sequenz des Peptids v3ct21 verteilt vorlagen. In Tabelle 12 sind nur die Protonen 

angegeben, für die eine Zuordnung gemacht werden konnte. Ausnahmen bilden hier die 
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β-Protonen von Phe315 und Tyr316, die γ‘-Protonen von Ile321 und Ile322 sowie die 

α-Protonen von Asp320 und Asp324. Auch war eine Differenzierung zwischen Hβ von 

Ala314 und Hγ von Thr318 nicht möglich. Der ermittelte STD-Effekt resultiert wahrschein-

lich aus einer Beteiligung aller aufgelisteten Protonen an der Interaktion. Das Gleiche gilt für 

die Protonen der beiden Methylgruppen von Ile321. Es tragen vermutlich beide Gruppen zu 

der Bindung an den Rezeptor bei. Wie bereits oben erwähnt, dienen die angegeben STD-

Prozentwerte einer Abschätzung über einen Beitrag dieser Protonen zu der Wechselwirkung 

mit CCR5. 

Aufgrund des geringen Signal-zu-Rausch-Verhältnisses sollten absolute STD-Prozentwerte, 

die kleiner als 0.5 % sind, mit Vorsicht betrachtet werden. Das Signal-zu-Rausch-Verhältnis 

der STD-NMR-Spektren des Peptids v3ct21 war geringer als bei den Messungen mit dem 

Peptid v3ct15. Für die STD-NMR-Messungen mit dem Peptid v3ct21 konnte lediglich ein 

Drittel der Rezeptorkonzentration im Vergleich zu den Messungen mit Peptid v3ct15 

verwendet werden, da eine höhere Vesikelkonzentration zu einem Ausfallen der Liposomen 

aus der Lösung führte.  

Für die Protonen mit STD-Prozenten unter 0.5 % konnten zum Teil Werte für KD ermittelt 

werden, die im gleichen Bereich lagen wie die Werte der übrigen Protonen mit höheren 

STD-Prozenten. Es kann daher davon ausgegangen werden, dass der beobachtete STD-Effekt 

auf eine spezifische Wechselwirkung dieser Protonen mit dem CCR5-Rezeptor zurückzu-

führen ist. Für das α-Proton von Ile322, die β-Protonen von Asp324 sowie für ein Signal, das 

von Ala314 (Hβ) und von Thr318 (Hγ) stammt, konnten keine absoluten STD-Prozentwerte 

bei der Ligandkonzentration von 304 µM ermittelt werden. Daher erfolgt in Tabelle 12 hierzu 

keine Angabe.  

Abbildung 34 zeigt eine grafische Darstellung des Bindungsepitops der Wechselwirkung des 

Peptids v3ct21 mit dem CCR5-Corezeptor. 

Das Epitop des Peptids v3ct21 zeigt eine hohe Übereinstimmung mit dem Epitop von 

v3ct15. Der stärkste STD-Effekt wird durch die ε-Protonen von Tyr316 verursacht. Auch im 

Fall von v3ct21 ist die Interaktion mit CCR5 nicht auf einen bestimmten Bereich der 

Peptidsequenz beschränkt. 
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Abbildung 34: Grafische Darstellung des STD-NMR-Epitops des Peptids v3ct21. 

Dargestellt sind die relativen STD-Prozente der jeweiligen Protonen des Peptids v3ct21 (304 µM, 608-facher 

Überschuss). Es sind nur die Protonen dargestellt, die mittels 1D-STD-NMR zugeordnet werden konnten. Die 

mit einem (*) gekennzeichneten Positionen konnten nicht eindeutig zugeordnet werden. Es konnte keine 

Differenzierung zwischen Hδ und Hγ der Isoleucine gemacht werden. 

Anhand des Epitops lässt sich keine klare Aussage zum Einfluss des 
310

GPGRAF
315

-Motivs 

auf die Corezeptorbindung machen. Dieses Motiv scheint jedoch aufgrund der geringen 

STD-Prozentwerte bei der CCR5-Bindung nur eine untergeordnete Rolle zu spielen. 

Die ermittelten Werte der thermodynamischen Dissoziationskonstante KD lassen sich in zwei 

Gruppen unterteilen: KD-Werte größer (Abbildung 35) und KD-Werte kleiner als 500 µM 

(Abbildung 36).  

 

Abbildung 35: Auftragung der STD-Amplifikationsfaktoren gegen die Konzentration des 

Peptids v3ct21.  

Abgebildet sind die Kurven für die Protonen, die einen KD-Wert größer als 500 M aufweisen. Rot markierte 

Datenpunkte liegen im Bereich für unspezifische Wechselwirkungen des Peptids mit dem Rezeptor und wurden 

bei der KD-Wert-Bestimmung nicht berücksichtigt. Es konnte keine Unterscheidung zwischen den α-Protonen 

von Asp320 und Asp324 gemacht werden. 
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Die Kurvenverläufe belegen jeweils eine spezifische Interaktion des Peptids v3ct21 mit dem 

CCR5-Rezeptor. 

Protonen mit KD-Werten, die größer als 500 M sind, befinden sich überwiegend im 

C-terminalen Bereich des Peptids v3ct21 (Asp320 bis His328). Eine Ausnahme bilden hier 

die α–Protonen von Ala317, die einen KD-Wert von 574.7 µM aufweisen. Diese Aminosäure 

befindet sich ungefähr in der Mitte der Sequenz.  

Protonen mit KD-Werten, die kleiner als 500 µM sind, befinden sich überwiegend im 

N-terminalen Bereich des Peptids (Gly312 bis Ile322). Ausnahmen bilden hier die β–Protonen 

von Ile325 (235.6 M) und δ–Protonen von Arg326 (470.4 M) aus dem C-terminalen 

Bereich. 

 

Abbildung 36: Auftragung der STD-Amplifikationsfaktoren gegen die Konzentration des 

Peptids v3ct21.  

Abgebildet sind die Kurven für die Protonen, die einen KD-Wert kleiner als 500 M aufweisen. Rot markierte 

Datenpunkte lagen im Bereich für unspezifische Wechselwirkungen des Peptids mit dem Rezeptor und wurden 

bei der KD-Wert-Bestimmung nicht berücksichtigt. Es konnte keine Unterscheidung zwischen den β-Protonen 

von Phe315 und Tyr316 sowie von Ala314 und Thr318 bzw. den γ‘-Protonen von Ile321 und Ile322 gemacht 

werden. 

Die grafische Übersicht der ermittelten KD-Werte des Peptids v3ct21 (Abbildung 37) 

verdeutlicht die Verteilung dieser beiden Gruppen von Protonen auf unterschiedliche 

Bereiche des Peptids v3ct21. 
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Abbildung 37: Grafische Darstellung der KD-Werte des Peptids v3ct21. 

Die berechneten KD-Werte liegen zwischen 33 und 882 µM. Die mit einem (*) gekennzeichneten Positionen 

konnten nicht eindeutig zugeordnet werden. Das Peptid v3ct21 bindet mit einer ähnlichen Dissoziations-

konstante wie das Peptid v3ct15 an den CCR5-Rezeptor (~ 200 µM). Die ermittelten KD-Werte lassen sich in 

Werte größer und in Werte kleiner als 500 µM unterteilen. Protonen mit KD-Werten größer als 500 µM befinden 

sich überwiegend im C-terminalen, Protonen mit KD-Werten kleiner als 500 µM überwiegend im N-terminalen 

Bereich des Peptids v3ct21. 

Widersprüche zwischen hohen STD-Prozentwerten, die für eine signifikante Beteiligung 

dieser Protonen an der Bindung sprechen, und dazu ermittelten relativ hohen KD-Werten wie 

im Fall von Ala317 ergeben sich daraus, dass für die Epitop-Erstellung eine Konzentrations-

abhängigkeit der beteiligten Protonen unberücksichtigt blieb. Für einen detaillierteren 

Einblick wären die Erstellung und ein Vergleich von Bindungsepitopen bei unterschiedlichen 

Ligandkonzentrationen notwendig. Es wurde bei der Erstellung der Epitope der beiden 

Peptide darauf geachtet, dass eine Ligandkonzentration gewählt wurde, die unterhalb des 

Konzentrationsbereichs unspezifischer Bindungsereignisse liegt. Dieser Bereich konnte 

anhand der mathematischen Anpassung bei der KD-Wert-Berechnung ermittelt werden. Es 

sollten daher immer parallel das Bindungsepitop und eine Kartierung der KD-Werte betrachtet 

werden. 

Die Differenzierung in Protonengruppen mit unterschiedlichen KD-Werten innerhalb  unter-

schiedlicher Bereiche des Peptids deutet auf einen Bindungsmodus hin, der nicht einem 1:1-

Bindungsmodell entspricht. Trotz dieser Vermutung konnte eine mathematische Anpassung 

an das one site binding-Modell durchgeführt werden. Die Untersuchung anderer Bindungs-

modelle brachte keine besseren Ergebnisse. Es ist zu vermuten, dass es sich um einen 

Bindungsmodus handelt, der sich mit bekannten Modellen nicht hinreichend beschreiben 

lässt. 

Durch einen Vergleich der Bindungsepitope sowie der Dissoziationskonstanten der Peptide 

v3ct15 und v3ct21 ist generell zu sagen, dass das Tyr316 jeweils die höchsten STD-Prozent-

werte sowie niedrige KD-Werte im Bereich von 200 µM aufweist. Dies deutet auf einen 

entscheidenden Beitrag dieser Aminosäure an der Peptid-CCR5-Interaktion hin. Des Weiteren 
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zeigten sowohl Ala317 als auch Gln327 hohe STD-Prozentwerte. Die KD-Werte beider 

Aminosäuren sind jedoch deutlich größer (574.7 µM bzw. 813.7 µM) als die von Tyr316. 

KD-Werte des Peptids v3ct21, die unterhalb von 200 µM liegen, stammen von Aminosäuren 

mit sehr niedrigen STD-Prozentwerten bzw. von Protonen, die nicht eindeutig zugeordnet 

werden konnten. Daher kann festgehalten werden, dass beide Peptide mit dem 

CCR5-Corezeptor mit einem KD-Wert von etwa 200 µM interagieren. Der Bindungsmodus 

scheint ähnlich zu sein, da sich die KD-Werte der beiden Verbindungen in Werte kleiner und 

Werte größer 500 µM einteilen lassen. Für das Peptid v3ct15 konnten allerdings deutlich 

weniger KD-Werte ermittelt werden. 

Um die Protonen, die aufgrund von Überlagerungen im 1D-STD-NMR-Spektrum nicht 

differenziert werden konnten, zuordnen zu können, wurden 2D-STD HSQC-NMR-Spektren 

akquiriert. Zunächst wurde ein 1D-HSQC-NMR-Spektrum (hsqcedetgpsisp.2) des Peptids 

v3ct21 aufgenommen, um eine geeignete Ligandkonzentration für die weniger sensitiven 

2D-NMR-Messungen zu ermitteln.  

Es zeigte sich, dass eine Konzentration des Peptids v3ct21 von 304 µM, wie sie für die 

Erstellung des Epitops verwendet wurde, nicht ausreichend war. Die Konzentration wurde 

daher verdoppelt. Auch mit dieser Konzentration gelang die Akquisition eines HSQC-NMR-

Spektrums nicht. Ein weiteres Problem war, dass bei einer Peptidkonzentration von 608 µM 

und einer Rezeptorkonzentration von 1.0 µM eine sofortige Aggregatbildung der Liposomen 

zu beobachten war. Dies kann darauf zurückzuführen sein, dass die höher gewählte Rezeptor-

konzentration bei gleichbleibendem Ligandüberschuss (608-fach) sowie gleichbleibendem 

Probenvolumen eine stärkere Interaktion der Vesikel untereinander begünstigte.  

Die Aufnahme eines zweidimensionalen STD-NMR-Experimentes zur Ergänzung des 

obigen Bindungsepitops des Peptids v3ct21 gelang auf diesem Weg nicht. Es bleibt zu klären, 

ob eine höhere Peptidkonzentration als 608 µM eingesetzt werden kann, wobei ein geringerer 

Ligandüberschuss gewählt werden sollte, um die Wechselwirkungen der Vesikel unter-

einander zu minimieren.  

4.6.2.2 Negativkontrolle des Peptids v3ct21 mit Parentalliposomen 

Zum Nachweis der spezifischen Interaktion von V3-Peptiden mit CCR5-tragenden 

Liposomen wurde eine Negativkontrolle mit Parentalliposomen durchgeführt. Die Parental-

liposomen tragen keinen CCR5-Rezeptor auf ihrer Oberfläche.  
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Die NMR-Messungen mit dem Peptid v3ct21 und Parentalliposomen wurden mit einer 

Liposomenkonzentration durchgeführt, die bei Anwesenheit des Rezeptors einer CCR5-

Konzentration von 0.5 µM entsprechen würde. Die maximale Ligandkonzentration betrug 

333 µM. Die NMR-spektroskopischen Parameter wurden anhand einer ligandfreien Parental-

liposomenprobe bestimmt und während der gesamten Titrationsreihe beibehalten. Artefakt-

Signale des Peptids wurden im Anschluss durch eine Messung mit einer liposomenfreien 

Peptidprobe bestimmt. 

Mittels Kreuztitration wurden Proben mit Ligandkonzentrationen durchgeführt, die einem 

666-, 522-, 424-, 338-, 242-, 193-, 145-, 96.8-, 48.2-, 24.2-, 9.7- und einem 4.9-fachen 

Ligandüberschuss entsprechen würden. 

Im STDD-NMR-Spektrum (Abbildung 38) sind sowohl negative Signale als auch schwache 

positive Signale zu erkennen.  

 

Abbildung 38: STD-NMR-Spektren des Peptids v3ct21. 

Oben: STD-Spektrum des Peptids v3ct21 (333 µM) in der Parentalliposomenlösung. Mitte: STD-Spektrum der 

ligandfreien Parentalliposomenlösung. Unten: STDD-Spektrum des Peptids v3ct21 in der Parentalliposomen-

lösung, ermittelt aus der Differenz der beiden STD-Spektren. (LUV-EDTA-Puffer, 285 K, 700 MHz). Es sind 

negative Signale sowie schwache positive Signale im STDD-Spektrum zu erkennen. Die negativen Signale 

deuten auf eine unspezifische Wechselwirkung des Peptids v3ct21 mit den Parentalliposomen hin.  

Die negativen Signale befinden sich im Bereich der α–Protonen bei etwa 3.1 ppm sowie im 

Bereich der aromatischen Protonen (8.0 – 7.2 ppm). Ein Vergleich mit einem 
1
H-NMR-
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Spektrum des Peptids v3ct21 zeigte, dass sich die negativen Signale ausnahmslos Resonanzen 

der Parentalliposomen zuordnen lassen. 

Die Intensität der negativen Signale nimmt mit steigender Ligandkonzentration ab 

(Abbildung 39). 

 

Abbildung 39: STD-NMR-Spektren des Peptids v3ct21. 

Oben: STD-Spektrum der ligandfreien Parentalliposomenlösung. Darunter: STDD-Spektren mit unterschied-

lichen Konzentrationen des Peptids v3ct21 in der Parentalliposomenlösung (LUV-EDTA-Puffer, 285 K, 

700 MHz). Mit zunehmender Peptidkonzentration werden intensivere STD-NMR-Signale des Peptids erhalten, 

die auf eine unspezifische Wechselwirkung mit den Parentalliposomen zurückzuführen sind. Die negativen 

Signale, deren Intensität mit steigender Ligandkonzentration abnimmt, werden durch die Interaktion von 

Membranfragmenten mit den Parentalliposomen hervorgerufen. Diese Interaktion konkurriert mit der Peptid-

Liposomen-Wechselwirkung. Es wurden keine Hinweise auf eine spezifische Interaktion des Peptids v3ct21 mit 

den Parentalliposomen erhalten. 

Dies lässt sich durch das Vorliegen von Membranfragmenten in der Liposomensuspension 

erklären. Die vorhandenen Membranfragmente wechselwirken unspezifisch mit den Parental-

liposomen und verhindern somit eine Interaktion der Vesikel mit dem Peptid. Dieser Effekt ist 

umso ausgeprägter je weniger Peptid vorhanden ist. Es können dann weniger Ligandmoleküle 

mit den Membranfragmenten um die Interaktion mit dem Liposomen konkurrieren. Ein 

höherer Ligandüberschuss verringert den Effekt der Fragment-Liposomen-Wechselwirkung. 
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Die positiven Signale im Bereich der α–Protonen (4.5 – 3.5 ppm) sowie der aromatischen 

Protonen (7.0 – 6.5 ppm) sind erst bei höheren Ligandüberschüssen zu beobachten und lassen 

sich mathematisch an kein Bindungsmodell anpassen. Dies deutet auf eine unspezifische 

Wechselwirkung der Parentalliposomen mit dem Peptid v3ct21 hin.  

Die STD-NMR Signale des Peptids v3ct21 in Interaktion mit CCR5-tragenden Liposomen 

(Kapitel 4.6.2.1) werden somit von einer spezifischen Interaktion hervorgerufen. 

4.6.2.3 STD-NMR-Experimente der Peptide v3o und v3og mit CCR5-Liposomen 

Die NMR-Messungen mit dem Peptid v3o und CCR5-tragenden Liposomen wurden mit 

einer Rezeptorkonzentration von 0.15 µM und einer maximalen Ligandkonzentration von 

133 µM durchgeführt. Der höchste Ligandüberschuss war 864-fach. Die Rezeptor-

konzentration war zunächst höher gewählt (0.5 µM) worden. Allerdings wurde bei Zugabe 

eines 864-fachen Ligandüberschusses eine sofortige Aggregation der Liposomen beobachtet. 

Um dennoch NMR-Experimente mit hohen Ligandüberschüssen durchführen zu können, 

wurde die Rezeptorkonzentration reduziert. Die NMR-spektroskopischen Parameter wurden 

anhand einer ligandfreien Liposomenprobe bestimmt und während der gesamten 

Titrationsreihe beibehalten. Artefakt-Signale des Peptids wurden im Anschluss durch eine 

Messung mit einer liposomenfreien Peptidprobe bestimmt. 

Mittels Kreuztitration wurden Proben mit einem 864-, 721-, 525-, 341-, 244-, 146-, 97.4-, 

48.7-, 24.4-, 9.7- und einem 4.8-fachen Ligandüberschuss erhalten. 

Es sind lediglich sehr schwache STD-NMR-Signale des Peptids v3o zu beobachten 

(Abbildung 40). Dies kann zum einen durch die sehr niedrige Konzentration der 

Bindungspartner verursacht werden. Zum anderen ist zu vermuten, dass eine stark reduzierte 

Bindungskinetik vorliegt, welche ungünstig für STD-NMR-Messungen ist.  
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Abbildung 40: STD-NMR-Spektren des Peptids v3o. 

Oben: STD-Spektrum des Peptids v3o (111 µM, 721-facher Überschuss) in der Liposomenlösung (0.15 µM). 

Mitte: STD-Spektrum der ligandfreien Liposomenlösung (0.15 µM). Unten: STDD-Spektrum des Peptids v3o in 

der Liposomenlösung, ermittelt aus der Differenz der beiden STD-Spektren. (LUV-EDTA-Puffer, 285 K, 

700 MHz). Das Signal-Rausch-Verhältnis war aufgrund der niedrigen Konzentrationen zu gering, um eine 

Aussage bezüglich der vom Peptid v3o stammenden STD-NMR-Signalen machen zu können.  

Evtl. liegt im Fall von v3o eine zu langsame on rate des Liganden vor, die eine ausreichende 

Übertragung des STD-Effekts auf das lineare Peptid v3o verhindert. Mittels SPR-

Experimenten konnte gezeigt werden, dass cyclische V3-Peptide eine deutlich gesteigerte 

Assoziationsrate im Vergleich zu linearen Peptiden aufweisen.
[130]

 Dies ist vermutlich darauf 

zurückzuführen, dass die cyclischen Peptide eine für die CCR5-Bindung besonders günstige 

Konformation einnehmen.  

Es konnte zudem das Auftreten negativer Signale der Liposomen beobachtet werden, deren 

Intensität mit zunehmender Ligandkonzentration zunächst ansteigt und ab einer Ligand-

konzentration von etwa 22.5 µM (146-facher Überschuss) stagniert (Abbildung 41). Dieser 

Effekt kann ähnlich wie bei dem Peptid v3ct21 in Interaktion mit den Parentalliposomen 

durch eine Wechselwirkung der Vesikel mit Membranfragmenten erklärt werden.  

In diesem Fall scheint eine zunehmende Peptidkonzentration allerdings dazu zu führen, dass 

die Liposomen durch gebundene Peptidmoleküle von einer unspezifischen Wechselwirkung 
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mit Membranfragmenten abgeschirmt werden. Die Interaktion des Peptids mit den CCR5-

Liposomen bildet somit eine Barriere, die die Bindung von Membranfragmenten verhindert.  

 

Abbildung 41: STD-NMR-Spektren des Peptids v3o. 

Oben: STD-Spektrum der ligandfreien Liposomenlösung (0.15 µM). Darunter: STDD-Spektren mit unterschied-

lichen Konzentrationen des Peptids v3o in der Liposomenlösung (LUV-EDTA-Puffer, 285 K, 700 MHz). Es 

konnte das Auftreten negativer Signale beobachtet werden, deren Intensität zunächst zunimmt und ab einer 

Ligandkonzentration von etwa 22.5 µM stagniert. Dies deutet darauf hin, dass das Peptid v3o die CCR5-

Liposomen von einer Interaktion mit Membranfragmenten abschirmt. 

Es konnten weder ein Bindungsepitop noch KD-Werte der Interaktion des Peptids v3o mit 

dem Corezeptor CCR5 bestimmt werden. 

Die NMR-Messungen mit dem Peptid v3og und CCR5-tragenden Liposomen wurden mit 

einer Rezeptorkonzentration von 0.1 µM und einer maximalen Ligandkonzentration von 

75 µM durchgeführt. Der höchste Ligandüberschuss war 750-fach. Die Rezeptorkonzentration 

war zunächst höher gewählt (0.5 µM) worden. Allerdings wurde bei Zugabe eines 750-fachen 

Ligandüberschusses eine sofortige Aggregation der Liposomen beobachtet. Um dennoch 

NMR-Experimente mit hohen Ligandüberschüssen durchführen zu können, wurde die 

Rezeptorkonzentration reduziert. Die NMR-spektroskopischen Parameter wurden anhand 
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einer ligandfreien Liposomenprobe bestimmt und während der gesamten Titrationsreihe 

beibehalten. Artefakt-Signale des Peptids wurden im Anschluss durch eine Messung mit einer 

liposomenfreien Peptidprobe bestimmt. 

Mittels Kreuztitration wurden Proben mit einem 750-, 704-, 92.4-, 46.3-, 23.2-, 9.3- und 

einem 4.7-fachen Ligandüberschuss erhalten. Da in den STDD-NMR-Spektren bei hohen 

Ligandüberschüssen keine STD-NMR-Signale des Liganden zu beobachten waren, wurde die 

Kreuztitration abgebrochen und somit keine Messungen mit mittleren Ligandüberschüssen 

durchgeführt.  

Im Fall des Peptids v3og kann ebenfalls eine sehr langsame Bindungskinetik zu einer 

erschwerten Detektion von STD-NMR-Signalen des Liganden führen. Auch das Glycopeptid 

v3og weist evtl. eine zu langsame on rate des Liganden auf, die keine ausreichende 

Übertragung des STD-Effekts auf den Liganden ermöglicht. 

Es konnte erneut das Auftreten negativer Signale der Liposomen beobachtet werden. Die 

Intensität dieser Signale steigt zunächst mit zunehmender Ligandkonzentration an und nimmt 

bei höheren Ligandüberschüssen (70.4 µM und 75 µM) wieder ab. Dieser Effekt ist ähnlich 

zu den beim Peptid v3o gemachten Beobachtungen. Auch im Fall des Glycopeptids v3og 

scheint eine steigende Peptidkonzentration dazu zu führen, dass die Liposomen von einer 

unspezifischen Wechselwirkung mit Membranfragmenten abgeschirmt werden. Die 

Interaktion von v3og mit den CCR5-Liposomen bildet somit eine Blockierung gegen die 

Bindung von Membranfragmenten.  

Es konnten weder ein Bindungsepitop noch KD-Werte der Interaktion des Glycopeptids v3og 

mit dem Corezeptor CCR5 bestimmt werden. 

Um STD-NMR-Studien mit der gesamten V3-Sequenz durchführen zu können, sollten 

zukünftige Messungen mit einer höheren Rezeptorkonzentration in Kombination mit 

geringeren Ligandüberschüssen getestet werden. Dies kann eine höhere Empfindlichkeit unter 

Vermeidung der Ausbildung von Liposomenaggregaten gewährleisten.  

Es ist zu vermuten, dass STD-NMR-Untersuchungen mit cyclisierten V3-Peptiden erfolg-

versprechend sind. Die cyclisierten Peptide sollten durch eine optimale Konformation eine 

gesteigerte on rate gegenüber den offenkettigen Verbindungen aufweisen und so eine 

Übertragung des STD-Effekts auf die Liganden in ausreichendem Maße ermöglichen.  

Eine generelle Diskussion der Ergebnisse der STD-NMR-Untersuchungen befindet sich in 

Kapitel 4.8. 
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4.7 SPR-Bindungsstudien  

Ergänzend zu den Bindungsstudien mittels STD-NMR wurden die dargestellten Peptide und 

Glycopeptide mittels SPR-Experimente auf ihre Bindungsaffinität zu CCR5-überexpri-

mierenden HOS-Zellen untersucht. Die peptidischen Verbindungen wurden jeweils auf einem 

CMD 50-Sensorchip immobilisiert. Diese tragen auf ihrer Goldoberfläche eine carboxymethy-

lierte Dextranschicht mit einer Dicke von 50 nm, was den Zellen eine ausreichende 

Passierbarkeit innerhalb der Flusszellen (Höhe: 100 µm) gewährleisten sollte.  

Die HOS-Zellen wurden in Form unterschiedlich konzentrierter Suspensionen an den 

Liganden vorbeigeleitet. Dies ermöglicht die Verfolgung des Bindungsereignisses unter 

annähernd physiologischen Bedingungen in Echtzeit. Alle SPR-Experimente wurden bei 

25 °C mit PBS-Puffer als Laufmittel durchgeführt. Es wurden ausschließlich frisch geerntete 

Zellen für die SPR-Messungen verwendet, um Einflüsse von DMSO-Rückständen des 

Einfriermediums auf die Änderung des Brechungsindex des Laufmittels auszuschließen. Der 

Anteil vitaler Zellen betrug mindestens 95 %. 

Die Peptide wurden unter Standardbedingungen über den N-Terminus mittels Amid-

kupplung auf den Sensorchips immobilisiert. Nichtumgesetzte aktivierte Carboxylgruppen der 

funktionalisierten Dextranschicht wurden blockiert, um unspezifische Interaktionen der Zellen 

zu minimieren. Die Referenzflusszelle wurde aktiviert und blockiert, so dass Bindungs-

ereignisse, die auf unspezifische Wechselwirkungen zurückzuführen sind, von den 

eigentlichen Messkurven abgezogen werden konnten. Injektionen von reinem Laufpuffer 

ergaben eine zu vernachlässigende Signalantwort von weniger als 3 RU, so dass dieser 

Einfluss in den Differenzsensorgrammen nicht berücksichtigt wurde. 

Alle Messungen wurden über einen Zeitraum von zwölf Minuten bei einer Flussrate von 

15 µL/min durchgeführt. Es wurden Zellkonzentrationen von 36, 360, 900, 1800 und 

3600 Zellen/µL untersucht, was Rezeptorkonzentrationen von 0.6 nM bis 59.8 nM entspricht. 

Hierfür wurde wiederum von einer Rezeptordichte von 10
7
 Rezeptoren/Zelle ausgegangen, 

um eine Vergleichbarkeit mit früheren Studien zu ermöglichen. Vorangegangene SPR-

Untersuchungen von V3-Peptiden mit CCR5-überexprimierenden HOS-Zellen zeigten, dass 

es von Vorteil ist, die Messungen zunächst mit aufsteigenden Zellkonzentrationen 

durchzuführen und bei späteren Messungen die Konzentrationen zufällig zu wählen. Dies 

gewährleistet eine Reproduzierbarkeit der Ergebnisse auch nach häufigen Injektionen.
[317]

 Die 

Reproduzierbarkeit der Messergebnisse wurde durch eine Mehrfachbestimmung jeder 
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Konzentration der Zellsuspensionen gezeigt. Die Daten aller Messungen befinden sich im 

Anhang. 

Die Sensorgramme des Glycopeptids v3cong sind in Abbildung 42 gezeigt. Bei einer 

Belegung von 185 fmol lagen die maximalen RU-Werte der Messungen etwa im Bereich 

zwischen 155 und 400 RU.  

 

Abbildung 42: Differenzsensorgramme des offenkettigen V3-Glycopeptids v3cong in Kontakt 

mit CCR5-überexprimierenden HOS-Zellen.  

In vorangegangenen Studien wurden für ein analoges unglycosyliertes Peptid bei einer 

vergleichbaren Belegung (176 fmol) maximale RU-Antworten von etwa 180 RU erhalten. Ein 

verstärkender Einfluss der Glycosyleinheit auf die Wechselwirkung mit dem Corezeptor 

CCR5 ist daher zu vermuten.
[318]

 

Die Sensorgramme des Peptids v3ct15 sind in Abbildung 43 gezeigt. Bei einer Belegung von 

272 fmol lagen die maximalen RU-Werte der Messungen etwa im Bereich zwischen 40 und 

420 RU.  
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Abbildung 43: Differenzsensorgramme des offenkettigen V3-Peptids v3ct15 in Kontakt mit 

CCR5-überexprimierenden HOS-Zellen.  

Die Sensorgramme des Peptids v3ct21 sind in Abbildung 44 gezeigt. Bei einer Belegung von 

981 fmol lagen die maximalen RU-Werte der Messungen etwa im Bereich zwischen 70 und 

380 RU.  

 

Abbildung 44: Differenzsensorgramme des offenkettigen V3-Peptids v3ct21 in Kontakt mit 

CCR5-überexprimierenden HOS-Zellen.  

Durch die sehr unterschiedliche Belegung der Messchips mit den Peptiden v3ct15 und 

v3ct21 ist ein Vergleich der erhaltenen Signalantworten an dieser Stelle nicht sinnvoll.  
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Die Sensorgramme des Peptids v3o sind in Abbildung 45 gezeigt. Bei einer Belegung von 

128 fmol lagen die maximalen RU-Werte der Messungen im Bereich zwischen 40 und 

130 RU.  

 

Abbildung 45: Differenzsensorgramme des offenkettigen V3-Peptids v3o in Kontakt mit CCR5-

überexprimierenden HOS-Zellen.  

Die Sensorgramme des Glycopeptids v3og sind in Abbildung 46 gezeigt. Bei einer Belegung 

von 115 fmol lagen die maximalen RU-Werte der Messungen im Bereich zwischen 80 und 

325 RU.  

Diese Sensorgramme des Glycopeptids v3og in Interaktion mit dem Corezeptor CCR5 lassen 

sich durch die ähnliche Belegung gut mit der Messung des entsprechenden unglycosylierten 

Peptids v3o vergleichen. Es wurden deutlich höhere Signalantworten bei der Untersuchung 

des Glycopeptids erhalten, was einen Hinweis auf eine signifikante Beteiligung der 

Glycosylstruktur an der Interaktion gibt. 
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Abbildung 46: Differenzsensorgramme des offenkettigen V3-Glycopeptids v3og in Kontakt mit 

CCR5-überexprimierenden HOS-Zellen.  

Alle Bindungskurven gehen nach einem anfänglichen Anstieg nach der Injektion in eine 

Sättigung über. Nach dem Ende der Injektionen wurde mindestens zwei Minuten gewartet, 

wobei jeweils nur eine geringe Dissoziation zu beobachten war. Danach wurde eine 

vollständige Dissoziation der Zellen von der Chipoberfläche in Abhängigkeit von der 

Zellkonzentration durch ein- bis vierminütige Regenerationspulse mit SDS (1.7 mM) herbei-

geführt.  

Um die Spezifität der Interaktion der Peptide an den CCR5-Rezeptor nachzuweisen, wurden 

repräsentativ für alle dargestellten Verbindungen SPR-Experimente des Glycopeptids v3og 

mit Parentalzellen durchgeführt, die keinen Rezeptor trugen. Es wurde hierfür derselbe 

Messchip verwendet wie bei der zuvor beschriebenen Messung mit CCR5-tragenden Zellen. 

Die Sensorgramme dieser Messungen sind in Abbildung 47 gezeigt. Die maximalen 

Signalantworten lagen alle unter 50 RU.  

Vergleicht man die Sensorgramme mit den Sensorgrammen der Messungen des 

Glycopeptids v3og mit CCR5-überxprimierenden HOS-Zellen (Abbildung 46), ist eindeutig 

die deutlich geringere Affinität der rezeptorfreien Parentalzellen zu erkennen. Es konnte keine 

Konzentrationsabhängigkeit der Interaktion festgestellt werden. Es wird daher davon 

ausgegangen, dass es sich bei den Untersuchungen mit CCR5-tragenden Zellen um 

rezeptorspezifische Bindungsereignisse mit den V3-Peptiden handelt.  
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Abbildung 47: Differenzsensorgramme des offenkettigen V3-Glycopeptids v3og in Kontakt mit 

HOS-Parentalzellen.  

Obwohl es sich bei den Zellen mit einem Durchmesser von etwa 15 - 20 µm um 

Bindungspartner mit einer großen Masse handelt, die hohe Signalantworten erwarten lassen, 

wurden lediglich maximale RU-Antworten von etwa 400 RU beobachtet. Hierbei spielen zwei 

Faktoren eine Rolle. Zum einen werden die Zellen aufgrund ihrer Größe vom evaneszierenden 

Feld nicht erreicht und können somit nicht zu einer Massenzunahme in der Nähe der 

Chipoberfläche beitragen. Zum anderen befindet sich der Großteil der immobilisierten Peptide 

innerhalb der Dextranmatrix und steht daher für ein Bindungsereignis mit den Zellen nicht zur 

Verfügung.  

Die Immobilisierung der einzelnen Peptide gelang nicht gleichmäßig. Daher wurden die 

RU-Werte der Belegung auf 100 fmol normiert, um eine Vergleichbarkeit der Messwerte zu 

vereinfachen. Alle ermittelten RU-Werte kurz vor Ende der Zellinjektionen wurden ebenfalls 

entsprechend normiert. 

Die Rezeptorzahl auf der Zelloberfläche wurde nicht genau bestimmt und variiert zudem von 

Zelle zu Zelle.
[293]

 Daher war die genaue Bestimmung von KD-Werten nicht möglich. Die 

ermittelten KD-Werte basieren auf einer Rezeptorkonzentration von 10
7
 Rezeptoren/Zelle und 

sind daher nicht als absolut zu betrachten, sondern dienen an dieser Stelle einer Abschätzung 

der Werte untereinander.  

Alle Peptide zeigten eine Konzentrationsabhängigkeit der Interaktion mit CCR5-tragenden 

HOS-Zellen. Daher wurde eine mathematischen Anpassung an das one site binding-Modell 
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(Gleichung 5, Kapitel 2.4) durchgeführt. Die Auftragung der normierten Gleichgewichtswerte 

der einzelnen Messkurven gegen die angenommene Rezeptorkonzentration ist in 

Abbildung 48 dargestellt. 

 

Abbildung 48: Übersicht über die Bindungsaffinitäten der Peptide in Interaktion mit CCR5-

überexprimierenden HOS-Zellen. 

Es ist eine eindeutige Konzentrationsabhängigkeit der Interaktion der Peptide und Glycopeptide mit CCR5-über-

exprimierenden HOS-Zellen zu erkennen. Den Anpassungskurven liegt das one site binding-Modell zugrunde 

(RU = (RUmax · cZellen)/(K + cZellen)). Die gemessenen RU-Werte wurden auf 100 fmol Belegung normiert, da die 

Belegung der Sensorchips mit den Peptiden ungleichmäßig gelang. 

Die ermittelten KD-Werte sowie die berechneten Werte für RUmax bei unendlich hoher 

Rezeptorkonzentration sind in Tabelle 13 aufgeführt. Die Kurvenverläufe lassen sich für alle 

Peptide gut an das one site binding-Modell anpassen. Dennoch deuten die Messpunkte der 

glycosylierten Peptide v3cong und v3og darauf hin, dass die Bindung bei Konzentrationen 

größer als 15 nM evtl. mit einer anderen Kinetik verläuft als bei niedrigeren Konzentrationen. 

Dies wurde jedoch nicht näher untersucht, da die berechneten KD-Werte aufgrund der 

geringen Dissoziationsrate der Zellen nur eine grobe Näherung bieten. 
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Tabelle 13: Werte für RUmax und KD-Werte bei unendlich hoher Rezeptorkonzentration 

ermittelt per SPR-Analyse. 

Peptid RUmax KD [nM] 

v3og 311.7 ± 37.6 7.5 ± 3.3 

v3cong 228.0 ± 10.6 6.2 ± 1.2 

v3ct15 155.2 ± 3.8 4.7 ± 0.5 

v3o 111.8 ± 20.8 8.4 ± 5.5 

v3ct21 37.4 ± 1.9 3.9 ± 1.0 

Die Affinität der Peptide konnte anhand der normierten RUmax-Werte bestimmt werden. Die 

beiden glycosylierten Peptide zeigten die höchste Affinität gegenüber CCR5. Dabei wies das 

Glycopeptid v3og, welches die gesamte Sequenz des V3-Loops umfasst, eine nochmals 

gesteigerte Affinität gegenüber dem kürzeren Glycopeptid v3cong auf. Die beiden Peptide 

v3ct15 und v3ct21 aus dem C-terminalen Bereich des V3-Loops weisen die niedrigsten 

KD-Werte auf. 

Die KD-Werte der SPR-Messungen liegen alle im niedrigen nM-Bereich und damit um etwa 

den Faktor 10
5
 niedriger als die KD-Werte der STD-NMR-Messungen (Kapitel 4.6.2). 

Aufgrund dieser Diskrepanz ist anzunehmen, dass es im Verlauf der SPR-Messungen zu 

Rückbindungseffekten auf der hochbelegten Chipoberfläche kommt und die eigentliche 

Dissoziationsrate deutlich höher liegt.
[289]

 Ein weiterer Faktor, der zu den berechneten 

niedrigen Bindungskonstanten führen kann, ist, dass die Interaktion der Zellen mit den 

Peptiden vermutlich nicht einem 1:1-Modell entspricht, sondern eine Zelle mit mehreren 

Rezeptoren an die immobilisierten Peptide bindet. Es ist also eher von einer multivalenten 

Bindung auszugehen. Aufgrund dieser Hypothese wurde eine mathematische Anpassung an 

unterschiedliche Bindungsmodelle realisiert, was jedoch keine eindeutigeren Ergebnisse 

erbrachte. Die Interaktion der V3-Peptide mit CCR5-überexprimierenden Zellen verläuft 

anscheinend über einen Bindungsmodus, der sich mit berechenbaren Modellen nicht 

hinreichend beschreiben lässt. 

Aufgrund der sehr langsamen Dissoziationsrate (koff) der Zellen ist eine Interpretation der 

Peptid-CCR5-Interaktion unter Betrachtung der KD-Werte nicht sinnvoll. Es ist allerdings eine 

Charakterisierung der Assoziation (kon) durch Anpassung der Sensorgramme an das Modell 

der Langmuirassoziation möglich. Hierfür wurden jeweils die Sensorgramme der Zellkon-

zentration 900 Zellen/L verwendet und identische Abschnitte der Assoziation mathematisch 

an das Modell angepasst (Abbildung 49).  



102  Ergebnisse und Diskussion 

 

 

 

Abbildung 49: Anpassung der Sensorgramme der unterschiedlichen Peptide an das Modell der 

Langmuirassoziation zur Bestimmung von kon bei einer Zellkonzentration von 900 Zellen/µL. 

In Tabelle 14 sind die berechneten Werte für kon sowie die zugehörigen χ
2
-Werte, welche die 

Güte der Anpassungskurve angeben, aufgeführt. Hierbei können Anpassungen mit χ
2
-Werten 

kleiner als 10 als vernünftig angesehen werden.
[285]

 

Tabelle 14: Berechnete kon-Werte nach dem Modell der Langmuirassoziation bei einer 

Zellkonzentration von 900 Zellen/µL. Dies entspricht einer abgeschätzten Rezeptorkon-

zentration von 14.9 nM. 

Peptid kon [1/(M·s)] χ
2
 

v3cong 6.29 x 10
5
 2.74 

v3og 5.68 x 10
5
 5.96 

v3o 5.17 x 10
5
 0.10 

v3ct15 3.64 x 10
5
 0.40 

v3ct21 2.36 x 10
5
 2.18 

Ein Vergleich der kon-Werte zeigt, dass das die beiden glycosylierten Peptide v3cong und 

v3og die höchsten Geschwindigkeitskonstanten der Assoziation aufweisen. Der berechnete 

kon-Wert des Peptids v3o ist etwas geringer, liegt aber in der gleichen Größenordnung wie der 

Wert der glycosylierten Peptide. Das frühere Erreichen der Sättigung der glycosylierten 

Verbindungen sowie des Peptids v3o lassen auf eine sehr effektive Bindung mit dem Rezeptor 

schließen. Die kon-Werte der Peptide v3ct15 und v3ct21 aus dem C-terminalen Bereich des 

V3-Loops sind etwa um den Faktor 2 geringer. 
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Dies deutet darauf hin, dass Glycopeptide eine schnellere Kinetik als die entsprechenden 

Peptide aufweisen. Dieser Effekt ist vermutlich auf das Vorhandensein der Glycosylstruktur 

zurückzuführen. Dies steht in sehr gutem Einklang mit Ergebnissen aus vorangegangenen 

Arbeiten, die ebenfalls einen entscheidenden Einfluss der V3-Loop-Glycosylierung auf die 

Bindungskinetik zeigen konnten.
[130,293]

 Das Peptid v3o, das die gesamte Sequenz des 

V3-Loops umfasst, zeigt ebenfalls eine schnellere Assoziation als die kürzeren C-terminalen 

Peptide v3ct15 und v3ct21. Das Peptid v3cong aus dem N-terminalen Bereich des V3-Loops 

weist eine um den Faktor 2 bis 3 höhere Assoziationsrate auf als die C-terminalen Peptide. 

Dies lässt darauf schließen, dass der C-terminale Bereich des V3-Loops eine untergeordne-

tere, wenn auch nicht unbedeutende Rolle, für die Interaktion mit dem CCR5-Corezeptor 

spielt. Da die Aminosäuren 
310

GPG
312

 hochkonserviert sind, ist zu vermuten, dass dieses turn-

Motiv an der Spitze des V3-Loops eine Rolle bei der Corezeptor-Bindung spielt. Darauf 

lassen u. a. vorangegangene Studien schließen, in denen Peptide und Glycopeptide aus dem 

N-terminalen V3-Bereich, die um die 
310

GPGRAF
315

-Sequenz verlängert waren, mittels SPR 

untersucht wurden.
[318]

 Im Vergleich dazu wurden für analoge Verbindungen, in denen dieses 

Motiv nicht enthalten war, niedrigere SPR-Antworten erhalten.
[317]

  

Der Einfluss des 
310

GPGRAF
315

-Motivs lässt sich anhand der per SPR-Untersuchungen 

ermittelten Daten nur schwer einschätzen. Vergleicht man die beiden Peptide v3ct15 und 

v3ct21 miteinander, lässt sich feststellen, dass das Peptid v3ct15 eine um den Faktor 5 höhere 

Affinität (RUmax = 155.2 ± 3.8) gegenüber dem Peptid v3ct21 (RUmax = 37.4 ± 1.9) aufweist. 

Dies lässt sich mit der Ausbildung eines turns im Bereich des 
310

GPGRAF
315

-Motivs am 

aminoterminalen Ende des Peptids erklären. Das Peptid ist über den N-Terminus an der 

Dextranmatrix immobilisiert, was in diesem Fall dazu führen kann, dass das Peptid v3ct21 

trotz deutlich höherer Belegung schlechter an der Sensorchipoberfläche präsentiert wird. Die 

Werte für kon sowie KD sind für beide Verbindungen vergleichbar.  

Die kon-Werte basieren ebenso wie die berechneten KD-Werte auf einer Rezeptorkonzen-

tration von 10
7
 Rezeptoren/Zelle. Die Werte werden durch die bereits erwähnten rebinding-

Effekte und die variable Rezeptordichte auf den Zellen beeinflusst. Es können außerdem nur 

die Rezeptoren binden, die sich auf der dem Messchip zugewandten Zellseite befinden. Auch 

ist eine Aggregation der HOS-Zellen innerhalb der Flusszellen trotz sorgfältiger 

Suspendierung vor jeder Injektion, besonders bei hohen Zellkonzentrationen, nicht unwahr-

scheinlich. Die Scherkräfte innerhalb der Flusszellen können zu einer Zerstörung der Zellen 

führen, so dass einzelne Membranfragmente zu einem Bindungsereignis beitragen können. 
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Bei den ermittelten Zahlenwerten handelt es sich somit um relative Werte, die zur 

Abschätzung der Bindungseigenschaften der Peptide untereinander bzw. dem Vergleich mit 

vorangegangenen Studien dienen.  

4.8 Generelle Diskussion der Ergebnisse der Bindungsstudien 

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zwei Analysemethoden (SPR, STD-NMR) zur 

Charakterisierung der Interaktion von Peptiden und Glycopeptiden aus dem V3-Bereich des 

HIV-1 GP120 angewendet. Die Ergebnisse werden an dieser Stelle miteinander sowie mit 

Resultaten aus vorangegangenen Studien verglichen. 

Die Analysen mittels SPR erlauben eine gute Abschätzung der Bindungsaffinitäten und der 

Assoziationskinetik der untersuchten Verbindungen untereinander. Es konnten Erkenntnisse 

aus vorangegangenen SPR-Studien von V3-Peptiden in Interaktion mit dem Corezeptor CCR5 

unterstützt werden. Diese zeigten eine signifikante Steigerung sowohl der Affinität als auch 

der Geschwindigkeit der Assoziation bedingt durch die Glycosyleinheit an Asparagin 301.  

Die entscheidende Rolle der Komplex-Typ-Glycosylierung an Asn301 ist bereits in der 

Literatur beschrieben worden.
[319,320]

 Dies konnte durch Untersuchungen des N-terminalen 

V3-Bereichs von B. Hünnefeld mittels STD-NMR mit dem Peptid 
296

STRPNNNTRKSIHI
309

 

sowie dem entsprechenden Glycopeptid, das an Asn301 eine Chitobiosyleinheit trug, 

untermauert werden. Dieser signifikante Einfluss des Glycans wurde bei den SPR-

Untersuchungen der vorliegenden Arbeit ebenfalls beobachtet. Dabei zeigte das glycosylierte 

Peptid v3og, das die gesamte V3-Sequenz beinhaltet, eine nochmals gesteigerte Affinität 

gegenüber dem verkürzten Glycopeptid v3cong. Eine nochmalige Steigerung der Affinität 

ließ sich in vorangegangenen Arbeiten durch einen synergetischen Effekt, verursacht durch 

eine Kombination aus Cyclisierung und Glycosylierung, erreichen.
[130]

 Die Cyclisierung 

unterstützt anscheinend die korrekte Präsentation der Glycosylstruktur für die 

Corezeptorbindung.  

Die SPR-Untersuchung der C-terminalen Peptide v3ct15 und v3ct21 zeigten sowohl 

geringere Affinitäten als auch geringere Assoziationsraten im Vergleich mit den übrigen 

Peptiden. Dies deutet darauf hin, dass der C-terminale Bereich des V3-Loops eine 

untergeordnetere, wenn auch nicht unbedeutende, Rolle für die Interaktion mit dem 

CCR5-Corezeptor spielt. Studien von Nolan et al. geben ebenfalls Hinweise auf eine 

Beteiligung dieses Bereichs an der CCR5-Interaktion. Es wurden hierfür Deletions- und 
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Alaninsubstitutionsstudien des V3-Loops durchgeführt. Mittels Zell-Zell-Fusions-Assays 

konnte gezeigt werden, dass u. a. der Bereich von Position 321 bis 328 für die 

CCR5-Corezeptor-Bindung relevant ist.
[321]

 

Die Untersuchungen der C-terminalen Peptide v3ct15 und v3ct21 mittels STD-NMR 

zeigten, dass sich das Epitop der CCR5-Bindung jeweils über die gesamte Peptidsequenz 

erstreckt, wobei nicht alle Signale zugeordnet werden konnten. Abbildung 50 zeigt 

schematisch, welche Aminosäuren an der Interaktion mit dem Corezeptor beteiligt sind.  

 

Abbildung 50: Schematische Darstellung der Beteiligung einzelner Aminosäuren der Peptide 

v3ct15 und v3ct21 an der V3-CCR5-Interaktion, die per STD-NMR ermittelt wurde.  

Die rot eingekreisten Aminosäuren zeigten per STD-NMR-Untersuchungen eine Beteiligung an der Interaktion 

mit CCR5. Es wurden nur die Aminosäuren berücksichtigt, für die ein absoluter STD-Effekt > 0.8 % ermittelt 

wurde. 

Im Vergleich der beiden Epitope kann übereinstimmend für die beiden Peptide v3ct15 und 

v3ct21 festgehalten werden, dass die Aminosäuren Tyr316, Ala317 sowie Gln327 aus dem 

C-terminalen V3-Bereich an der Interaktion mit CCR5 beteiligt sind.  

Die ermittelten KD-Werte liegen jeweils in einer ähnlichen Größenordnung und lassen sich in 

Werte größer als 500 µM und kleiner als 500 µM einteilen. Die Anwesenheit des 

310
GPGRAF

315
-Motivs scheint dabei keinen signifikanten Einfluss auf den Bindungsmodus zu 

haben. Vorangegangene Mutationsstudien und Analysen mittels SPR ließen nicht auf einen 

essenziellen Einfluss der Aminosäuren Ala317 und Gln327 schließen. Diese Studien wurden 

jedoch mit cyclischen Peptiden und Glycopeptiden, die die gesamte Sequenz des V3-Loops 

umfassen, vorgenommen.
[129]
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Suphaphiphat et al. führten eine systematische Mutationsanalyse des CCR5-Bindungsepitops 

im GP120 des HIV-1 Subtyps C durch.
[322]

 Im Rahmen dieser Studie wurden jeweils die 

Aminosäuren Thr297 bis His329 des V3-Loops sowie einige Aminosäuren aus dem 

C4-Bereich des GP120 durch Alanin ersetzt. Das Asparagin 301 lag unglycosyliert vor. Mit 

unterschiedlichen Assays wurden die Auswirkungen der Mutationen auf das Zell-Zell-

Fusionsvermögen, die CCR5-Bindung und die virale Infektiosität untersucht. An zwei 

Positionen unterschieden sich die untersuchten Sequenzen von denen dieser Arbeit 

(Position 317 A↔T, Position 320 D↔E). Es konnte mit allen durchgeführten Assays überein-

stimmend festgestellt werden, dass Mutationen im V3-stem-Bereich (Positionen 297 bis 305 

und Positionen 321 bis 329) signifikantere Auswirkungen haben als Mutationen im crown-

Bereich (Positionen 306 bis 320). Die Aminosäuren 
321

IIGD
324

 und Arg326 wiesen in allen 

drei Assays einen großen Einfluss auf. Ile325 wiederum zeigte bei der CCR5-Bindung einen 

etwas schwächeren Effekt. Gln327 und Ala328 ließen hingegen nur bei der viralen 

Infektiosität und His329 nur bei der CCR5-Bindung einen signifikanten Effekt erkennen. 

Zusätzlich konnte für die Aminosäuren 
311

PGR
313

 eine Auswirkung auf die CCR5-Bindung 

bzw. für Tyr316 auf die virale Infektiosität beobachtet werden. 

Dies steht in gutem Einklang mit den Ergebnissen der STD-NMR-Experimente der 

vorliegenden Arbeit. Hier konnte übereinstimmend für die beiden Peptide v3ct15 und v3ct21 

ebenfalls gezeigt werden, dass die Aminosäuren Tyr316, Ala317 sowie Gln327 aus dem 

C-terminalen V3-Bereich an der Interaktion mit CCR5 beteiligt sind. Lediglich für die 

Position 317 konnte keine Übereinstimmung mit den Ergebnissen von Suphaphiphat et al. 

gezeigt werden. Übereinstimmend konnte jedoch ein generell relevanter Einfluss des 

C-terminalen V3-Bereichs auf die Corezeptorbindung nachgewiesen werden.  

4.9 In silico Untersuchungen der V3-CCR5-Wechselwirkung 

Basierend auf der Röntgenkristallstruktur des HIV-1 GP120 von Huang et al. (Kapitel 1.5.2) 

wurde in der Arbeitsgruppe B. Meyer mittels docking eine dreidimensionale in silico-Struktur 

des CCR5-Rezeptors in Interaktion mit dem V3-Loop berechnet. Die 3D-Struktur des CCR5 

wurde über ein Homologiemodell der Kristallstruktur von bovinem Rhodopsin, das zum 

Zeitpunkt der Erstellung des Modells als einzige Kristallstruktur eines GPCRs vorlag, 

erstellt.
[323,324]

 Die Homologie zwischen Rhodopsin und CCR5 beträgt allerdings lediglich 

28 %. Das Modell beinhaltet die Darstellung einer T-Zellmembran mit dem membrangebun-
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denen CD4-Rezeptor sowie dem transmembranständigen Corezeptor CCR5 in Interaktion mit 

dem GP120. Die Sequenz des V3-Loops des GP120 resultiert aus der Sequenzdatenbank-

analyse von J. Dojahn (Kapitel 1.5.2.1).
[129]

 Ergebnisse vorangegangener Arbeiten deuteten 

auf eine Wechselwirkung von drei Aminosäurepositionen (Arg298, Arg304, Lys305) des 

V3-Loops mit drei sulfatierten Tyrosinen aus dem N-terminalen Bereich des CCR5 

hin.
[323,325,326]

 Diese Interaktionen dienten u. a. als Grundlage für das in silico-Modell. 

Abbildung 51 zeigt die in silico-Darstellung des viralen entries. Es ist die Wirtszellmembran 

dargestellt, in der der CD4-Rezeptor und der CCR5-Corezeptor verankert sind.  

Der CD4-Rezeptor tritt mit dem GP120 des HIV-1 über ein diskontinuierliches Epitop in 

Kontakt. Die anschließende Konformationsänderung im GP120 ermöglicht die Wechsel-

wirkung des Glycoproteins mit dem humanen Corezeptor CCR5. 

 

Abbildung 51: In silico-Modell des viralen entries.  

In der Wirtszellmembran (grau) ist der CD4-Rezeptor (blau) verankert. Dieser interagiert mit Epitopen des 

viralen GP120 (grün). Die dadurch induzierte Konformationsänderung ermöglicht die Interaktion von GP120 mit 

dem Corezeptor CCR5 (gelb). Der rote Kreis markiert einen Teil der Glycosylstruktur des V3-Loops des GP120, 

der maßgeblich an der Corezeptorbindung beteiligt ist.  

Eine detailliertere Darstellung der Interaktion zwischen dem viralen GP120 und dem 

humanen Corezeptor CCR5 zeigt Abbildung 52. Der CD4-Rezeptor und die Wirtszell-

membran wurden in dieser Darstellung ausgeblendet. Es ist deutlich zu erkennen, dass der 

V3-Loop aus dem GP120 herausragt. Dadurch ist dem Loop und insbesondere der Komplex-
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Typ-Glycosylstruktur an Position 301 eine optimale Wechselwirkung mit dem Rezeptor-

molekül möglich. 

 

Abbildung 52: In silico-Darstellung des GP120/CCR5-Komplexes. 

Die Darstellung zeigt detailliert die Interaktion des viralen GP120 (grün) mit dem humanen Corezeptor CCR5 

(gelb). Die untere Begrenzung der Abbildung markiert in etwa die Verankerung des CCR5-Corezeptors in der 

Wirtszellmembran. Die Abbildung zeigt eine Ansicht der GP120-CCR5-Interaktion, die gegenüber der 

Abbildung 51 um 180° um die y-Achse gedreht ist. Der V3-Loop mit der Komplex-Typ-Glycosylierung ist als 

capped sticks-Darstellung hervorgehoben. Das 
310

GPGRAF
315

-Motiv ist farbig von der übrigen V3-Sequenz 

abgesetzt. 

Der Abbildung ist zu entnehmen, dass die Wechselwirkung mit dem Corezeptor zu einem 

großen Maße über die Aminosäuren des N-terminalen V3-Bereichs, in dem sich die 

Glycosylierung befindet, erfolgt. Die turn-Struktur an der Spitze des Loops, die von den 

Aminosäuren 
310

GPGRAF
315

 ausgebildet wird, steht in größerem räumlichen Abstand zur 

Rezeptoroberfläche ebenso wie der überwiegende Teil des C-terminalen Sequenzabschnittes 

des Loops. 

In Abbildung 53 wurde die Interaktion zwischen dem V3-Loop und dem Corezeptor auf eine 

minimale Darstellung reduziert. Das virale GP120 ist bis auf den V3-Loop ausgeblendet. 

Vom N-Glycan an Position 301 des V3-Loops sind nur die beiden ersten N-Acetylglucos-

amineinheiten als Minimalmotiv dargestellt. 
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Abbildung 53: In silico-Darstellung der V3-CCR5-Interaktion. 

Die Darstellung zeigt die Interaktion des V3-Loops des viralen GP120 (capped sticks) mit dem humanen 

Corezeptor CCR5. Die Einfärbung des Corezeptormoleküls erfolgte nach Atomtyp (weiß: Wasserstoff, blau: 

Stickstoff, rot: Sauerstoff, grün: Schwefel). Aus der Rezeptoroberfläche ragen die Sulfatgruppen der Tyrosine 3, 

10 und 14 heraus. Die untere Begrenzung der Abbildung markiert in etwa die Verankerung des CCR5-

Corezeptors in der Wirtszellmembran.  

In dieser Darstellung ist sehr gut zu erkennen, dass die Aminosäuren 
298

RPNNNTRKSI
307

 

aus dem N-terminalen V3-Bereich die größte Nähe zum Rezeptor aufweisen. Innerhalb dieses 

Sequenzabschnittes befinden sich die positiv geladenen Aminosäuren Arg298, Arg304 und 

Lys305, die mit den sulfatierten Tyrosinen 3, 10 und 14 aus dem N-terminalen Bereich des 

CCR5 interagieren. Die Seitenketten von Tyr316, Ala317 sowie Ile325 aus dem C-terminalen 

V3-Bereich tragen ebenfalls zur Corezeptorbindung bei. 

Mithilfe des in silico-Modells lassen sich die Abstände r zwischen Protonen des V3-Loops 

und dem CCR5-Corezeptor bestimmen. Um die berechneten Abstände mit den experimentell 

ermittelten STD-NMR-Daten vergleichen zu können, wurden die Abstände über die 

Beziehung 1/r
6
 in theoretische STD-Prozentwerte umgerechnet. Die Bestimmung der 

Abstände wurde mit dem Programm Maestro 9.1 durchgeführt. Dabei wurden alle Abstände 

von Protonen des V3-Loops berücksichtigt, die innerhalb eines Radius von 6 Å zum 

CCR5-Corezeptor liegen. Wies ein Proton des V3-Loops mehrere Kontakte zum Rezeptor 

auf, wurden diese Abstände gemittelt, da der STD-Effekt aus der räumlichen Nähe zu 

unterschiedlichen Protonen des Makromoleküls resultieren kann. Die Abstände chemisch 

äquivalenter Protonen des V3-Loops wurden ebenfalls gemittelt. Um die freie Rotation der 

Protonen von Methylgruppen in die Berechnung miteinzubeziehen, wurde hier nur der jeweils 

kürzeste Abstand berücksichtigt. 
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Im C-terminalen Bereich des V3-Loops sind nur wenige Kontakte zum Corezeptor zu 

finden. Diese beschränken sich auf die Aminosäuren Tyr316, Ala317 und Ile325. In 

Tabelle 15 sind die ermittelten Abstände sowie die daraus berechneten theoretischen 

STD-Prozente den experimentellen Daten gegenübergestellt. Es wurde hierbei eine 

Differenzierung zwischen den STD-NMR-Daten des Peptids v3ct15 und v3ct21 gemacht. 

Tabelle 15: Theoretische STD-Prozent des C-terminalen Bereichs des V3-Loops mit CCR5. 

 

Abstand r [Å] 1/r
6
 [ ∙ 10

-5
 Å

-6
] theor. STD-% relative STD-% (NMR) 

    

 

v3ct15 v3ct21 

Hβ, Tyr316 5.851 2.49 19.8 % 

 

23.4 % 

Hα, Ala317 4.842 7.77 61.6 % 54.2 % 43.5 % 

Hβ, Ala317 4.778 8.41 66.7 % 1.5 % 

 Hβ, Ile325 4.518 11.77 93.4 % 

 

30.2 % 

Hγ, Ile325 5.308 4.47 35.5 % 20.3 % 7.3 % 

Hγ‘, Ile325 5.378 4.13 32.8 % 5.6 % 

 
Für alle mittels in silico-Modell ermittelten Kontakte konnte eine Interaktion mit dem 

Corezeptor per STD-NMR beobachtet werden. Die berechneten und experimentell ermittelten 

Werte für Tyr316 (Hβ) und Ala317 (Hα) stimmen gut überein. Größere Unterschiede ergeben 

sich bei den übrigen in Tabelle 15 angegebenen Protonen. Dennoch deuten die Ergebnisse 

beider Methoden auf eine Beteiligung von Ile325 an der Interaktion mit dem Corezeptor hin. 

Die sehr hohen experimentell bestimmten STD-Prozentwerte der δ-Protonen von Tyr316 und 

die deutlich niedrigeren STD-Prozente der ε–Protonen des Aromaten (Kapitel 4.6.2.1) deuten 

auf einen edge on-Kontakt mit dem Corezeptor hin. Dies konnte anhand des in silico-Modells 

nicht bestätigt werden. Anhand des Modells ist eher ein side on-Kontakt unter Beteiligung der 

δ–Protonen der aromatischen Seitenkette zu vermuten. 

Die experimentellen STD-Prozente der Verbindungen v3ct15 und v3ct21 liegen über die 

gesamte Peptidsequenz verteilt vor (Kapitel 4.6.2.1). Anhand der Messungen lässt sich eine 

Beteiligung der Aminosäuren Gly312, Arg313, Phe315, Thr318, Asp320/324, Ile321/322, 

Arg326, Gln327 und Pro329 aus dem C-terminalen Bereich des V3-Loops an der Interaktion 

vermuten, die nicht durch das in silico-Modell wiedergegeben werden. Die Streuung des 

Epitops über die gesamte Sequenz der Peptide ist damit zu erklären, dass es durch die 

verkürzte Form zu einer deutlich abweichenden Sekundärstruktur der Peptide gegenüber der 

dreidimensionalen Struktur des gesamten V3-Loops kommt. Dies konnte durch die 
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konformativen Untersuchungen der Peptide mittels NOESY-NMR-Experimente eindeutig 

bestätigt werden (Kapitel 4.4). Die verkürzten C-terminalen Peptide liegen in einer 

α-helicalen Konformation vor, die in der Struktur der Peptide v3o und v3og, welche die 

gesamte Sequenz des V3-Loops beinhalten, nicht zu beobachten war. 

Deutlich mehr Kontakte zum CCR5-Corezeptor liegen im N-terminalen Bereich des 

V3-Loops vor. Es wurde daher ein Vergleich zwischen dem in silico-Modell und den von 

B. Hünnefeld mittels STD-NMR-Messungen des Glycopeptids 
296

STRPNNNTRKSIHI
309

 

ermittelten Kontakten vorgenommen. Das Peptid trägt an Position 301 einen Chitobiosyl-

asparagin-Baustein. Die relativen STD-Prozentwerte der NMR-Messungen waren mittels 

1D-
1
H-STD-NMR- sowie 2D-STD HSQC-NMR-Experimenten bestimmt worden. In 

Tabelle 16 sind die Kontakte aufgelistet, für die von B. Hünnefeld per NMR STD-Prozente 

ermittelt werden konnten.
[274]

 

Aus dem in silico-Modell lässt sich entnehmen, dass alle Aminosäuren des Sequenz-

abschnitts 
298

RPNNNTRKSI
307

 für die Interaktion verantwortlich sind. Außerdem sind beide 

N-Acetylglucosamineinheiten der Chitobiose an Asn301 an der Wechselwirkung beteiligt. 

Das Modell deutet auf einen größeren Beitrag der zweiten Saccharideinheit hin, was im 

Widerspruch zu den STD-NMR-Ergebnissen von B. Hünnefeld steht.
[274]

 

Mittels STD-NMR-Experimente war eine besonders deutliche Beteiligung der Aminosäuren 

Ser306, Ile307, His308 und Ile309 („SIHI-Motiv“) an der Interaktion mit dem Corezeptor 

ermittelt worden. Dies kann anhand des in silico-Modells nur teilweise unterstützt werden. 

Interaktionen konnten lediglich für die Aminosäuren Ser306 und Ile307 aus diesem Bereich 

festgestellt werden. Es ist auch hier zu beachten, dass bei den STD-NMR-Messungen ein 

verkürztes Peptid verwendet wurde, welches vermutlich eine deutlich abweichende 

Sekundärstruktur gegenüber der räumlichen Struktur der vollständigen V3-Loop aufweist. 



112  Ergebnisse und Diskussion 

 

 

Tabelle 16: Theoretische STD-Prozent des N-terminalen Bereichs des V3-Loops mit CCR5. 

 

Abstand r [Å] 1/r
6
 [∙ 10

-5
 Å

-6
] theor. STD-% relative STD-% (NMR) 

 

   STD HSQC 
1
H-STD 

Hβ, Asn 301 4.763 8.57 68.0% 49.1 %  

GlcNAc, NHCH3 4.580 10.83 65.0% 6.7 % 95.5 % 

GlcNAc‘, H2 4.771 8.48 50.9% 0.0 %  

GlcNAc‘, H3 5.131 5.48 32.9% 6.7 % 45.5 % 

GlcNAc‘, H4 4.659 9.78 58.6% 5.5 % 27.3 % 

GlcNAc‘, H5 5.876 2.43 14.6%  36.4 % 

GlcNAc‘, NHCH3 5.614 3.19 19.2% 16.5 % 50.0 % 

Hβ, Thr303 5.073 5.87 46.6% 31.1 %  

Hγ, Thr303 5.446 3.84 42.3% 32.3 % 45.5 % 

Hδ, Arg304 4.683 9.48 75.2% 0.0 %  

Hα, Lys305 4.541 11.41 90.6% 0.0 %  

Hγ, Lys305 5.047 6.05 48.0% 4.9 %  

Hα, Ser306 4.466 12.60 100.0% 40.9 %  

Hα, Ile307 5.683 2.97 23.6% 48.2 %  

Hβ, Ile307 5.019 6.26 49.6% 0.0 %  

Hγ, Ile307 5.308 4.47 66.9% 100.0 %  

Hγ‘, Ile307 5.522 3.53 50.6% 61.0 %  

Hδ, Ile307 4.674 9.59 76.1% 50.6 %  

Im N-terminalen Bereich des V3-Loops konnten mithilfe des in silico-Modells zahlreiche 

zusätzliche Kontakte bestimmt werden, die durch ionische Wechselwirkungen hervorgerufen 

werden. Diese können mittels STD-NMR-Experimente durch den schnellen H/D-Austausch 

von Protonen von NH- und OH-Gruppen nicht detektiert werden. Es können daher auch 

Protonen an der Interaktion mit CCR5 beteiligt sein, die nicht von aliphatischen Proton-

Proton-Wechselwirkungen hervorgerufen werden. 

Die Beteiligung der Aminosäuren Arg298, Arg304 und Lys305, die über zahlreiche 

Salzbrücken mit drei sulfatierten Tyrosinen (Tyr3, Tyr10, Tyr14) aus dem N-terminalen 

Bereich von CCR5 interagieren, wurde von B. Hünnefeld per STD-NMR bestätigt.
[274]

 Dies 

erklärt auch den großen Einfluss der Ladung des V3-Loops.
[327-329]

 Eine größere Anzahl 

positiv geladener Aminosäuren verstärkt die Bindung an den Corezeptor.
[326]
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Abbildung 54 zeigt eine schematische Zusammenfassung der Ergebnisse von SPR-Studien 

aus vorangegangenen Arbeiten.
[129,130,317,318]

 Es wurden sowohl Studien mit verkürzten 

Peptiden als auch mit Peptiden, die die gesamte Sequenz des V3-Loops umfassen, 

durchgeführt. Es wurden cyclisierte und offenkettige sowie glycosylierte und nichtglyco-

sylierte Verbindungen untersucht. In Abbildung 54 sind jeweils die untersuchten Mutationen 

der einzelnen Aminosäuren angegeben. 

 

Abbildung 54: Schematische Zusammenfassung von Ergebnissen aus SPR-Studien mit 

V3-Peptiden. 

Rote Kreise markieren Aminosäuren, die einen starken Einfluss auf die Corezeptor-Bindung haben. Grüne 

Kreise indizieren Aminosäuren, deren Mutationen keine oder nur einen geringen Einfluss auf die Interaktion mit 

CCR5 haben. Neben den Aminosäuren sind die jeweils durchgeführten Substitutionen angegeben. 

Aus diesen Studien ist zu entnehmen, dass überwiegend Aminosäuren aus dem N-terminalen 

Bereich des V3-Loops sowie die Glycosylstruktur an Asn301 eine essenzielle Rolle bei der 

Rezeptorbindung spielen.  

Die SPR-Ergebnisse lassen nicht auf einen Einfluss der Aminosäuren Arg313, Ala317 und 

Asp320 schließen. Dies steht in Einklang mit den Ergebnissen der Analyse des in silico-

Modells. Eine Ausnahme bildet hier Ala317. Für diese Aminosäure konnte im Modell eine 

Nähe zum Rezeptor beobachtet werden. Auch die STD-NMR-Ergebnisse der vorliegenden 

Arbeit lassen auf eine Beteiligung dieser Aminosäure bei der Rezeptorbindung schließen. Für 

Arg313 und Asp320 konnte lediglich eine schwache Beteiligung per STD-NMR festgestellt 

werden. 

Es kann festgehalten werden, dass der V3-Loop überwiegend mit dem N-terminalen Bereich, 

der die Glycosylierung an Asn301 beinhaltet, in Interaktion mit CCR5 tritt. Die in silico-

Daten legen nahe, dass besonders die Aminosäuren Asn300-302, Lys305, Ser306, Ile307 

sowie Tyr316 mit dem N-terminalen Bereich des Rezeptors interagieren. Die Aminosäuren 
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Thr303 und Arg304 treten überwiegend mit der ECL3 in Kontakt. Aus der Interaktion mit der 

ECL3 resultieren ebenfalls die Kontakte des C-terminalen V3-Bereichs. Die Wechselwirkung 

der Chitobiosyleinheit an Asn301 ist fast ausschließlich auf die Interaktion mit dem 

N-terminalen Bereich des Rezeptors sowie weniger Interaktionen mit der ECL1 zurückzu-

führen. 

Die Beteiligung der Aminosäuren Thr303, Arg304 sowie Ser306 konnte per SPR-Studien 

vorangegangener Arbeiten belegt werden, die Aminosäuren Asn300-302, Lys305 und Ile307 

zeigten keinen signifikanten Einfluss auf die V3-CCR5-Interaktion. Bei diesem Vergleich 

muss berücksichtigt werden, dass die SPR-Experimente z. T. mit verkürzten Peptiden 

durchgeführt wurden, die andere Konformationen einnehmen können als der vollständige 

V3-Loop. SPR-Analysen geben außerdem lediglich die Information über eine Änderung der 

Bindungsaffinität, lassen jedoch nicht unbedingt auf eine konkrete Beteiligung der einzelnen 

Aminosäuren an der Interaktion schließen. Die Diskrepanz der Ergebnisse ist daher 

nachvollziehbar.  

Die Arbeitsgruppe um Da et al. stellten mit einem in silico-Ansatz die Vermutung auf, dass 

die Arginine 298, 304, 315 und 327 an einer Interaktion mit CCR5 beteiligt sind, wobei 

Arg298 und Arg327 ionische Wechselwirkungen mit den sulfatierten Tyrosinen eingehen.
[330]

 

Arg304 interagiert mit dem N-terminalen Bereich, Arg315 mit der ECL2 von CCR5. Arg315 

entspricht Arg313 der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Sequenz. Die Beteiligung 

dieses Arginins konnte weder mittels STD-NMR noch durch das in silico-Modell bestätigt 

werden. Da die NMR-Untersuchungen jedoch ergaben, dass die dem Arg313 nahe gelegenen 

Aminosäuren Tyr316 und Ala317 und in geringem Maße Gly312, sowie Phe315 an der 

Interaktion beteiligt sind (Abbildung 34), ist anzunehmen, dass die lange und flexible 

Seitenkette des Arg313 ionische Wechselwirkungen mit CCR5 über die Protonen der 

Guanidiniumgruppe eingeht, die nicht per NMR detektiert werden können. Die Studie von Da 

et al. zeigte also ebenfalls eine Beteiligung des C-terminalen Bereichs des V3-Loops, wie sie 

die Ergebnisse der SPR- und STD-NMR-Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit vermuten 

lassen. 

Ogert et al. haben ein Homologiemodell von GP120 im Komplex mit CD4 und CCR5 im 

Rahmen einer Resistenzstudie gegen Vicriviroc erstellt, mit dem gezeigt werden konnte, dass 

vermutlich Arg327 (entspricht Arg326 der in der vorliegenden Arbeit verwendeten Sequenz) 

eine Salzbrücke zu Tyr10 des Corezeptors ausbildet. Das untersuchte in silico-Modell lässt 
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zwar keine Schlüsse auf eine solche Wechselwirkung zu, allerdings scheint laut STD-NMR-

Ergebnissen eine Beteiligung des Arginins 327 wahrscheinlich. 

Es ist anzumerken, dass das hier verwendete in silico-Modell auf der Basis der polaren 

Interaktion von Arg298, Arg304 und Lys305 des V3-Loops mit den sulfatierten Tyrosinen 3, 

10 und 14 aus dem N-terminalen Bereich des Rezeptors erstellt wurde.  

Da es sich bei der V3-CCR5-Bindung jedoch um einen dynamischen Prozess handelt, kann 

der V3-Loop mit großer Wahrscheinlichkeit flexibel ebenfalls über den C-terminalen Bereich 

mit dem Corezeptor in Interaktion treten. Eine Visualisierung dieses Bewegungsprozesses 

mittels einer molecular dynamics-Simulation wurde nicht durchgeführt. Diese hätte 

möglicherweise der Flexibilität des V3-Loops Rechnung getragen und die Beteiligung des 

C-terminalen Bereichs bestätigt. Die Aussage des in silico-Modells ist daher als Näherung zu 

betrachten. Die Unterschiede zu den Ergebnissen der STD-NMR-Untersuchungen, die eine 

deutliche Beteiligung des C-terminalen Bereichs nahelegen (Kapitel 4.8), sind somit 

nachvollziehbar.  

Die im Rahmen dieser Arbeit durchgeführten Bindungsstudien bestätigen zum einen die 

Beteiligung des N-terminalen V3-Bereichs an der V3-CCR5-Interaktion. Ergänzend zeigt die 

Analyse der Peptide v3ct15 und v3ct21 aus dem C-terminalen V3-Bereich mittels SPR und 

STD-NMR eindeutig, dass der C-Terminus ebenfalls einen deutlichen Einfluss auf die 

Affinität zum CCR5-Rezeptor ausübt. 
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5 Zusammenfassung 

Die Interaktion zwischen dem V3-Loop des GP120 aus dem HIV-1 und dem humanen 

Corezeptor CCR5 stellt einen entscheidenden Schritt des viralen entries dar. Eine detaillierte 

Aufklärung der V3-CCR5-Wechselwirkung ist daher für die Entwicklung von HIV entry-

Inhibitoren essenziell und war Ziel dieser Arbeit. Aufbauend auf vorangegangenen Studien 

war es hierbei von besonderem Interesse, Peptide und Glycopeptide aus unterschiedlichen 

Bereichen des V3-Loops darzustellen und auf ihre Bindungseigenschaften zum CCR5-

Corezeptor hin zu untersuchen.  

Die synthetisierten Glycopeptide v3cong und v3og enthielten als Minimalmotiv eine 

Chitobiosyleinheit am Asparagin 301. Der hierfür erforderliche Nγ-Chitobiosylasparagin-

Baustein (6) konnte erfolgreich über eine fünfstufige Syntheseroute dargestellt werden. 

Versuche zur Optimierung der Darstellung der beiden precursor Chitobiose (3) sowie 

Chitobiosylamin (4) führten zu keiner signifikanten Erhöhung der Gesamtausbeute.  

In einer linearen Synthesestrategie mittels mikrowellenunterstützter automatisierter Fest-

phasenpeptidsynthese konnten sechs lineare Peptide und Glycopeptide erfolgreich in guten 

bis sehr guten Ausbeuten dargestellt werden. Versuche, eine Cyclisierung der Peptide 

entweder in Lösung oder an der festen Phase zu erreichen, verliefen nicht erfolgreich.  

Eine anschließende CD-spektroskopische Untersuchung aller synthetisierten Peptide ergab 

einen vergleichbaren Anteil der Strukturelemente α-Helix, β-Faltblatt, β-turn und random 

coil.  

Detailliertere Einblicke in die Konformation konnten mittels NOESY-NMR-Experimenten 

erhalten werden. Über die beobachteten long range-Kontakte wurde gezeigt, dass zumindest 

ein nennenswerter Anteil der C-terminalen Peptide v3ct15 und v3ct21 eine helicale Struktur 

einnimmt. Die linearen Peptide v3o und v3og, die die gesamte Sequenz des V3-Loops 

beinhalten, zeigten eine räumliche Annäherung der N- und der C-terminalen Flanke bedingt 

durch das 
310

GPGRAF
315

-turn-Motiv an der Spitze des V3-Loops. Die Peptide v3con und 

v3cong hingegen lagen in einer zufälligen Konformation vor. 

Die in vitro-Untersuchung der Wechselwirkung zwischen den Peptiden und dem membran-

ständigen CCR5-Corezeptor erfolgte mittels zweier Methoden: SPR und STD-NMR. Die 

Durchführung von SPR-Experimenten ermöglichte eine Analyse der Affinität sowie der 

jeweiligen Assoziationskinetik der einzelnen Verbindungen. Alle untersuchten Peptide 

zeigten eine spezifische Interaktion mit CCR5-überexprimierenden HOS-Zellen. Hierbei 
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wurden für die beiden Glycopeptide v3cong sowie v3og die höchsten kon-Werte bestimmt. 

Der signifikante Einfluss der Glycosylstruktur an Asn301 des V3-Loops auf die 

Assoziationsrate der V3-CCR5-Bindung konnte somit eindeutig nachgewiesen werden.  

Hieran anschließende STD-NMR-Experimente mit CCR5-tragenden Liposomen gaben 

einen detaillierten Aufschluss über die Peptid-Rezeptor-Interaktion auf atomarer Ebene. 

Durch die Anwendung eines Doppeldifferenzfilters (STDD) konnten für die beiden Peptide 

v3ct15 und v3ct21 Bindungsepitope erstellt, sowie die thermodynamische Dissoziations-

konstante KD der Interaktion bestimmt werden. Die ermittelten KD-Werte lagen für beide 

Verbindungen jeweils im Bereich von 200 µM und gaben Hinweise auf einen Bindungs-

modus, der sich nicht mit berechenbaren Bindungsmodellen beschreiben lässt. Es konnten 

STD-Effekte beobachtet werden, die sich jeweils über die gesamten Peptidsequenzen 

erstreckten. Die Anwendbarkeit der STDD-NMR-Methode für die Untersuchung membran-

ständiger Moleküle, wie z. B. dem CCR5-Rezeptor, mit peptidischen Liganden konnte durch 

die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit bestätigt werden. Die Analyse der linearen Peptide 

v3o und v3og ließ den Schluss zu, dass ihre Bindungskinetik für STD-NMR-Experimente zu 

langsam ist. Eine Analyse der analogen cyclischen Verbindungen erscheint hierbei 

vielversprechend.  

Ergänzend wurde ein in silico-Modell der V3-CCR5-Interaktion untersucht. Mithilfe dieses 

Modells konnten Abstände zwischen dem V3-Loop und der Rezeptoroberfläche berechnet 

und in theoretische STD-Prozentwerte umgerechnet werden. Diese wurden mit den 

experimentellen Daten der STD-NMR-Untersuchungen dieser und einer vorangegangenen 

Arbeit verglichen.
[274]

 In Übereinstimmung mit diesen Daten konnte anhand des in silico-

Modells gezeigt werden, dass überwiegend Aminosäuren aus dem N-terminalen stem-Bereich 

sowie die Glycosylstruktur des V3-Loops an der Rezeptorbindung beteiligt sind. Darüber 

hinaus konnten mit den Ergebnissen der STD-NMR-Analyse Wechselwirkungen der 

Aminosäuren Tyr316, Ala317 sowie Gln327 aus dem C-terminalen V3-Bereich mit dem 

Corezeptor nachgewiesen werden.  

Mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit konnte ein wichtiger Beitrag zur Aufklärung 

der Interaktion des V3-Loops aus dem GP120 mit dem humanen Corezeptor CCR5 geleistet 

werden. Resultate vorangegangener Arbeiten konnten unterstützt sowie durch neue 

Erkenntnisse ergänzt werden. Das detaillierte Verständnis der V3-CCR5-Interaktion, welches 

im Rahmen dieser Arbeit erweitert werden konnte, bietet eine wertvolle Grundlage zur 

Entwicklung neuer entry-Inhibitoren, die einen maßgeblichen Beitrag zur Bekämpfung der 

Pandemie AIDS darstellen. 
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6 Summary 

The interaction between the V3 loop of gp120 of HIV-1 and the human coreceptor CCR5 is 

a crucial step in the viral entry. Therefore, a detailed elucidation of the V3-CCR5 interaction 

is essential for the development of HIV entry inhibitors and was goal of this thesis. Based on 

previous studies, it was of particular interest to synthesize peptides and glycopeptides 

originating from different parts of the V3 loop and analyze their binding properties to the 

CCR5 coreceptor. 

The synthetic glycopeptides v3cong and v3og contained a chitobiosyl unit as a minimal 

motive attached to asparagine 301. On that account, the required N-chitobiosyl asparagine 

building block (6) was successfully obtained via a five step synthetic route. Attempts to 

optimize the preparation of the two precusors chitobiose (3) and chitobiosylamine (4) did not 

lead to a significant increase of the overall yields. 

By performing a linear synthetic strategy using microwave supported automated solid phase 

peptide synthesis, six peptides and glycopeptides were successfully synthesized in a range of 

good to very good yields. Attempts to obtain a cyclization of the peptides either in solution or 

on solid support were not successful. 

A subsequent analysis by CD spectroscopy showed comparable contributions of the 

structural elements α-helix, β-sheet, β-turn and random coil within all synthesized peptides.   

A more detailed insight into the conformation of the peptidic compounds has been achieved 

by NOESY NMR experiments. A significant portion of the two C-terminal peptides v3ct15 

and v3ct21 adapted a helical structure determined by long range NOE contacts. The two 

linear peptides v3o and v3og, which cover the entire sequence of the V3 loop, showed a 

spacial approximation of the N- and the C-terminal flanks due to the 
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 turn 

motif at the tip of the V3 loop. In contrast, the two peptides v3con and v3cong showed a 

random conformation. 

In vitro studies of the interaction between the peptides and the membrane-incorporated 

CCR5 coreceptor were carried out by means of two methods: SPR and STD NMR. The 

performance of SPR experiments enabled the analysis of the affinity and the association 

kinetics of each individual compound. All of the analyzed peptides showed a specific 

interaction with CCR5-overexpressing HOS cells. In this context, the highest kon values were 

determined for the two glycopeptides v3cong and v3og. Thus, the significant influence of the 
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glycosidic structure at Asn301 on the association rate of the V3 loop has unambiguously been 

proved. 

Subsequent STD NMR experiments using CCR5-carrying liposomes gave detailed infor-

mation of the peptide-receptor interaction at an atomic level. By the application of a double 

difference filter (STDD), the binding epitopes of the two peptides v3ct15 and v3ct21 were 

achieved and additionally, the values of the thermodynamic dissociation constant KD were 

determined. The KD values were determined to about 200 µM in case of both peptides 

indicating a binding mode which cannot be described by calculable binding models. 

Furthermore, STD effects ranging over the entire sequences have been observed. The 

applicability of the STDD NMR method for the examination of peptidic ligands with 

membrane-incorporated molecules, e. g. the CCR5 coreceptor, has been confirmed as a result 

of this study. The results of the analysis of the linear peptides v3o and v3og indicated a 

binding kinetics which is too slow to be observed by STD NMR experiments. The analysis of 

the corresponding cyclic compounds seems to be promising, however. 

Additionally, an in silico model of the V3-CCR5 interaction was analyzed. Aided by this 

model, distances between the V3 loop and the surface of the receptor were calculated and 

converted to theoretical STD percentages. These data were compared to the experimental 

data of the STD NMR studies of this and a preceding study.
[274]

 On the basis of this in silico 

model, it could be shown that predominantly amino acids from the N-terminal stem region as 

well as the glycosidic structure of the V3 loop are involved in the binding to the receptor. In 

good accordance with the results of the STD NMR analysis, the additional participation of 

the amino acids Tyr316, Ala317, and Gln327 from the C-terminal V3 region in the 

interaction with the coreceptor was shown. 

The results of this study provide an important contribution to elucidate the interaction of the 

V3 loop of the gp120 with the human coreceptor CCR5. Results of previous studies could be 

supported and have been supplemented with new findings. The detailed comprehension of 

the V3-CCR5 interaction, which could be extended in context of this thesis, provides a 

valuable basis for the development of new entry inhibitors to account for the containment of 

the pandemia AIDS.   
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7 Experimenteller Teil 

7.1 Geräte und Chemikalien 

7.1.1 Geräte 

Gerät Gerätetyp/-bezeichnung Hersteller/Anbieter 

CD-Spektrometer J-810 Jasco, Groß-Umstadt/D  

CO2-Inkubator Heraeus BB6060 Kendro Laboratory Products 

GmbH, Langenselbold/D 

ESI-

Massenspektrometer 

6224 Accurate-Mass TOF LC/MS System 

mit 1200 Infinity LC-Einheit 

Säule: Zorbax Extend-C18 

(50 mm x 2.1 mm, 5 µm, 0.1 mL/min) 

Agilent Technologies, 

Waldbronn/D 

Extruder LiposoFast basic Avestin Inc., Ottawa/CAN 

Gefriertrocknungsanlage Alpha 1-2, Alpha 1-4 Martin Christ GmbH, Osterode/D 

HPLC Biocad 700E Perfusion  

mit Gilson FC205 Fraktionssammler 

Applied Biosystems, Darmstadt/D 

Merck/Hitachi LaChrom L7000-Serie  

mit DAD-Array-Detektor 

VWR International, Darmstadt/D 

MALDI-TOF-MS  Biflex III Bruker Daltonics, Bremen/D 

Mikroskop  Typ S200; Okular: A10/0.25 Helmut Hund, Wetzlar/D 

Mikrowellen-Reaktor Single-mode System Discover CEM, Matthews (NC)/USA 

NMR 500 MHz DRX 500; B0 = 11.67 T,  

νL(
1
H) = 499.87 MHz, νL(

13
C) = 125.77 MHz), 

inverser 5 mm Tripelresonanz-Probenkopf 

Bruker Biospin, Rheinstetten/D 

NMR 700 MHz Avance 700, B0 = 16.35 T,  

νL(
1
H) = 700.13 MHz, νL(

13
C) = 176.08 MHz), 

inverser 5 mm Tripelresonanz-Cryoprobenkopf 

NMR-Probenröhrchen 3 mm match Hilgenberg, Malsfeld/D 

5 mm Typ502, Typ507-HP7 Norell, Landisville (NJ)/USA 

Peptidsynthesizer automatisierter 12-Kanal-Synthesizer CEM, Matthews (NC)/USA 
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Gerät Gerätetyp/-bezeichnung Hersteller/Anbieter 

Liberty 

pH-Meter pH 526 WTW, Weilheim/D 

Polarimeter P8000 A. Krüss Optronic, Hamburg/D 

Reinstwasseranlage SG Ultra Clear UV 18.2 MΩ SG Water, Barsbüttel/D 

Rotationsverdampfer Laborata 4000-efficient Heidolph, Cinnaminson (NJ)/USA 

RP-C18-analoge Säule 

(semipräparativ) 

Vydac 218TP510 

(250 mm x 20 mm, 5 µm, 5 mL/min) 

Grace Vydac, Anaheim (CA)/USA 

RP-C18-Säule 

(analytisch) 

EC250/4 Nucleodur C18 Pyramid 

(250 mm x 4 mm, 5 µm, 1 mL/min) 

Macherey-Nagel, Düren/D 

RP-C18-Säule 

(präparativ) 

VP250/21 Nucleodur C18 Pyramid 

(250 mm x 21 mm, 5 µm, 20 mL/min) 

Macherey-Nagel, Düren/D 

SpeedVac Savant SC110 Fisher Scientific, Schwerte/D 

SPR-Messgerät Biacore J Biacore AB, Uppsala/S 

Sterilwerkbank HeraSafe HS12 Kendro Laboratory Products 

GmbH, Langenselbold/D 

Ultrafiltrationszelle Amicon 8400 (400 mL) Millipore Inc, Bellerica (MA)/USA 

Ultraschallbad Sonorex Super RK106 Bandelin, Berlin/D 

Ultrazentrifuge Sorval Discovery 90S Hitachi Kendro Laboratory Products 

GmbH, Langenselbold/D 

UV/VIS Spektrometer UV/Vis Spektrometer UV-160A Shimadzu, Kyoto/J  

Zentrifugen 5084R, 5417R, 5415D Eppendorf, Hamburg/D 

7.1.2 Chemikalien  

Hersteller/Lieferant Chemikalien 

ABCR Triisopropylsilan  

Agilent ES Tuning Mix 

Bachem Leupeptin 

Biacore AB Acetatpuffer pH 4.0 

Biochrom FKS 

Burdick und Jackson Essigsäure (96 %) 

Deutero Deuteriumoxid, (99.9 %), DMSO-d6 (99.8 %), NaOD 
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Hersteller/Lieferant Chemikalien 

DLM TRIS-d11 

Fluka Ammoniumcarbamat, Antipain, Dihydroxybenzoesäure, DMF (abs.), 

Dinatriumhydrogenphosphat, Ethanolamin-HCl, Methanol (abs.), Natrium-

dihydrogenphosphat-Monohydrat, Pefabloc, Pepstatin 

Grüssing Ammoniumhydrogencarbonat, Essigsäureanhydrid, Kaliumdihydrogenphos-

phat, Magnesiumsulfat, Natriumacetat, Natriumchlorid, Natriumhydroxid, Salz-

säure (37 %) 

Honeywell Calciumchlorid, Natriumsulfat, 

Invitrogen Penicillin-Streptomycin, RMPI 1640-Medium, Trypsin-EDTA 

Iris Biotech Diisopropylethylamin, N,N-Dimethylformamid, Fmoc-L-Ala-OH, Fmoc-

L-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-L-Asn(Trt)-OH, Fmoc-L-Asp(OtBu), Fmoc-L-

Asp(OtBu)-OH, Fmoc-L-Cys(Trt)-OH, Fmoc-L-Cys(StBu)-OH, Fmoc-L-

Cys(Mmt)-OH Fmoc-L-Gln(Trt)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-L-His(Trt)-OH, 

Fmoc-L-Ile-OH, Fmoc-L-Lys(Boc)-OH, Fmoc-L-Phe-OH, Fmoc-L-Pro-OH, 

Fmoc-L-Ser(tBu)-OH, Fmoc-L-Thr(tBu)-OH, Fmoc-L-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-

Rink-Amid-AM-Harz (0.72 mmol/g), Piperidin, TBTU 

Merck Aceton, Chloroform, Dichlormethan, Diethylether, N-(3-Dimethylamino-

propyl)-N-ethylcarbodiimid-Hydrochlorid, Ethanol, Ethylacetat, Hydrazin-

hydrat-Monohydrat, N-Hydroxysuccinimid, Kaliumchlorid, 2-Mercaptoethanol, 

Methanol, Natriumazid, Natriumdodecylsulfat, NovaPEG Rink-Amide-Harz LL 

(0.17 mmol/g),  2-Propanol, Schwefelsäure 95-97 %, Toluol, Trifluoressigsäure  

Riedel de Haen Natrium, Natriumhydrogencarbonat 

Sigma-Aldrich Acetonitril (HPLC gradient grade), Biogel P2, 200 – 400 mesh, Chitin, 

Chitinase (EC 3.2.1.14), DCl, 2,5-Dihydroxybenzoesäure, 2,2‘-Dithiobis(5-

nitropyridin), Ferulasäure, Pyridin (abs.) , Neomycin, Puromycin, Trypanblau 

Westfalen Stickstoff 

7.1.3 Materialien 

Material Bezeichnung Hersteller/Anbieter 

Dünnschichtchromato-

graphiefolie 

Kieselgel 60 auf Aluminiumfolie (GF254) Merck, Darmstadt/D 

Extrusionsmembranen Nuclepore Polycarbonat-Membran 

(Porengröße: 0.1 µm) 

Whatman, Kent/UK 

Kieselgel Kieselgel 60, Korngröße 40 – 63 µm Merck, Darmstadt/D 
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Material Bezeichnung Hersteller/Anbieter 

Zellkulturgefäße Gewebekulturflaschen, belüftet, 175 cm
2
 Sarstedt GmbH, Nümbrecht/D 

Neubauer Zählkammer (0.1 mm Tiefe/0.0025 mm
2
), Marienthal, Königshofen/D 

Pipettenspitzen zur 

Probenentsalzung 

ZipTipC18 Millipore Inc, Bellerica (MA)/USA 

Serologische Pipetten pyrogenfrei, steril Sarstedt GmbH, Nümbrecht/D 

Spin-Tubes SpinX tubes (0.22 µm Celluloseacetat) Corning Life Sciences Inc., Lowell 

(MA)/USA 

SPR-Sensorchips CMD 50 XanTec, Düsseldorf/D 

Spritzenfiltereinheiten  Filtropur S, 0.22 μm  Sarstedt GmbH, Nümbrecht/D  

Ultrafiltrationsmembran PLAC, 1000 Da Millipore Inc, Bellerica (MA)/USA 

7.1.4 Medien und Pufferlösungen  

Wachstumsmedium RPMI 1640-Medium mit 10 % (v/v) FKS, 5 % (v/v) Penicillin (10000 U/mL) 

und 5 % (v/v) Streptomycin (10 mg/mL).  

Einfriermedium RPMI 1640-Medium mit 20 % (v/v) FKS und 10 % (v/v) DMSO 

Proteaseinhibitorenmix Gleiche Volumina folgender Stammlösungen (in D2O): Antipain (10 mM), 

Leupeptin (20 mM), Pepstatin (1 mM), Pefabloc (500 mM) 

PBS-Puffer 136 mM NaCl, 2.6 mM KCl, 11 mM Na2HPO4, 1.7 mM KH2PO4, eingestellt 

mit NaOH/HCl auf pH 7.4 

LUV-NMR-Puffer 10 mM TRIS-d11, 150 mM NaCl, 6 mM NaN3, eingestellt mit NaOD/DCl auf 

pH 7.4 

LUV-EDTA-NMR-Puffer 10 mM TRIS-d11, 150 mM NaCl, 6 mM NaN3, 5 mM EDTA-d16, eingestellt 

mit NaOD/DCl auf pH 7.4 

7.1.5 Zelllinien  

Die verwendeten Zellen (GHOST(3)Parental-Zellen und GHOST(3)Hi 5-Zellen) wurden aus 

humanen Osteosarcoma-Zellen erhalten und über das NIH AIDS Research and Reference 

Reagent Program (NIH, Germantown (MD)/USA) bezogen.
[331]

  

7.1.6 Software  

Verwendungszweck Bezeichnung Anbieter 

Bildbearbeitung Adobe Illustrator CS4 Adobe, San Jose (CA)/USA 
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Verwendungszweck Bezeichnung Anbieter 

CD-Spektrenauswertung  CDtool  Lees et al., Anal Biochem 2004, 

332, (2). 

ESI-Spektrenauswertung  MassHunter Agilent Technologies, 

Waldbronn/D 

Molmassenberechnung, 

Strukturdarstellung 

ISIS Draw 2.5 Symyx Technologies, Santa Clara 

(CA)/USA 

ChemDraw Pro 11.0 CambridgeSoft, Cambridge 

(MA)/USA 

MALDI-TOF Spektrenauswertung XMass 4.1  Bruker Daltonics, Bremen/D 

molecular modeling  Maestro 9.1/Desmond Schrödinger, New York 

(NY)/USA 

NMR-Spektrenauswertung TopSpin 1.3/2.1/3.1  Bruker Biospin, Rheinstetten/D 

Peptidsynthese PepDriver CEM, Matthews (NC)/USA 

SPR-/STD-Datenauswertung OriginPro 7.5/8.5  OriginLab, Northampton 

(MA)/USA 

SPR-Spektrenauswertung  BiacoreEval V3.1  Biacore AB, Uppsala/S 

7.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften 

Allgemeines 

Die verwendeten Lösungsmittel wurden, sofern nicht anders angegeben, vor der 

Verwendung destilliert. Alle Lösungsmittelverhältnisse sind volumetrisch. Das verwendete 

deionisierte Wasser wurde über eine Reinstwasseranlage gereinigt. Säulenchromatografische 

Reinigungen wurden an Kieselgel 60 durchgeführt. Dünnschichtchromatografische Unter-

suchungen wurden an Kieselgel 60 auf Aluminiumfolie durchgeführt. Die Detektion erfolgte 

durch UV-Absorption und/oder Eintauchen in Schwefelsäure (10 % in H2O) und 

anschließende Wärmebehandlung mit einem Heißluftfön. Photometrische Messungen wurden 

an einem Photometer UV-160A vorgenommen. 

AAV1    Automatisierte Festphasenpeptidsynthese 

Die Synthesen der Peptide und Glycopeptide wurden nach der Fmoc-Strategie an einem 

Peptidsynthesizer Liberty mit einer Mikrowelleneinheit Discover durchgeführt.  

Es wurden Ansatzgrößen zwischen 25 und 100 µmol bezogen auf die entsprechende 

Belegung des verwendeten Harzes gewählt. Das Harz wurde vor Beginn jeder Synthese 

mindestens 24 Stunden bei 40 °C in 5 mL DMF quellen gelassen. 
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Die Fmoc-Entschützung des Harzes erfolgte zweifach mit Piperidin (20 % in DMF) 

(30 Sekunden, 35 W, 75 °C). 

Für die Kupplung der Aminosäuren wurden 0.2 M Lösungen in DMF eingesetzt. Die 

Kupplungsschritte wurden doppelt durchgeführt, wobei jeweils ca. 2 mL der Aminosäure-

lösungen benötigt wurden. Für die Kupplung des Chitobiosylasparagin-Bausteins wurden pro 

Kupplungsschritt 1.2 Äquivalente in jeweils 1.7 mL DMF eingesetzt. Die Aktivierung der 

Carboxylfunktion der Aminosäuren erfolgte mit je 1 mL 0.5 M TBTU in DMF und je 1 mL 

2 M DIPEA in DMF (300 Sekunden, 25 W, 75 °C). Die Kupplung von Cystein, Histidin 

sowie des Chitobiosylasparagin-Bausteins wurde bei jeweils 50 °C durchgeführt. Die 

Kupplung von Arginin wurde über einen Zeitraum von 30 Minuten durchgeführt.  

Anschließend wurden nichtumgesetzte Aminofunktionen mit Essigsäureanhydrid (10 % in 

DMF) blockiert (30 Sekunden, 40 W, 65 °C). Die nachfolgende Fmoc-Entschützung des 

N-Terminus der wachsenden Peptidkette wurde mit Piperidin (20 % in DMF) durchgeführt 

(180 Sekunden, 35 W, 75 °C). Nach allen Reaktionsschritten wurde das Harz mit DMF 

gewaschen. 

Nach der Synthese wurde das polymergebundene Peptid in eine Glasfritte der Porengröße P2 

überführt. Zur Abschätzung der Kupplungsausbeute wurde die Entschützung der 

N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe manuell durchgeführt (AAV2). Die Abspaltung vom Harz 

(AAV4 bzw. AAV5) erfolgte ebenfalls manuell. 

AAV2    Photometrische Bestimmung des Methylenfluorens (Fmoc-Wert) zur 

Bestimmung der Rohausbeute 

Das Harz wurde mehrfach mit Dichlormethan gewaschen und im Wasserstrahlvakuum 

getrocknet. Unter Lichtausschluss wurden 2 mL Piperidin (20 % in DMF) auf das Harz 

gegeben, für 15 Minuten bei RT geschüttelt und die Abspaltlösung aufgefangen. Dieser 

Schritt wurde einmal wiederholt. Anschließend wurde das Harz acht Mal mit je 2 mL DMF 

gewaschen und das Lösungsmittel ebenfalls aufgefangen. Von den vereinten Abspalt- und 

Waschlösungen (20 mL) wurden 100 µL abgenommen und mit 1900 µL DMF verdünnt. Die 

enthaltene Menge Methylenfluoren wurde photometrisch durch die Messung der 

UV-Absorption bei 301 nm quantifiziert. 

Die gemessenen Extinktionswerte (OD) wurden in das Lambert-Beer’sche Gesetz eingesetzt 

(Gleichung 6), um die Stoffmenge nFluoren [mol] zu berechnen und so eine Abschätzung der 

Kupplungsausbeute machen zu können.
[332]
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mit:  301 = 7.95·10
3
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 (molarer Extiktionskoeffizient) 

  V = 0.02 L      (Gesamtvolumen der vereinten Abspaltlösungen) 

  d = 1 cm      (Schichtdicke der Glasküvette) 

  F = 20      (Verdünnungsfaktor) 

Nach der Bestimmung der Methylenfluoren-Menge wurde das Harz mehrfach mit 

Dichlormethan gewaschen, im Wasserstrahlpumpenvakuum getrocknet und bei – 20 °C 

gelagert. 

AAV3    O-Deacetylierung der Glycopeptide an der festen Phase 

Zur Entschützung des peracetylierten Saccharidteils der polymergebundenen Glycopeptide 

wurde das Harz zunächst mehrfach mit abs. Methanol gewaschen und im Wasserstrahl-

vakuum getrocknet. Anschließend wurden 5 mL Hydrazin-Hydrat (20 % in abs. Methanol) 

auf das Harz gegeben und für sechs Stunden bei RT geschüttelt.
[333]

 Die Reaktionslösung 

wurde entfernt, das Harz mehrfach mit Methanol gewaschen, im Wasserstrahlpumpenvakuum 

getrocknet und bei – 20 °C gelagert. 

AAV4    Abspaltung der Peptide und Glycopeptide von der festen Phase unter 

gleichzeitiger Entfernung der Seitenkettenschutzgruppen 

Das Harz wurde mit 3 mL Abspaltlösung, bestehend aus TFA/TIPS/H2O (95:3:2), bedeckt 

und für 90 Minuten bei RT geschüttelt. Die Abspaltlösung wurde aufgefangen, das Harz 

erneut mit 3 mL Abspaltlösung bedeckt und für 90 Minuten geschüttelt. Anschließend wurde 

das Harz drei Mal mit je 2 mL TFA gewaschen und die vereinten Abspalt- und 

Waschlösungen im Ölpumpenvakuum bis zur Trockne eingeengt. 

Das Rohprodukt wurde in 10 mL ddH2O unter Einwirkung von Ultraschall suspendiert und 

gefriergetrocknet. Anschließend wurde das Rohprodukt bei – 20 °C gelagert. 

AAV5    Abspaltung von Cys(Trt)-enthaltenden Peptiden und Glycopeptiden von 

der festen Phase und Ausbildung einer Disulfidbrücke 

Die Abspaltung und Cyclisierung erfolgten unter Sauerstoffausschluss in einer Inertgas-

atmosphäre. Das Harz wurde vor der Abspaltung im Ölpumpenvakuum getrocknet. 
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Das Harz wurde mit 3 mL entgaster Abspaltlösung, bestehend aus TFA/TIPS/H2O (95:3:2), 

bedeckt und für 90 Minuten bei RT geschüttelt. Die Abspaltlösung wurde aufgefangen, das 

Harz erneut mit 3 mL Abspaltlösung bedeckt und für 90 Minuten geschüttelt. Anschließend 

wurde das Harz fünf Mal mit je 2 mL TFA gewaschen und die vereinten Abspalt- und 

Waschlösungen im Ölpumpenvakuum bis zur Trockne eingeengt. 

Das Rohprodukt wurde in einer entgasten und mit Helium gesättigten 0.1 M NH4HCO3-

Lösung (50 mL/µmol Harzäquivalent) unter Einwirkung von Ultraschall gelöst. Anschließend 

wurde unter Zusatz von Luftsauerstoff mittels einer Gasfritte für 72 Stunden bei RT stark 

gerührt. 

Das Rohprodukt wurde mittels Ultrafiltration (AAV6) aus der Lösung isoliert. 

AAV6    Ultrafiltration der cyclisierten Rohprodukte  

Die Ultrafiltrationen wurden mittels einer Rührzelle mit einem Volumen von 400 mL 

(Amicon 8400) und einer Membran aus regenerierter Cellulose (PLAC) mit einer molekularen 

Ausschlussgröße von 1000 Da unter einem Druck von 3 bar durchgeführt. 

Die Ammoniumhydrogencarbonat-haltige Reaktionslösung (AAV5) wurde schrittweise in 

die Rührzelle überführt und auf ein Volumen von 50 mL eingeengt. Danach wurden vier Mal 

je 300 mL ddH2O zugegeben und wiederum auf ein Volumen von 50 mL eingeengt. 

Anschließend wurde die eingeengte Lösung gefriergetrocknet. 

AAV7    Etherextraktion der Rohpeptide 

Vor der Reinigung mittels HPLC wurden wasserunlösliche Bestandteile der Rohprodukte 

entfernt. Hierzu wurde das Rohprodukt mit 5 mL eiskaltem Diethylether versetzt, mittels 

Ultraschallbad homogenisiert und anschließend für fünf Minuten zentrifugiert (8000 g, 4 °C). 

Der Überstand wurde abdekantiert. Der Rückstand wurde in 10 mL ddH2O aufgenommen, 

erneut homogenisiert und gefriergetrocknet. 

AAV8    Reinigung der Rohprodukte mittels RP-HPLC 

Zur Reinigung der Rohprodukte im präparativen Maßstab wurde eine HPLC-Anlage 

BioCAD 700E Perfusion mit einer RP-C18-Säule verwendet. Zur Reinigung im 

semipräparativen Maßstab wurde eine HPLC-Anlage Merck/Hitachi LaChrom L7000 mit 

einer semipräparativen RP-C18-analogen Säule verwendet. Die Reinheitsbestimmung der 
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Peptide erfolgte ebenfalls an dieser HPLC-Anlage im analytischen Maßstab. Das verwendete 

Acetonitril entsprach der Reinheit HPLC gradient grade. 

1 bis 25 mg der Rohprodukte wurden in 350 µL bzw. 1000 µL des Laufmittelgemischs 

aufgenommen, das dem Gemisch bei Methodenstart entspricht, und unter Einwirkung von 

Ultraschall homogenisiert. Zur Abtrennung unlöslicher Verunreinigungen wurde zunächst 

fünf Minuten bei 15000 g zentrifugiert und der Überstand in einem Filtertube (Cellulose-

acetat, 0.22 µm) fünf Minuten zentrifugiert (15000 g). 

Als Eluenten dienten ein entgastes Gemisch aus Wasser/Acetonitril/TFA (95:5:0.1, 

Eluent A) und ein entgastes Gemisch aus Wasser/Acetonitril/TFA (5:95:0.1, Eluent B). Die 

Elution erfolgte bei RT bei Flussraten von 1 mL/min (analytisch), 5 mL/min (semipräparativ) 

oder 20 mL/min (präparativ) mit unterschiedlichen Gradienten. Zur photometrischen 

Detektion dienten ein systeminterner UV-Detektor (Absorption bei 215 und 280 nm, 

BioCAD 700E-Anlage) und ein DAD-Array-Detektor (Absorptionsbereich 200 - 300 nm, 

Merck/Hitachi-Anlage).  

Die einzelnen Fraktionen wurden mithilfe von Fraktionssammlern aufgefangen und einer 

Analyse mittels MALDI-TOF-MS (AAV9) bzw. ESI-MS (AAV10) unterzogen. Produkt-

haltige Fraktionen wurden vereint, das Acetonitril unter vermindertem Druck destillativ 

entfernt und die Produkte gefriergetrocknet. Zeigten die Produkte noch keine 

zufriedenstellende Reinheit, wurde ein weiterer Reinigungsschritt mittels HPLC mit 

verändertem Gradienten durchgeführt. 

AAV9    Aufnahme der MALDI-TOF-Massenspektren 

Die MALDI-TOF-MS-Massenspektren wurden an einem Biflex III-Spektrometer bei einer 

Beschleunigungsspannung von 19 kV und einer Spannung des Sekundär-Elektronen-

Vervielfachers von 3425 V aufgenommen.  

Auf den Probenträger wurden 0.5 µL einer Matrixlösung aufgetragen und im Luftstrom 

kristallisiert. Als Matrices wurden 2,5-Dihydroxybenzoesäure (DHB) (ges. Lösung in 

Methanol/Acetonitril (1:1)) sowie Ferulasäure (FA) (ges. Lösung in Wasser/Acetonitril (2:1)) 

verwendet. Anschließend wurden 0.5 µL der zu untersuchenden Probe (c ~ 10 pmol/µL) 

aufgetragen und erneut im Luftstrom kristallisiert. Gelang eine Detektion mit dieser 

Präparation nicht, wurde eine weitere Schicht Matrix aufgetragen und kristallisiert (Schicht-

präparation).  
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Nach Einbringung des Probenträgers in das Gerät erfolgte eine Kalibrierung mit einem 

Standardsubstanzgemisch (ES Tuning Mix). Die Messungen wurden bei einer Attenuierung 

von 25 bis 35 mit 50 bis 250 Laserpulsen durchgeführt. Signale der Matrixmoleküle im 

Bereich m/z < 800 wurden unterdrückt. 

AAV10   Aufnahme der ESI-Massenspektren 

Die Aufnahme der ESI-Massenspektren erfolgte an einem ESI-TOF-Massenspektrometer im 

negative ion-Modus. Die Konzentration der Proben betrug 10 nmol/mL in Wasser/Acetonitril 

(95:5). 

Bei der Durchführung der Massendetektion mit vorgeschalteter Flüssigchromatographie-

einheit (1220 Infinity LC) wurde folgender Gradient angewendet: 

Eluent A (95% Acetonitril/5 % Wasser)/Eluent B (95% Wasser/5 % Acetonitril): 100/0  

100/0 (1 min)  50/50 (30 min)  0/100 (2 min)  0/100 (2 min)  100/0 (2 min)  100/0 

(0.5 min), Flussrate 0.1 mL/min. Es wurde eine Zorbax Extend-C18-Säule verwendet. Die 

Detektion erfolgte mit einem DAD-Array-Detektor (Absorptionsbereich 200 - 300 nm). 

AAV11   Aufnahme der NMR-Spektren der Peptide und Glycopeptide 

Die NMR-Spektren zur Charakterisierung der Peptide und Glycopeptide wurden an einem 

DRX 500 MHz- oder an einem Avance 700 MHz-Spektrometer aufgenommen. STD-NMR-

Experimente wurden an einem Avance 700 MHz-Spektrometer durchgeführt. 

Die Zuordnung der Signale wurde anhand von 1D-
1
H- und 2D-TOCSY-Spektren 

(mlevgpphw5) und die Verifizierung der Sequenz anhand von 2D-NOESY-Spektren 

(noesygpphw5) in H2O/D2O (9:1) bei einer Temperatur von 285 K durchgeführt. Der pH-Wert 

der Proben wurde mit TFA auf 3.0 eingestellt. Zur Wasserunterdrückung wurde wahlweise 

eine WATERGATE- oder eine excitation sculpting-Pulssequenz verwendet. Die 2D-Spektren 

der Peptide und Glycopeptide wurden phasensensitiv durch TPPI über eine spektrale Breite 

von 10 ppm mit 256 bis 512 Inkrementen in F1 aufgenommen. In F2 wurden 16 bis 64 Scans 

mit 4096 Datenpunkten pro Inkrement aufsummiert. Die TOCSY-Mischzeit betrug 100 ms 

und die NOESY-Mischzeit 500 ms mit einer variablen Wartezeit (5 % der gewählten 

Mischzeit), um eine effektive Nullquantenunterdrückung zu erreichen.  

Für die STD-NMR-Experimente erfolgte eine Zuordnung der Signale anhand von 

2D-TOCSY-Spektren (mlevgpphw5) und die Sequenzierung anhand von 2D-NOESY-
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Spektren (noesygpphw5) in D2O bei einem pH-Wert von 7.4 und einer Temperatur von 

285 K.  

Zur Spektrenprozessierung mit dem Programm TopSpin wurde eine Quadratsinusfunktion 

über den FID gelegt und ein Zerofilling durchgeführt. Die Spektren wurden auf das 

(Rest-)Wassersignal kalibriert (δHDO = 4.69 ppm). Der Phasenfehler wurde manuell und die 

Basislinie automatisch korrigiert.  

AAV12    Aufnahme von CD-Spektren 

Die CD-Spektren wurden an einem CD-Spektrometer J-810 aufgenommen. 

Die peptischen Liganden wurden in H2O gelöst (c = 0.33 nmol/mL) und in eine 

Quarzküvette mit einer Schichtdicke von 1 cm überführt. Die Messungen wurden bei 25 °C 

durchgeführt und erfolgten in einem Wellenlängenbereich von λ = 190 - 270 nm mit einer 

Messgeschwindigkeit von 20 nm/min und einem Messintervall von 1 nm. 

Die Daten wurden nach Savitzky-Golay geglättet und mit dem Programm CDtool 

ausgewertet.
[239]

 

AAV13   Allgemeine Verfahrensweisen zur Zellkultivierung 

Die Kultivierung der adhärenten HOS-Zellen erfolgte in einem Inkubator Heraeus BB6060 

bei 37 °C in einer wassergesättigten CO2-Atmosphäre (5 %). Die Aussaat und das Umsetzen 

der Zellen erfolgten in einer Sterilwerkbank. Das FKS für das Wachstums- und 

Einfriermedium wurde vor der Verwendung hitzedeaktiviert (56 °C, 20 min). Der verwendete 

PBS-Puffer wurde durch Autoklavieren sterilisiert. CCR5-überexprimierende HOS-Zellen 

wurden einmal pro Monat mit Puromycin (1 µg/mL), HOS-Parentalzellen mit Neomycin 

(50 µg/mL) selektiert. Die Zellkulturen wurden regelmäßig mikroskopisch auf einen 

bakteriellen oder mykotischen Befall kontrolliert. 

Die eingefrorenen Zellen wurden bei 37 °C aufgetaut und mit 25 mL Wachstumsmedium 

ausgesät. Alle drei bis vier Tage wurden die Zellen umgesetzt und dabei aufgeteilt. Dazu 

wurde das verbrauchte Medium abgesaugt, die Zellen mit 10 mL PBS-Puffer gewaschen und 

mit 8 mL Trypsin/EDTA-Lösung fünf Minuten bei 37 °C inkubiert. Das Ablösen wurde u. U. 

durch leichtes Aufschlagen der Kulturschale auf den Werkbankboden unterstützt. Das Trypsin 

wurde durch Zugabe von 12 mL Wachstumsmedium inaktiviert. Die abgelösten Zellen 

wurden fünf Minuten bei 150 g und 4 °C zentrifugiert. Der Überstand wurde abgesaugt und 

das Pellet entweder zur Lagerung in Aliquots mit Einfriermedium oder zur erneuten Aussaat 
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mit Wachstumsmedium versetzt. Wurden die Zellen für SPR-Messungen verwendet, wurden 

diese in PBS-Puffer aufgenommen. Die Zellen wurden nicht häufiger als acht Mal umgesetzt. 

Zum Einfrieren wurden die Zellen zügig auf eine Temperatur von - 80 °C gebracht, um die 

Aufnahme des cytotoxischen DMSO zu minimieren. 

Die Zellkonzentration wurde mithilfe einer Neubauer-Zählkammer (0.1 mm 

Tiefe/0.0025 mm
2
) unter dem Mikroskop bestimmt. Dazu wurde die Zellsuspension mit PBS-

Puffer verdünnt (1:10). 10 µL der Verdünnung wurden mit Trypanblau versetzt (1:1). 10 µL 

hiervon wurden in die Zählkammer eingebracht. Der Anteil vitaler Zellen betrug mindestens 

95 %. Blaugefärbte, abgestorbene Zellen wurden nicht mitgezählt. 

Die Zellkonzentration wurde nach Gleichung 7 bestimmt. 

      

  
 (

  
 
)              Gleichung 7 

mit: nZ: Anzahl der Zellen in allen vier Quadraten der Neubauerzählkammer 

AAV14   Liposomenherstellung 

Die Liposomenherstellung erfolgte nach der Vorschrift von B. Huennefeld.
[274]

 

Die HOS-Zellen wurden zunächst durch dreimaliges Zentrifugieren in einen LUV-NMR-

Puffer überführt (150 g, 4 °C, 5 min). Anschließend wurden die Zellen in 6 mL LUV-EDTA-

NMR-Puffer aufgenommen, zentrifugiert und erneut in 6 mL LUV-EDTA-NMR-Puffer 

aufgenommen. Es wurden 200 µL Proteaseinhibitorenmix zugegeben und die Zellkonzen-

tration nach AAV13 bestimmt. Die Suspension wurde unter Eiskühlung für 60 Minuten bei 

50 bar homogenisiert. Das Homogenisat wurde zentrifugiert (150 g, 4 °C, 5 min), der 

Überstand abdekantiert und das Pellet mit 1 mL LUV-EDTA-NMR-Puffer gewaschen. In 

einem weiteren Schritt wurden die vereinten Überstände bei 2000 g zentrifugiert (4 °C, 

10 min), der Überstand abdekantiert und das Pellet mit 1 mL LUV-EDTA-NMR-Puffer 

gewaschen. Die vereinten Überstände wurden bei 10000 g zentrifugiert (4 °C, 90 min), der 

Überstand wurde verworfen und das Pellet in 2 mL LUV-EDTA-NMR-Puffer aufgenommen. 

Nach Zugabe von 200 µL Proteaseinhibitorenmix wurde die Suspension in eine Spritze 

aufgezogen und bei RT elf Mal durch einen Filter der Porengröße 100 nm extrudiert. 
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7.3 Darstellung des Nγ-Chitobiosylasparagin-Bausteins (6) 

Die Reaktionen wurden, wenn nicht anders angegeben, nach der Vorschrift von J. Tost 

durchgeführt.
[130]

 Alle Reaktionen wurden in einer Stickstoffatmosphäre und in käuflich 

erhältlichen, trockenen Lösungsmitteln durchgeführt.  

7.3.1 Darstellung von Chitobioseoctaacetat (2) 

Ausbeute: 

Es wurden 4.61 g (6.81 mmol) Chitobioseoctaacetat (2) isoliert. Das entspricht einer 

Ausbeute von 5 % bezogen auf die Stoffmenge an eingesetzten Dimereinheiten des 

Chitins (1). 

Charakterisierung: 

IUPAC-Name: 2-Acetamido-2-desoxy-4-O-(2-acetamido-2-desoxy-3,4,6-tri-O-acetyl-β-D-

 glucopyranosyl)-1,3,6-tri-O-acetyl-α-D-glucopyranose 

Farbloser Feststoff 

Summenformel: C28H40N2O17 

Molmasse: 676.63 g/mol 

Drehwert: [ ]   
   = + 52° (c = 0.50, Essigsäure) [Lit: [ ] 

   = + 56° (c = 0.52, 

Essigsäure)]
[303]

 

Schmelzpunkt: 306 °C [Lit: 301-303 °C]
[303]

 

Rf-Wert (CHCl3/MeOH (9:1)) = 0.40 

MALDI-TOF-MS: m/z = 677.5 [M+H]
+
; 699.3 [M+Na]

+ 

 

1
H-NMR (500 MHz, DMSO-d6, 300 K): 

δ [ppm] = 8.00 (d, 1H, 
3
JNH,2’ = 9.2 Hz, NH’), 7.93 (d, 1H, 

3
JNH,2 = 9.4 Hz, NH), 5.82 (d, 1H, 

3
J1,2 = 3.6 Hz, H-1), 5.12 (dd, 1H, 

3
J3’,2’ = 10.0 Hz, 

3
J3’,4’ = 10.0 Hz, H-3’), 5.07 (dd, 1H, 

3
J3,2 = 10.9 Hz, 

3
J3,4 = 8.4 Hz, H-3), 4.82 (dd, 1H, 

3
J4’,3’ = 9.6 Hz, 

3
J4’,5’ = 9.8 Hz, H-4’), 4.65 
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(d, 1H, 
3
J1’,2’ = 8.4 Hz, H-1’), 4.35 (dd, 1H, 

3
J6’a,5’ = n. b., 

2
J6’a,6’b = 12.0 Hz, H-6’a), 4.29 

(dd, 1H, 
3
J6’b,5’ = 4.0 Hz, 

2
J6’b,6’a = 12.5 Hz, H-6’b), 4.15 (dd, 1H, 

3
J2,1α = 3.5 Hz, 

3
J2,3 = 

11.2 Hz, H-2), 4.01 (dd, 1H, 
3
J6b,5 = 4.4 Hz, 

2
J6b,6a = 12.0 Hz, H-6b), 3.92 (dd, 1H, 

3
J6a,5 = 

2.0 Hz, 
2
J6a,6b = 12.6 Hz, H-6a), 3.90 – 3.78 (m, 3H, H-4, H-5, H-5’), 3.59 (dd, 1H, 

3
J2’,1’β = 

8.4 Hz, 
3
J2’,3’ = 9.7 Hz, H-2’), 2.15, 2.06, 2.01, 1.99, 1.95, 1.90 (6 x s, 18H, C(O)CH3), 1.78, 

1.74 (2 x s, 6H, NH-C(O)CH3). 

13
C-NMR (125.8 MHz, DMSO-d6, 300 K): 

δ [ppm] = 170.0, 169.9, 169.6, 169.6, 169.4, 169.2 (6 x C(O)CH3), 100.3 (C-1’), 89.7 (C-1), 

75.2 (C-4), 72.4 (C-5’), 70.5 (C-5), 70.3 (C-3’), 70.1 (C-3), 68.2 (C-4’), 61.7 (C-6’), 61.6 

(C-6), 53.6 (C-2), 50.0 (C-2’), 22.6, 22.2 (2 x NH-C(O)CH3), 20.9, 20.7, 20.5, 20.4, 20.3, 

19.2 (6 x C(O)CH3).  

7.3.2 Versuch der enzymatischen Darstellung von Chitobioseocta-
acetat (2) 

Die Synthese wurde nach der Vorschrift von Hackenberger et al. durchgeführt.
[297]

 

20.9 g Chitin (1) (entspricht 49.3 mmol Dimereneinheiten) wurden zwei Stunden in 125 mL 

konz. HCl unter Einwirkung von Ultraschall verdaut. Der erhaltene dunkelbraune Sirup wurde 

unter Rühren in 1.5 L Eiswasser aufgenommen und 16 h bei 4 °C gelagert. Der farblose 

Niederschlag wurde abfiltriert, mit 25 mL 1 M NaOH neutralisiert und mit 25 mL Wasser 

gewaschen. Das Rohprodukt wurde mit 30 mL Aceton sowie 30 mL Diethylether gewaschen, 

der Rückstand in wenig Wasser aufgenommen und anschließend gefriergetrocknet.  

Es wurden 1.97 g kolloidales Chitin in Form eines hellbraunen Feststoffes erhalten. Dieser 

wurde mit 15 mL 0.1 N Na2HPO4-Lösung (pH 6.4) versetzt und das Enzym Chitinase (aus 

Streptomyces griseus: 2.2 mg, 2400 units/g, 5.3 units) zugegeben. Die Suspension wurde 

15 Tage bei 37 °C gerührt. Der nach Filtration erhaltene Rückstand wurde mehrfach mit 

Wasser gewaschen und das Filtrat (rohe Chitobiose (3a)) gefriergetrocknet (DC-Kontrolle 

Filtrat: MeOH/CHCl3 (1:1), Rf = 0.34). 

1.07 g rohe Chitobiose (3a) wurden mit 12.0 mL (13.0 g, 127 mmol) Essigsäureanhydrid und 

1.29 g (15.7 mmol) wasserfreiem Natriumacetat acetyliert Das Reaktionsgemisch wurde zwei 

Tage bei 80 °C gerührt. Das Produkt wurde abfiltriert und mit 8 mL ges. NaHCO3-Lösung 

und 10 mL ges. NaCl-Lösung gewaschen. Anschließend wurde das Produkt aus MeOH 

umkristallisiert (DC-Kontrolle: MeOH/CHCl3 (5:95), Rf = 0.30). 
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Ausbeute: 

Es wurden 420 mg eines farblosen Feststoffes erhalten. Die Charakterisierung per NMR und 

MALDI-TOF-MS ergab, dass es sich bei dem Feststoff nicht um das Produkt 

Chitobioseoctaacetat (2) handelte. 

7.3.3 Darstellung von Chitobiose (3)  

Es wurden 45 mL Methanol mit einer frisch angesetzten Natriummethanolatlösung (1 %) auf 

einen pH-Wert von 9 eingestellt. Dazu wurden unter Kontrolle des pH-Werts 1.01 g 

(1.49 mmol) Chitobioseoctaacetat (2) gegeben und das Gemisch für 16 h bei RT gerührt. 

(DC-Kontrolle: CHCl3/MeOH (1:1), Rf = 0.23) Anschließend wurde die Suspension durch 

Zugabe von Trockeneis neutralisiert (pH-Wert 5 - 7). Das Lösungsmittel wurde unter 

vermindertem Druck destillativ entfernt und der erhaltene Feststoff im Ölpumpenvakuum 

getrocknet. Dieser wurde anschließend mit Hilfe einer Biogelsäule (Porengröße P2, 

Laufmittel: Wasser) gereinigt. 

Ausbeute: 

Es wurden 528 mg (1.25 mmol) Produkt (3) als /-Anomerengemisch (5:1) erhalten. Das 

entspricht einer Ausbeute von 84 %. 

Charakterisierung: 

IUPAC-Name: 2-Acetamido-2-desoxy-4-O-(2-acetamido-2-desoxy-β-D-glucopyranosyl)-D-

 glucopyranose 

Farbloser Feststoff 

Summenformel: C16H28N2O11 

Molmasse: 424.41 g/mol 

Drehwert: [ ]   
   = + 17° (c = 1.0, H2O) [Lit: [ ] 

   = + 18.5° (c = 1.0, H2O)]
[334]

 

Schmelzpunkt: 252 °C [Lit: 245 – 247 °C]
[334]

 

Rf-Wert (CHCl3/MeOH (1:1)) = 0.33 

MALDI-TOF-MS: m/z = 425.2 [M+H]
+
; 447.4 [M+Na]

+ 
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1
H-NMR (400 MHz, D2O, 300 K):  

δ [ppm] = 5.06 (d, 1H, 
3
J1,2 = 3.9 Hz, H-1), 4.59 (d, 1H, 

3
J1,2 = 8.8 Hz, H-1), 4.48 (d, 

1H, 
3
J1’,2’ = 8.3 Hz, H-1’), 3.87 – 3.28 (m, 12H, H-2, H-2’, H-3, H-3’, H-4, H-4’, H-5, H-5’, 

H-6a, H-6b, H-6’a, H-6’b), 2.04, 2.00 (2 x s, 6H, NH-C(O)CH3). 

13
C-NMR (100.6 MHz, D2O, 300 K):  

δ [ppm] = 100.3 (C-1’), 93.7 (C-1), 89.3 (C-1), 78.1 (C-4), 74.8 (C-5’), 73.4 (C-5), 72.3 

(C-3’), 71.0 (C-3), 68.7 (C-4’), 59.0 (C-6’), 58.9 (C-6), 54.6 (C-2), 54.0 (C-2’), 22.2, 22.5 

(2 x NH-C(O)CH3).  

7.3.4 Darstellung von Chitobiosylamin (4)  

Variante 1 

Die Synthese wurde nach der Vorschrift von Likhosherstov et al. durchgeführt.
[296]

 

Zu 1.01 g (2.36 mmol) Di-N-Acetylchitobiose (3) wurden 2 mL gesättigte Ammonium-

hydrogencarbonatlösung gegeben. Das Reaktionsgemisch wurde für 20 h bei 47 °C gerührt, 

wobei durch wiederholte Zugabe von Ammoniumhydrogencarbonat eine Sättigung des 

Reaktionsansatzes gewährleistet wurde. Es erfolgte eine dünnschichtchromatografische 

Reaktionskontrolle (EtOAc/MeOH/H2O (4:3:2), Rf = 0.29). Das Lösungsmittel wurde im 

Vakuum entfernt, der verbliebene Feststoff mehrfach in je 10 mL kaltem Wasser 

aufgenommen und bis zur Gewichtskonstanz gefriergetrocknet. 

Ausbeute: 

Es wurden 931 mg (2.20 mmol) Produkt (4) erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von 

93 %. 

Charakterisierung: 

IUPAC-Name: 2-Acetamido-2-desoxy-4-O-(2-acetamido-2-desoxy-β-D-glucopyranosyl)-β-

 D-glucopyranosylamin 
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Gelblicher/farbloser Feststoff 

Summenformel: C16H29N3O10 

Molmasse: 423.42 g/mol 

Drehwert: [ ]   
   = + 28° (c = 1.0, H2O) 

Schmelzpunkt: 263 °C 

Rf-Wert (EtOAc/MeOH/H2O (4:3:2)) = 0.32  

MALDI-TOF-MS: m/z = 424.3 [M+H]
+
; 446.2 [M+Na]

+ 

 

1
H-NMR (400 MHz, D2O, 300 K):  

δ [ppm] = 4.66 (d, 1H, 
3
J1’,2’ = 7.7 Hz, H-1’β), 4.17 (d, 1H, 

3
J1,2 = 8.7 Hz, H-1β), 3.95 (dd, 

1H, 
2
J6’a,6’b = 12.3 Hz, 

3
J6’a,5’ = n. b., H-6’a), 3.83 (dd, 1H, 

2
J6a,6b = 12.1 Hz, 

3
J6a,5 = n. b., H-

6a), 3.82 – 3.49 (m, 10H, H-2, H-2’, H-3, H-3’, H-4, H-4’, H-5, H-5’, H-6b, H-6’b), 2.09, 

2.07 (2 x s, 6H, NH-C(O)CH3). 

13
C-NMR (100.6 MHz, D2O, 300 K):  

δ [ppm] = 101.5 (C-1’), 84.2 (C-1), 79.8 (C-4), 75.9 (C-5’), 75.4 (C-5), 73.5 (C-3’), 73.2 

(C-3), 69.7 (C-4’), 60.6 (C-6’), 60.3 (C-6), 55.8 (C-2), 55.6 (C-2’), 22.3, 22.1 

(2 x NH-C(O)CH3).  

Variante 2 

Die Synthese wurde analog der Vorschrift von Hackenberger et al. mit unterschiedlichen 

Reaktionsbedingungen durchgeführt (Tabelle 17).
[297]

 

Zu einer Suspension aus Di-N-Acetylchitobiose (3) in Methanol wurde Ammoniumcarbamat 

zugegeben und bei 37 °C gerührt. Danach wurde für eine Stunde bei 0 °C gerührt und der 

farblose Niederschlag abfiltriert. Dieser wurde zweimal mit kaltem Methanol gewaschen und 

im Ölpumpenvakuum für zehn Sekunden getrocknet.  
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Tabelle 17: Reaktionsbedingungen für die Umsetzung zum Chitobiosylamin (4). 

Synthese Reaktions-

dauer [h] 

Reaktanden Rf-Wert Ausbeute 

a 16 

0.51 g (1.19 mmol) Di-N-Acetylchitobiose; 

0.29 g (3.69 mmol) Ammoniumcarbamat; 

12 mL Methanol 

0.36 
81 %  

(0.36 g, 0.94 mmol) 

b 30 

0.49 g (1.19 mmol) Di-N-Acetylchitobiose; 

0.28 g (3.69 mmol) Ammoniumcarbamat; 

12 mL Methanol 

0.30 
81 % 

(0.32 g, 0.94 mmol) 

c 72 

0.18 g (1.19 mmol) Di-N-Acetylchitobiose; 

0.11 g (1.40 mmol) Ammoniumcarbamat; 

10 mL Methanol 

0.38 
57 % 

(0.09 g, 0.22 mmol) 

Es wurden NMR-spektroskopische Untersuchungen des erhaltenen farblosen Feststoffes 

nach der Trocknung im Ölpumpenvakuum für zehn Minuten durchgeführt. Die Anwesenheit 

des Produkts konnte auf diesem Weg nicht erbracht werden. Die Diskussion dieser Reaktion 

befindet sich in Kapitel 4.1.2.  

7.3.5 Darstellung des tBu-geschützen Nγ-Chitobiosylasparagin-Bau-

steins (5)  

Ausbeute: 

Es wurden 1.14 g (1.11 mmol) Produkt (5) erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von 56 % 

bezogen auf Fmoc-L-Asp-OtBu. 

Charakterisierung: 

IUPAC-Name: O
1
-tButyl-N

2
-(fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-N

4
-[3,6-di-O-acetyl-2-acet-

 amido-2-desoxy-4-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamido-2-desoxy-β-D-glucopyranosyl)-

 β-D-glucopyranosyl-]asparagin 

Farbloser Feststoff 

Summenformel: C49H62N4O20 

Molmasse: 1027.05 g/mol 

Drehwert: [ ]   
   = + 2.9° (c = 1.0, DMF) 

Schmelzpunkt: 237 – 238 °C 

Rf-Wert (CHCl3/MeOH (9:1)) = 0.5 

MALDI-TOF-MS: m/z = 1028.1 [M+H]
+
; 1050.4 [M+Na]

+
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1
H-NMR (700 MHz, DMSO-d6, 300 K):  

δ [ppm] = 8.51 (d, 1H, 
3
JNH,H1 = 8.7 Hz, NHα), 8.00 (d, 1H, 

3
JNHAc’,H2’ = 8.8 Hz, NHAc’), 

7.93-7.89 (m, 2H, H-A/H-D), 7.84 (d, 1H, 
3
JNHAc,H2 = 9.3 Hz, N-HAc), 7.74-7.72 (m, 2H, 

H-A/H-D), 7.51 (d, 1H, 
3
JNH,H1 = 8.6 Hz, N-Hγ), 7.43-7.40 (m, 2H, H-B/H-C), 7.32-7.30 (m, 

2H, H-B/H-C), 5.14 (dd, 1H, 
3
JH3’,H2’ = 10.2 Hz, 

3
JH3’,H4’ = 10.2 Hz, H-3’), 5.07 (dd, 1H, 

3
JH1,H2 = 9.4 Hz, 

3
JH1,NHγ = 9.4 Hz, H-1β), 4.96 (dd, 1H, 

3
JH3,H2 = 9.4 Hz, 

3
JH3,H4 = 9.4 Hz, 

H-3), 4.82 (dd, 1H, 
3
JH4’,H3’ = 9.8 Hz, 

3
JH4’,H5’ = 9.8 Hz, H-4’), 4.67 (d, 1H, 

3
JH1’,H2’ = 8.7 Hz, 

H-1’β), 4.35-4.38 (m, 2H, H-F), 4.30 (m, 1H, H-α), 4.27 (m, 1H, H-6a), 4.23 (dd, 1H, 

2
JH6’b,H6’a = 12.1 Hz, 

3
JH6’b,H5’ = 6.8 Hz, H-6’a), 3.97 (dd, 1H, 

2
JH6b,H6a = 12.2 Hz, 

3
JH6b,H5 = 

5.5 Hz, H-6b), 3.91 (dd, 1H, 
2
JH6’a,H6’b = 11.8 Hz, 

3
JH6’a,H5’ = 6.3 Hz, H-6’b), 3.81 (m, 2H, 

H-2’, H-2), 3.72 – 3.68 (m, 1H, H-4), 3.61 – 3.49 (m, 2H, H-5, H-5’), 3.45-3.36 (m, 1H, H-E), 

2.64 (dd, 1H, 
2
JH,H’ = 5.5 Hz, 

3
JH,H = 16.6 Hz, H-β), 2.48 (m, 1H, H-β’), 2.05, 2.02, 1.96, 

1.95, 1.91 (5 x s, 15H, COCH3), 1.75, 1.70 (2 x s, 6H, NHCOCH3), 1.36 (s, 9H, C(CH3)3. 

13
C-NMR (100.6 MHz, DMSO-d6, 300 K):  

δ [ppm] = 170.4 (C-γ), 170.0, 169.6, 169.6, 169.4, 169.3, 169.2, 169.1 (7 x C(O)CH3), 155.8 

(C(O)O-Fmoc), 143.8 (C-C), 140.7 (C-H), 127.6 (C-B/C), 127.0 (C-B/C), 125.2 (C-A), 120.1 

(C-D), 100.0 (C-1’), 80.7 (C(O)(CH3)3), 77.8 (C-1), 75.5 (C-4), 74.1 (C-5), 73.5 (C-3), 72.3 

(C-3’), 70.4 (C-5’), 68.3 (C-4’), 62.6 (C-6’), 61.6 (C-6), 53.8 (C-2’), 52.3 (C-2), 50.7 (C-α), 

37.0 (C-β), 27.5 (O-(CH3)3), 22.6, 22.5 (2 x NH-C(O)CH3), 20.7, 20.5, 20.4, 20.3, 20.2 

(5 x C(O)CH3). 
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7.3.6 Darstellung des Nγ-Chitobiosylasparagin-Bausteins (6)  

Ausbeute:  

Es wurden 810 mg (0.83 mmol) Produkt (6) erhalten. Das entspricht einer Ausbeute von 

75 %.  

Charakterisierung:  

IUPAC-Name: N
2
-(fluoren-9-yl-methoxycarbonyl)-N

4
-[3,6-di-O-acetyl-2-acetamido-2-des-

 oxy-4-O-(3,4,6-tri-O-acetyl-2-acetamido-2-desoxy-β-D-glucopyranosyl)-β-D-gluco-

 pyranosyl-]asparagin 

Farbloser Feststoff 

Summenformel: C45H54N4O20 

Molmasse: 970.94 g/mol 

Drehwert: [ ]   
   = + 4.5° (c = 0.6, DMF) 

Rf-Wert (CHCl3/MeOH (5:1)) = 0.64 

MALDI-TOF-MS: m/z = 971.9 [M+H]
+
 

Im 
1
H-Spektrum war eindeutig zu erkennen, dass die Abspaltung der tert-Butyl-

Schutzgruppe erfolgreich verlaufen war. Daher wurde auf die Charakterisierung mittels 

13
C-NMR verzichtet. 
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1
H-NMR (500 MHz, DMSO-d6, 300 K):  

δ [ppm] = 8.47 (d, 1H, 
3
JNH,H1 = 8.9 Hz, NHα), 7.97 (d, 1H, 

3
JNHAc’,H2’ = 10.0 Hz, NHAc’), 

7.92-7.84 (m, 2H, H-A/H-D), 7.80 (d, 1H, 
3
JNHAc,H2 = 9.5 Hz, NHAc), 7.75-7.62 (m, 2H, 

H-A/H-D), 7.48 (d, 1H, 
3
JNH,H1 = 8.2 Hz, NHγ), 7.44-7.37 (m, 2H, H-B/H-C), 7.35-7.28 (m, 

2H, H-B/H-C), 5.13 (dd, 1H, 
3
JH3’,H2’ = 10.0 Hz, 

3
JH3’,H4’ = 10.0 Hz, H-3’), 5.06 (dd, 1H, 

3
JH1,H2 = 9.4 Hz, 

3
JH1,NH = 9.4 Hz, H-1β), 4.96 (dd, 1H, 

3
JH3,H2 = 9.3 Hz, 

3
JH3,H4 = 9.3 Hz, 

H-3), 4.81 (dd, 1H, 
3
JH4’,H3’ = 9.7 Hz, 

3
JH4’,H5’ = 9.7 Hz, H-4‘), 4.66 (d, 1H, 

3
JH1’,H2’ = 8.3 Hz, 

H-1’β), 4.39-4.32 (m, 2H, H-F), 4.32 – 4.23 (m, 2H, H-α, H-6a), 4.23 (dd, 1H, 
2
JH6’b,H6’a = 

13.3 Hz, 
3
JH6’b,H5’ = 6.5 Hz, H-6’a), 3.97 (dd, 1H, 

2
JH6b,H6a = 12.2 Hz, 

3
JH6b,H5 = 5.5 Hz, H-6b), 

3.90 (dd, 1H, 
2
JH6’a,H6’b = 11.5 Hz, 

3
JH6’a,H5’ = 6.3 Hz, H-6’b), 3.79 (m, 2H, H-2’, H-2), 3.70 

(dd, 1H, 
3
JH4’,H3’ = 9.5 Hz, 

3
JH4’,H5’ = 9.1 Hz, H-4), 3.61 – 3.45 (m, 3H, H-5, H-5’, H-E), 2.63 

(dd, 1H, 
2
JH,H’ = 11.4 Hz, 

3
JH,H = 16.0 Hz, H-β), 2.04, 2.01, 1.95, 1.94, 1.90 (5 x s, 15H, 

COCH3), 1.74, 1.69 (2 x s, 6H, NH-C(O)CH3). H-β’ befand sich unter dem Lösungsmittel-

signal. 
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7.4 Darstellung der peptidischen Liganden 

Um die Auswertung zu erleichtern, wurden die NMR-Spektren zur Peptid-Charakterisierung 

bei der gleichen Temperatur (285 K), wie sie für die STD-NMR-Messungen angewendet 

wurde, akquiriert. Des Weiteren wurden die Spektren sowohl bei pH 3.0 sowie bei pH 7.4 

aufgenommen. Der pH-Wert von 7.4 entspricht den Bedingungen der STD-NMR-Messungen. 

7.4.1 Darstellung des Peptids v3con 

H2N-
296

STRPNNNTRKSIHI
309

-CONH2 

Die Darstellung des Peptids v3con erfolgte gemäß AAV1 mit einer Ansatzgröße von 

100 µmol bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes (0.72 mmol/g). Die terminale 

Fmoc-Schutzgruppe wurde manuell nach AAV2 abgespalten. Die Bestimmung der Menge an 

Methylenfluoren ergab eine abgeschätzte Ausbeute von 21 % (21.4 µmol).  

Die Abspaltung des Peptids vom Harz unter gleichzeitiger Abspaltung der Seitenketten-

schutzgruppen wurde gemäß AAV4 durchgeführt. Nach der folgenden Etherextraktion (nach 

AAV7) wurde das Rohprodukt mit einer Ausbeute von 73 % (119.4 mg, 73.3 µmol) erhalten. 

Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte präparativ gemäß AAV8. 25 mg des Peptids 

wurden in 1 mL Laufmittel gelöst. Zur Trennung wurde der folgende Gradient angewendet:  

Eluent A/Eluent B 90/10  80/20 (1 min)  75/25 (18 min)  0/100 (2 min)  0/100 

(2 min)  90/10 (2 min)  90/10 (0.5 min), Flussrate 20 mL/min. Die Retentionszeit betrug 

6.9 min (Anteil Laufmittel A: 79 %).  

Das Peptid v3con wurde mit einer Ausbeute von 14 % (23.3 mg, 14.3 µmol) und einer 

Reinheit von 71 % erhalten. Die Reinheitsbestimmung erfolgte mittels analytischer HPLC. 

Die massenspektrometrische Charakterisierung des Peptids v3con wurde gemäß AAV9 

durchgeführt. [MW(v3con) = 1636.8 g/mol, MALDI-TOF-MS: m/z = 1638.4 [M+H]
+
; 1659.6 

[M+Na]
+
; 1675.6 [M+K]

+
]. Die NMR-spektroskopische Charakterisierung wurde gemäß 

AAV11 durchgeführt. 
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Tabelle 18: 1H-NMR-spektroskopische Charakterisierung des Peptids v3con.  

Die Messung wurde in H2O/D2O (9:1) bei einem pH-Wert von 3.0 und einer Temperatur von 285 K 

durchgeführt. 

AS NH (
3
JNH-Hα) α β β‘ γ γ‘ δ δ‘ ε 

andere 

Protonen 

Ser296 - 3.992 3.749 3.749 - - - - - - 

Thr297 8.503 (7.3) 3.903 4.137 - 0.953 - - - - - 

Arg298 8.379 (6.6) 4.372 1.598 1.598 1.442 1.442 2.965 2.965 6.983 - 

Pro299 - 4.162 2.047 2.047 1.773 1.773 3.590 3.395 - - 

Asn300 8.425 (6.8) 4.469 2.575 2.536 - - - - - CONH2: 

6.736/7.457 

6.736/7.443 

6.717/7.422 

Asn301 8.332 (6.7) 4.470 2.594 2.516 - - - - - 

Asn302 8.248 (6.7) 4.528 2.692 2.633 - - - - - 

Thr303 7.931 (7.4) 3.903 4.040 - 0.953 - - - - - 

Arg304 8.160 (7.5) 4.079 1.578 1.521 1.402 1.402 2.946 2.946 6.953 - 

Lys305 8.185 (7.2) 4.196 1.559 1.500 1.189 1.189 1.422 1.422 2.731 NH2: 7.332 

Ser306 8.187 (7.3) 4.196 3.571 3.571 - - - - - - 

Ile307 8.012 (6.4) 3.923 1.578 - 0.601 1.110 0.601 - - γ‘‘: 0.895 

His308 8.479 (6.7) 4.470 2.946 2.946 - - - - - 
2H: 8.365              

4H: 7.010 

Ile309 8.114 (7.8) 3.845 1.539 - 0.641 1.208 0.641 - - γ‘‘: 0.914 

CONH2 7.546/6.912          

7.4.2 Darstellung des Glycopeptids v3cong 

H2N-
296

STRPNNNTRKSIHI
309

-CONH2 

(N: Asn-(-D-GlcNAc--D-GlcNAc) 

Die Darstellung des Glycopeptids v3cong erfolgte gemäß AAV1 mit einer Ansatzgröße von 

50 µmol bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes (0.72 mmol/g). Die terminale 

Fmoc-Schutzgruppe wurde manuell nach AAV2 abgespalten. Die Bestimmung der Menge an 

Methylenfluoren ergab eine abgeschätzte Ausbeute von 60 % (29.8 µmol).  

Die Entschützung der Hydroxylgruppen des Chitobiosylbausteins erfolgte gemäß AAV3. 

Die Abspaltung des Glycopeptids vom Harz unter gleichzeitiger Abspaltung der Seitenketten-

schutzgruppen wurde gemäß AAV4 durchgeführt. Nach der folgenden Etherextraktion (nach 

AAV7) wurde das Rohprodukt mit einer Ausbeute von 57 % (58.1 mg, 28.5 µmol) erhalten. 

Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte präparativ gemäß AAV8. 25 mg des Peptids 

wurden in 1 mL Laufmittel gelöst. Zur Trennung wurde der folgende Gradient angewendet: 

Eluent A/Eluent B 90/10  80/20 (1 min)  75/25 (18 min)  0/100 (2 min)  0/100 

(2 min)  90/10 (2 min)  90/10 (0.5 min), Flussrate 20 mL/min. Die Retentionszeit betrug 

7.2 min (Anteil Laufmittel A: 81 %).  
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Das Glycopeptid v3cong wurde mit einer Ausbeute von 15 % (15.3 mg, 7.5 µmol) und einer 

Reinheit von 87 % erhalten. Die Reinheitsbestimmung erfolgte mittels analytischer HPLC. 

Die massenspektrometrische Charakterisierung des Peptids v3con wurde gemäß AAV9 

durchgeführt. [MW(v3cong) = 2042.3 g/mol, MALDI-TOF-MS: m/z = 2043.8 [M+H]
+
; 

2065.5 [M+Na]
+
; 2081.2 [M+K]

+
]. Die NMR-spektroskopische Charakterisierung wurde 

gemäß AAV11 durchgeführt. 

Tabelle 19: 1H-NMR-spektroskopische Charakterisierung des Peptids v3cong.  

Die Messung wurde in H2O/D2O (9:1) bei einem pH-Wert von 3.0 und einer Temperatur von 285 K 

durchgeführt. 

AS NH (
3
JNH-Hα) α β β‘ γ γ‘ δ δ‘ ε

andere 

Protonen 

Ser296 - 3.992 3.749 3.749 - - - - - - 

Thr297 8.501 (7.9) 4.139 3.885 - 0.955 - - - - - 

Arg298 8.379 (6.1) 4.394 1.580 1.580 1.444 1.444 2.967 2.967 6.983 - 

Pro299 - 4.174 2.049 2.049 1.776 1.776 3.574 3.377 - - 

Asn300 8.382 (7.3) 4.472 2.557 2.557 - - - - - CONH2: 

6.738/7.465 

6.738/7.443 

6.718/7.411 

Asn301 8.304 (7.3) 4.491 2.577 2.518 - - - - - 

Asn302 8.287 (7.4) 4.491 2.596 2.518 - - - - - 

Thr303 7.940 (7.2) 4.022 3.964 - 0.955 - - - - - 

Arg304 8.169 (5.4) 4.061 1.580 1.511 1.385 1.385 2.946 2.946 6.955 - 

Lys305 8.200 (7.3) 4.061 1.561 1.561 1.189 1.189 1.502 1.502 2.733 NH2: 7.333 

Ser306 8.193 (7.2) 4.198 3.573 3.573 - - - - - - 

Ile307 8.017 (7.3) 3.925 1.561 - 0.601 1.110 0.601 - - γ‘‘: 0.895 

His308 8.476 (7.2) 4.472 2.909 2.909 - - - - - 
2H: 8.364   

4H: 7.011 

Ile309 8.112 (7.3) 3.846 1.522 - 0.643 1.209 0.643 - - γ‘‘: 0.916 

CONH2 7.544/6.914          
 

 NH NHAc 1 2 3 4 5 6a/b NHAc 

GlcNAc 8.494 (9.1) 8.053 4.765 3.494 3.497 3.397 3.280 */* 1.745 

GlcNAc’ - 8.252 (10.1) 4.315 3.651 3.495 3.221 3.299 */* 1.803 

Tabelle 20: 1H-NMR-spektroskopische Charakterisierung des Peptids v3cong.  

Die Messung wurde in D2O bei einem pH-Wert von 7.4 und einer Temperatur von 285 K durchgeführt. 

AS  α β β‘ γ γ‘ δ δ‘ ε 
andere 

Protonen 

Ser296  4.027 3.787 3.787 - - - - - - 

Thr297  4.178 3.928 - 0.993 - - - - - 

Arg298  4.110 1.618 1.618 1.480 1.480 3.017 3.017 - - 

Pro299  4.209 2.087 2.087 1.814 1.677 3.630 3.416 - - 

Asn300  4.432 2.601 2.584 - - - - - - 

Asn301  4.509 2.578 2.541 - - - - - - 

Asn302  4.510 2.645 2.611 - - - - - - 

Thr303  4.059 3.982 - 0.974 - - - - - 

Arg304  4.099 1.638 1.559 1.406 1.406 2.983 2.983 - - 
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AS  α β β‘ γ γ‘ δ δ‘ ε 
andere 

Protonen 

Lys305  4.099 1.599 1.599 1.208 1.208 1.462 1.462 2.770 NH2: * 

Ser306  4.217 3.615 3.615 - - - - - - 

Ile307  3.960 1.599 - 0.622 1.150 0.622 - - γ‘‘: 0.915 

His308  4.510 2.971 2.971 - - - - - 
2H: 8.411  

4H: 7.050 

Ile309  3.894 1.560 - 0.681 1.228 0.681 - - γ‘‘: 0.935 
 

 NH NHAc 1 2 3 4 5 6a/b NHAc 

GlcNAc - - 4.802 3.625 3.514 3.416 3.318 */* 1.780 

GlcNAc’ - - 4.370 3.689 3.514 3.259 3.376 */* 1.837 

7.4.3 Darstellung des Peptids v3ct15 

H2N-
316

YATGDIIGDIRQAHS
330

-CONH2 

Die Darstellung des Peptids v3ct15 erfolgte gemäß AAV1 mit einer Ansatzgröße von 

100 µmol bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes (0.72 mmol/g). Die terminale 

Fmoc-Schutzgruppe wurde manuell nach AAV2 abgespalten. Die Bestimmung der Menge an 

Methylenfluoren ergab eine abgeschätzte Ausbeute von 49 % (48.9 µmol).  

Die Abspaltung des Peptids vom Harz unter gleichzeitiger Abspaltung der Seitenketten-

schutzgruppen wurde gemäß AAV4 durchgeführt. Nach der folgenden Etherextraktion (nach 

AAV7) wurde das Rohprodukt mit einer Ausbeute von 97 % (156.8 mg, 96.9 µmol) erhalten. 

Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte semipräparativ gemäß AAV8. 5 mg des Peptids 

wurden in 350 µL Laufmittel gelöst. Zur Trennung wurde der folgende Gradient angewendet: 

Eluent A/Eluent B 100/0  75/25 (2 min)  30/70 (18 min)  0/100 (1 min)  0/100 

(2 min)  100/0 (2 min)  100/0 (0.5 min), Flussrate 5 mL/min. Die Retentionszeit betrug 

8.0 min (Anteil Laufmittel A: 59 %).  

Das Peptid v3ct15 wurde mit einer Ausbeute von 12 % (19.9 mg, 12.3 µmol) und einer 

Reinheit von 97 % erhalten. Die Reinheitsbestimmung erfolgte mittels analytischer HPLC. 

Die massenspektrometrische Charakterisierung des Peptids v3ct15 wurde gemäß AAV9 

durchgeführt. [MW(v3ct15) = 1615.8 g/mol, MALDI-TOF-MS: m/z = 1617.0 [M+H]
+
; 1638.2 

[M+Na]
+
; 1654.6 [M+K]

+
]. Die NMR-spektroskopische Charakterisierung wurde gemäß 

AAV11 durchgeführt. 
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Tabelle 21: 1H-NMR-spektroskopische Charakterisierung des Peptids v3ct15.  

Die Messung wurde in H2O/D2O (9:1) bei einem pH-Wert von 3.0 und einer Temperatur von 285 K 

durchgeführt. 

AS NH (
3
JNH-Hα) α β β‘ γ γ‘ δ δ‘ ε

andere 

Protonen 

Tyr316 - 3.957 2.934 2.817 - - 6.900 - 6.607 - 

Ala317 8.378 (6.7) 4.204 1.137 - - - - - - - 

Thr318 8.096 (6.7) 4.028 3.970 - 1.000 - - - - - 

Gly319 8.296 (6.1) 3.716 3.716 - - - - - - - 

Asp320 8.145 (7.3) 4.478 2.641 2.563 - - - - - - 

Ile321 8.020 (7.9) 3.911 1.625 - 0.609 1.196 0.609 - - γ‘‘: 0.922 

Ile322 8.072 (7.3) 3.852 1.605 - 0.648 1.215 0.648 - - γ‘‘: 0.942 

Gly323 8.250 (6.0) 3.677 3.677 - - - - - - - 

Asp324 8.107 (7.3) 4.478 2.661 2.583 - - - - - - 

Ile325 7.943 (7.3) 3.892 1.625 - 0.629 1.215 0.629 - - γ‘‘: 0.942 

Arg326 8.229 (6.7) 4.067 1.567 1.508 1.391 1.333 2.934 2.934 6.970 - 

Gln327 8.178 (7.0) 4.028 1.801 1.703 2.114 2.114 - - - 
NH2: 

6.705/7.354 

Ala328 8.245 (5.1) 3.989 1.089 - - - - - - - 

His329 8.377 (7.3) 4.478 3.032 2.973 - - - - - 
2H: 8.365       

4H: 7.010 

Ser330 8.173 (7.3) 4.165 3.618 3.618 - - - - - -  

CONH2 7.535/6.998          

Tabelle 22: 1H-NMR-spektroskopische Charakterisierung des Peptids v3ct15.  

Die Messung wurde in D2O bei einem pH-Wert von 7.4 und einer Temperatur von 285 K durchgeführt. 

AS  α β β‘ γ γ‘ δ δ‘ ε
andere 

Protonen 

Tyr316  3.993 2.962 2.854 - -  -  - 

Ala317  4.246 1.168 - - - - - - - 

Thr318  4.069 3.997 - 1.027 - - - - - 

Gly319  3.787 3.787 - - - - - - - 

Asp320  4.495 2.646 2.646 - - - - - - 

Ile321  3.888 1.633 - 0.675 1.253 0.675 - - γ‘‘: 0.969 

Ile322  3.949 1.662 - 0.646 1.233 0.646 - - γ‘‘: 0.950 

Gly323  3.728 3.728 - - - - - - - 

Asp324  4.496 2.683 2.600 - - - - - - 

Ile325  3.921 1.672 - 0.666 1.242 0.666 - - γ‘‘: 0.978 

Arg326  4.096 1.604 1.545 1.428 1.378 2.971 2.971 - - 

Gln327  4.071 1.857 1.731 2.131 2.131 - - - - 

Ala328  4.025 - 1.125 - - - - - - 

His329  4.505 3.082 2.991 - - - - - 
2H: 8.365      

4H: 7.010 

Ser330  4.198 3.636 3.636 - - - - - - 
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7.4.4 Darstellung des Peptids v3ct21 

H2N-
310

GPGRAFYATGDIIGDIRQAHS
330

-CONH2 

Die Darstellung des Peptids v3ct21 erfolgte gemäß AAV1 mit einer Ansatzgröße von 

100 µmol bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes (0.72 mmol/g). Die terminale 

Fmoc-Schutzgruppe wurde manuell nach AAV2 abgespalten. Die Bestimmung der Menge an 

Methylenfluoren ergab eine abgeschätzte Ausbeute von 45 % (45.2 µmol).  

Die Abspaltung des Peptids vom Harz unter gleichzeitiger Abspaltung der Seitenketten-

schutzgruppen wurde gemäß AAV4 durchgeführt. Nach der folgenden Etherextraktion (nach 

AAV7) wurde das Rohprodukt mit einer Ausbeute von 65 % (143.2 mg, 65.0 µmol) erhalten. 

Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte semipräparativ in zwei Schritten gemäß AAV8. 

5 mg des Peptids wurden in 350 µL Laufmittel gelöst. Für den ersten Reinigungsschritt wurde 

folgender Gradient angewendet:  

Eluent A/Eluent B 100/0 100/0 (2 min)  50/50 (30 min)  0/100 (2 min)  0/100 

(2 min)  100/0 (2 min)  100/0 (0.5 min), Flussrate 5 mL/min. Die Retentionszeit betrug 

20.7 min (Anteil Laufmittel A: 69 %).  

Der zweite Reinigungsschritt erfolgte mit folgendem Gradienten: Eluent A/Eluent B 80/20 

 80/20 (1 min)  76/24 (13 min)  0/100 (2 min)  0/100 (2 min)  80/20 (2 min)  

80/20 (0.5 min), Flussrate 5 mL/min. Die Retentionszeit betrug 7.4 min (Anteil Laufmittel A: 

78 %). 

 Das Peptid v3ct21 wurde mit einer Ausbeute von 8 % (17.4 mg, 7.9 µmol) und einer 

Reinheit von 86 % erhalten. Die Reinheitsbestimmung erfolgte mittels analytischer HPLC. 

Die massenspektrometrische Charakterisierung des Peptids v3ct21 wurde gemäß AAV9 

durchgeführt. [MW(v3ct21) = 2201.4 g/mol, MALDI-TOF-MS: m/z = 2202.7 [M+H]+; 2224.8 

[M+Na]+; 2240.5 [M+K]+]. Die NMR-spektroskopische Charakterisierung wurde gemäß 

AAV11 durchgeführt. 
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Tabelle 23: 1H-NMR-spektroskopische Charakterisierung des Peptids v3ct21.  

Die Messung wurde in H2O/D2O (9:1) bei einem pH-Wert von 3.0 und einer Temperatur von 285 K 

durchgeführt. 

AS NH (
3
JNH-Hα) α β β‘ γ γ‘ δ δ‘ ε

andere 

Protonen 

Gly310 - 3.831 3.831 - - - - -  - 

Pro311 - 4.260 2.050 2.020 1.757 1.757 3.632 3.359 - - 

Gly312 8.402 (5.5) 3.769 3.710 - - - - - - - 

Arg313 8.072 (6.5) 4.043 1.555 1.483 1.355 1.355 2.929 2.929 6.946 - 

Ala314 8.204 (6.2) 4.020 1.034 - - - - - - - 

Phe315 7.965 (6.7) 4.257 2.734 2.734 - - - - - 
δ/ε/ξ: 

6.895/7.085 

Tyr316 7.783 (7.9) 4.262 2.782 2.740 - - 6.862 - 6.563 - 

Ala317 7.984 (5.5) 4.082 1.152 - - - - - - - 

Thr318 7.908 (6.7) 4.024 4.024 - 0.995 - - - - - 

Gly319 8.220 (5.8) 3.749 3.710 - - - - - - - 

Asp320 8.128 (7.3) 4.472 2.636 2.558 - - - - - - 

Ile321 7.999 (7.6) 3.925 1.648 - 0.624 1.229 0.624 - - γ‘‘: 0.936 

Ile322 8.071 (7.1) 3.866 1.620 - 0.648 1.151 0.604 - - γ‘‘: 0.956 

Gly323 8.255 (5.5) 3.696 3.696 - - - - - - - 

Asp324 8.097 (7.4) 4.472 2.656 2.577 - - - - - - 

Ile325 7.964 (7.0) 3.906 1.659 - 0.663 1.229 0.663 - - γ‘‘: 0.975 

Arg326 8.234 (6.7) 4.071 1.588 1.542 1.405 1.366 2.968 2.968 7.027 - 

Gln327 8.161 (7.0) 4.062 1.835 1.718 2.128 2.128 - - - 
NH2: 

6.718/7.371 

Ala328 8.224 (5.5) 4.003 1.112 - - - - - - - 

His329 8.376 (6.7) 4.492 3.065 2.987 - - - - - 
2H: 8.383       

4H: 7.090 

Ser330 8.177 (7.0) 4.188 3.632 3.632 - - - - - -  

CONH2 7.545/7.012          

Tabelle 24: 1H-NMR-spektroskopische Charakterisierung des Peptids v3ct21.  

Die Messung wurde in D2O bei einem pH-Wert von 7.4 und einer Temperatur von 285 K durchgeführt. 

AS  α β β‘ γ γ‘ δ δ‘ ε
andere 

Protonen 

Gly310  3.841 3.841 - - - - -  - 

Pro311  4.274 2.049 2.049 1.774 1.774 3.666 3.357 - - 

Gly312  3.794 3.707 - - - - - - - 

Arg313  4.061 1.561 1.482 1.365 1.365 2.928 2.928 - - 

Ala314  4.033 1.032 - - - - - - - 

Phe315  4.263 2.753 2.753 - - - - - 
δ/ε/ξ: 

6.893/7.092 

Tyr316  4.282 2.751 2.615 - - 6.873 - 6.581 - 

Ala317  4.111 1.169 - - - - - - - 

Thr318  4.033 4.033 - 1.032 - - - - - 

Gly319  3.768 3.768 - - - - - - - 

Asp320  4.462 2.517 2.517 - - - - - - 

Ile321  3.944 1.658 - 0.642 1.228 0.642 - - γ‘‘: 0.954 

Ile322  3.884 1.638 - 1.248 0.954 0.681 - - γ‘‘: 0.681 

Gly323  3.717 3.717 - - - - - - - 
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AS  α β β‘ γ γ‘ δ δ‘ ε
andere 

Protonen 

Asp324  4.473 2.615 2.615 - - - - - - 

Ile325  3.927 1.697 - 0.681 1.247 0.681 - - γ‘‘: 0.993 

Arg326  4.078 1.580 1.482 1.384 1.384 2.949 2.949 - - 

Gln327  4.062 1.853 1.736 2.126 2.126 - - - - 

Ala328  4.008 1.111 - - - - - - - 

His329  4.510 3.093 2.986 - - - - - 
2H: 8.410       

4H: 7.089 

Ser330  4.204 3.631 3.631 - - - - - - 

7.4.5 Darstellung des Peptids v3o 

H2N-
296

STRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHS
330

-CONH2 

Die Darstellung des Peptids v3o erfolgte gemäß AAV1 mit einer Ansatzgröße von 100 µmol 

bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes (0.72 mmol/g). Die terminale Fmoc-

Schutzgruppe wurde manuell nach AAV2 abgespalten. Die Bestimmung der Menge an 

Methylenfluoren ergab eine abgeschätzte Ausbeute von 37 % (37.1 µmol).  

Die Abspaltung des Peptids vom Harz unter gleichzeitiger Abspaltung der Seitenketten-

schutzgruppen wurde gemäß AAV4 durchgeführt. Nach der folgenden Etherextraktion (nach 

AAV7) wurde das Rohprodukt mit einer Ausbeute von 40 % (154.0 mg, 40.4 µmol) erhalten. 

Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte semipräparativ in zwei Schritten gemäß AAV8. 

5 mg des Peptids wurden in 350 µL Laufmittel gelöst. Für den ersten Reinigungsschritt wurde 

folgender Gradient angewendet:  

Eluent A/Eluent B 90/10  90/10 (3 min)  60/40 (30 min)  0/100 (2 min)  0/100 

(2 min)  90/10 (2 min)  90/10 (0.5 min), Flussrate 5 mL/min. Die Retentionszeit betrug 

16.8 min (Anteil Laufmittel A: 73 %).  

Der zweite Reinigungsschritt erfolgte mit folgendem Gradienten: Eluent A/Eluent B: 80/20 

 80/20 (1 min)  70/30 (14 min)  0/100 (2 min)  0/100 (2 min)  80/20 (2 min)  

80/20 (0.5 min), Flussrate 5 mL/min. Die Retentionszeit betrug 6.4 min (Anteil Laufmittel A: 

74 %). 

Das Peptid v3o wurde mit einer Ausbeute von 3 % (12.2 mg, 3.2 µmol) und einer Reinheit 

von 91 % erhalten. Die Reinheitsbestimmung erfolgte mittels analytischer HPLC. 

Die massenspektrometrische Charakterisierung des Peptids v3o wurde gemäß AAV9 

durchgeführt. [MW(v3o) = 3821.2 g/mol, MALDI-TOF-MS: m/z = 3822.5 [M+H]+; 3843.4 

[M+Na]+]. Die NMR-spektroskopische Charakterisierung wurde gemäß AAV11 durchgeführt. 
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Tabelle 25: 1H-NMR-spektroskopische Charakterisierung des Peptids v3o.  

Die Messung wurde in H2O/D2O (9:1) bei einem pH-Wert von 3.0 und einer Temperatur von 285 K 

durchgeführt. Die Protonen der mit (*) gekennzeichneten Aminosäuren liegen übereinander. 

AS NH (
3
JNH-Hα) α β β‘ γ γ‘ δ δ‘ ε

andere 

Protonen 

Ser296 - 4.019 3.769 3.769 - - - - - - 

Thr297 8.511 (7.4) 4.160 3.925 - 0.995 - - - - - 

Arg298 8.374 (6.6) 4.404 1.601 1.601 1.502 1.463 2.987 2.987 6.911 - 

Pro299 - 4.195 2.070 2.070 1.796 1.678 3.632 3.417 - - 

Asn300 8.422 (7.4) 4.453 2.577 2.577 - - - - - CONH2: 

6.758/7.469 

6.739/7.457 

6.739/7.435 

Asn301 8.347 (7.3) 4.531 2.616 2.558 - - - - - 

Asn302 8.330 (7.4) 4.492 2.617 2.538 - - - - - 

Thr303 7.956 (7.3) 4.062 4.062 - 0.975 - - - - - 

Arg304 8.159 (7.2) 4.081 1.562 1.562 1.424 1.424 2.949 2.949 6.911 - 

Lys305 8.181 (7.0) 4.082 1.581 1.524 1.209 1.209 1.445 1.445 2.756 NH2: 7.358 

Ser306 8.172 (6.7) 4.218 3.594 3.594 - - - - - - 

Ile307* 7.997 (7.5) 3.926 1.640 - 0.624 * 0.624 - - γ‘‘: 0.975 

His308 8.466 (7.3) 4.502 2.968 2.890 - - - - - 
2H: 8.353   

4H: 7.012 

Ile309 8.127 (7.9) 3.984 1.581 - 0.663 1.210 0.604 - - γ‘‘: 0.917 

Gly310 8.215 (5.5) 3.886 3.847 - - - - -  - 

Pro311 - 4.231 2.030 2.030 1.757 1.757 3.593 3.417 - - 

Gly312 8.367 (5.5) 3.710 3.710 - - - - - - - 

Arg313 7.992 (6.6) 4.043 1.581 1.474 1.346 1.346 2.909 2.909 6.951 - 

Ala314 8.140 (6.7) 4.004 1.014 - - - - - - - 

Phe315 7.938 (7.0) 4.257 2.733 2.733 - - - - - 
δ/ε/ξ:

6.874/7.072 

Tyr316 7.782 (7.3) 4.257 2.773 2.597 - - 6.853 - 6.563 - 

Ala317 7.983 (6.7) 4.043 1.151 - - - - - - - 

Thr318 7.909 (6.4) 4.042 4.042 - 0.995 - - - - - 

Gly319 8.215 (5.6) 3.730 3.710 - - - - - - - 

Asp320 8.130 (7.4) 4.472 2.636 2.558 - - - - - - 

Ile321* 7.997 (7.5) 3.926 1.640 - 0.624 * 0.624 - - γ‘‘: 0.975 

Ile322 8.070 (6.7) 3.867 1.620 - 0.606 1.249 0.606 - - γ‘‘: 0.975 

Gly323 8.253 (5.7) 3.691 3.691 - - - - - - - 

Asp324 8.100 (7.5) 4.472 2.656 2.577 - - - - - - 

Ile325 7.964 (7.3) 3.906 1.659 - 0.644 * 0.644 - - γ‘‘: * 

Arg326 8.233 (6.7) 4.082 1.581 1.522 1.405 1.366 2.948 2.948 7.024 - 

Gln327 8.167 (7.3) 4.062 1.835 1.718 2.128 2.128 - - - 
NH2: 

6.719/7.369 

Ala328 8.228 (5.5) 4.003 1.112 - - - - - - - 

His329 8.377 (7.3) 4.492 3.056 2.987 - - - - - 
2H: 8.383       

4H: 7.071 

Ser330 8.175 (6.8) 4.179 3.632 3.593 - - - - - -  

CONH2 7.544/7.012          
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Tabelle 26: 1H-NMR-spektroskopische Charakterisierung des Peptids v3o.  

Die Messung wurde in D2O bei einem pH-Wert von 7.4 und einer Temperatur von 285 K durchgeführt. 

AS  α β β‘ γ γ‘ δ δ‘ ε
andere 

Protonen 

Ser296  4.031 3.786 3.786 - - - - - - 

Thr297  3.939 4.180 - 0.994 - - - - - 

Arg298  4.412 1.659 1.659 1.541 1.486 3.004 3.004 - - 

Pro299  4.205 2.067 2.067 1.795 1.677 3.631 3.416 - - 

Asn300  4.452 2.578 2.578 - - - - - - 

Asn301  4.530 2.617 2.556 - - - - - - 

Asn302  4.510 2.617 2.532 - - - - - - 

Thr303  4.072 4.072 - 0.994 - - - - - 

Arg304  4.080 1.619 1.619 1.477 1.477 2.974 2.974 - - 

Lys305  4.100 1.599 1.540 1.207 1.207 1.462 1.462 2.766 - 

Ser306  4.217 3.602 3.602 - - - - - - 

Ile307  4.001 1.599 - 0.681 1.209 0.603 - - γ‘‘: 0.914 

His308  4.510 2.987 2.987 - - - - - 
2H: 8.374   

4H: 7.030 

Ile309  3.939 1.658 - 0.642 1.228 0.642 - - γ‘‘: 0.994 

Gly310  3.874 3.865 - - - - - - - 

Pro311  4.231 2.030 2.030 1.775 1.775 3.650 3.416 - - 

Gly312  3.710 3.710 - - - - - - - 

Arg313  4.042 1.560 1.560 1.463 1.345 2.923 2.923 - - 

Ala314  4.019 1.013 - - - - - - - 

Phe315  4.274 2.732 2.732 - - - - - 
δ/ε/ξ: 

6.887/7.050 

Tyr316  4.292 2.733 2.615 - - 6.862 - 6.561 - 

Ala317  4.022 1.035 - - - - - - - 

Thr318  4.070 4.070 - 0.993 - - - - - 

Gly319  3.730 3.730 - - - - - - - 

Asp320  4.490 2.636 2.562 - - - - - - 

Ile321  3.965 1.599 - 0.622 1.111 0.622 - - γ‘‘:  0.916 

Ile322  3.926 1.697 - 0.681 1.228 0.681 - - γ‘‘: 0.954 

Gly323  3.691 3.691 - - - - - - - 

Asp324  4.490 2.636 2.562 - - - - - - 

Ile325  3.883 1.638 - 0.681 1.247 0.681 - - γ‘‘:0.935 

Arg326  4.080 1.619 1.619 1.477 1.477 2.974 2.974 - - 

Gln327  4.066 1.873 1.736 2.127 2.127 - - - - 

Ala328  4.022 1.111 - - - - - - - 

His329  4.510 3.091 2.988 - - - - - 
2H: 8.408       

4H: 7.089 

Ser330  4.200 3.631 3.631 - - - - - - 
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7.4.6 Darstellung des Glycopeptids v3og 

H2N-
296

STRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHS
330

-CONH2 

(N: Asn-(-D-GlcNAc--D-GlcNAc) 

Die Darstellung des Glycopeptids v3og erfolgte gemäß AAV1 mit einer Ansatzgröße von 

100 µmol bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes (0.72 mmol/g). Die terminale 

Fmoc-Schutzgruppe wurde manuell nach AAV2 abgespalten. Die Bestimmung der Menge an 

Methylenfluoren ergab eine abgeschätzte Ausbeute von 42 % (41.6 µmol).  

Die Entschützung der Hydroxylgruppen des Chitobiosylbausteins erfolgte gemäß AAV3. 

Die Abspaltung des Peptids vom Harz unter gleichzeitiger Abspaltung der Seitenkettenschutz-

gruppen wurde gemäß AAV4 durchgeführt. Nach der folgenden Etherextraktion (nach 

AAV7) wurde das Rohprodukt mit einer Ausbeute von 28 % (122.6 mg, 28.1 µmol) erhalten. 

Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte semipräparativ in zwei Schritten gemäß AAV8. 

5 mg des Peptids wurden jeweils in 350 µL Laufmittel gelöst. Für den ersten Reinigungs-

sschritt wurde folgender Gradient angewendet:  

Eluent A/Eluent B 90/10  90/10 (3 min)  50/50 (30 min)  0/100 (2 min)  0/100 

(2 min)  90/10 (2 min)  90/10 (0.5 min), Flussrate 5 mL/min. Die Retentionszeit betrug 

17.4 min (Anteil Laufmittel A: 69 %).  

Der zweite Reinigungsschritt erfolgte mit folgendem Gradienten: Eluent A/Eluent B 80/20 

 80/20 (1 min)  70/30 (12 min)  0/100 (2 min)  0/100 (2 min)  80/20 (2 min)  

80/20 (0.5 min), Flussrate 5 mL/min. Die Retentionszeit betrug 6.4 min (Anteil Laufmittel A: 

73 %). 

Das Peptid v3og wurde mit einer Ausbeute von 1 % (4.8 mg, 1.1 µmol) und einer Reinheit 

von 94 % erhalten. Die Reinheitsbestimmung erfolgte mittels analytischer HPLC. 

Die massenspektrometrische Charakterisierung des Peptids v3og wurde gemäß AAV9 

durchgeführt. [MW(v3og) = 4226.7 g/mol, MALDI-TOF-MS: m/z = 4228.0 [M+H]+]. Die 

NMR-spektroskopische Charakterisierung wurde gemäß AAV11 durchgeführt. 
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Tabelle 27: 1H-NMR-spektroskopische Charakterisierung des Peptids v3og.  

Die Messung wurde in H2O/D2O (9:1) bei einem pH-Wert von 3.0 und einer Temperatur von 285 K 

durchgeführt. Die Protonen der mit (*) gekennzeichneten Aminosäuren liegen übereinander. 

AS NH (
3
JNH-Hα) α β β‘ γ γ‘ δ δ‘ ε

andere 

Protonen 

Ser296 - 4.024 3.769 3.769 - - - - - - 

Thr297 8.511 (7.9) 4.159 3.925 - 0.994 - - - - - 

Arg298 8.379 (6.1) 4.413 1.601 1.522 1.463 1.463 * * 6.990 - 

Pro299 - 4.196 2.069 2.069 1.796 1.796 3.632 3.397 - - 

Asn300 8.388 (7.3) 4.433 2.577 2.577 - - - - - CONH2: 

6.738/7.426 

6.758/7.458 

6.758/7.480 

Asn301 8.314 (6.7) 4.511 2.597 2.538 - - - - - 

Asn302 8.288 (6.7) 4.511 2.616 2.558 - - - - - 

Thr303 7.951 (6.8) 4.042 4.042 - 0.975 - - - - - 

Arg304 8.171 (7.3) 4.062 1.620 1.541 1.424 1.366 2.929 2.929 6.990 - 

Lys305 8.188 (8.2) 4.081 1.522 1.580 1.209 1.209 1.444 1.444 * NH2: 7.358 

Ser306 8.182 (6.7) 4.218 3.984 3.984 - - - - - - 

Ile307* 7.998 (7.9) 3.925 1.639 - 0.623 * 0.623 - - γ‘‘: 0.916 

His308 8.468 (7.4) 4.511 2.968 2.890 - - - - - 
2H: 8.353   

4H: 7.012 

Ile309 8.128 (8.1) 3.984 3.847 - 0.662 * 0.662 - - γ‘‘: 0.916 

Gly310 8.216 (6.5) 3.886 3.847 - - - - -  - 

Pro311 - 4.233 2.030 2.030 1.757 1.757 3.593 3.417 - - 

Gly312 8.368 (5.7) 3.710 3.710 - - - - - - - 

Arg313 7.993 (6.7) 4.042 1.581 1.463 1.346 1.346 2.909 2.909 6.953 - 

Ala314 8.142 (6.1) 4.101 1.014 - - - - - - - 

Phe315 7.939 (7.0) 4.257 2.733 2.733 - - - - - 
δ/ε/ξ: 

6.878/7.051 

Tyr316 7.783 (8.2) 4.257 2.772 2.597 - - 6.854 - 6.562 - 

Ala317 7.987 (6.1) 4.081 1.151 - - - - - - - 

Thr318 7.910 (6.7) 4.042 4.042 - 0.995 - - - - - 

Gly319 8.218 (5.6) 3.729 3.729 - - - - - - - 

Asp320 8.127 (7.3) 4.472 2.636 2.558 - - - - - - 

Ile321* 7.998 (7.9) 3.925 1.639 - 0.623 * 0.623 - - γ‘‘: 0.916 

Ile322 8.070 (7.3) 3.866 1.620 - 0.662 * 0.662 - - γ‘‘: 0.937 

Gly323 8.254 (5.6) 3.691 3.691 - - - - - - - 

Asp324 8.097 (7.6) 4.472 2.655 2.577 - - - - - - 

Ile325 7.967 (7.3) 3.905 1.659 - 0.662 * 0.662 - - γ‘‘: 0.975 

Arg326 8.233 (6.7) 4.062 1.600 1.522 1.405 1.365 2.948 2.948 7.026 - 

Gln327 8.163 (7.0) 4.061 1.835 1.717 2.128 2.128 - - - 
NH2: 

6.719/7.371 

Ala328 8.222 (5.5) 4.003 1.112 - - - - - - - 

His329 8.377 (7.9) 4.492 3.065 2.987 - - - - - 
2H: 8.382       

4H: 7.071 

Ser330 8.177 (7.3) 4.178 3.632 3.632 - - - - - - 

CONH2 7.545/7.012          
 

 NH NHAc 1 2 3 4 5 6a/b NHAc 

GlcNAc 8.503 (9.1) 8.064 4.785 3.613 3.515 3.398 3.319 */* 1.780 

GlcNAc’ - 8.259 (10.4) 4.355 3.691 3.515 3.241 3.339 */* 1.834 
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Tabelle 28: 1H-NMR-spektroskopische Charakterisierung des Peptids v3og.  

Die Messung wurde in D2O bei einem pH-Wert von 7.4 und einer Temperatur von 285 K durchgeführt. 

AS  α β β‘ γ γ‘ δ δ‘ ε
andere 

Protonen 

Ser296  4.034 3.787 3.787 - - - - - - 

Thr297  4.186 3.941 - 0.998 - - - - - 

Arg298  4.426 1.631 1.536 1.488 1.488 - - - - 

Pro299  4.198 2.091 2.091 1.809 1.809 3.645 3.419 - - 

Asn300  4.456 2.606 2.524 - - - - - - 

Asn301  4.524 2.639 2.587 - - - - - - 

Asn302  4.524 2.639 2.587 - - - - - - 

Thr303  4.066 4.066 - 1.007 - - - - - 

Arg304  4.085 1.603 1.516 1.447 1.388 - - - - 

Lys305  4.113 1.623 1.554 1.222 1.222 1.457 1.457 2.977 - 

Ser306  4.203 3.644 3.644 - - - - - - 

Ile307  3.972 1.603 - 0.627 * 0.627 - - γ‘‘: 0.971 

His308  4.524 2.992 2.903 - - - - - 
2H: 8.379   

4H: 7.034 

Ile309  4.006 1.603 - 0.685 * 0.685 - - γ‘‘: 0.997 

Gly310  3.888 3.888 - - - - - - - 

Pro311  4.246 2.061 2.061 1.789 1.789 3.430 3.606 - - 

Gly312  3.711 3.711 - - - - - - - 

Arg313  4.066 1.594 1.447 1.359 1.359 - - - - 

Ala314  4.127 1.068 - - - - - - - 

Phe315  4.280 2.752 2.752 - - - - - 
δ/ε/ξ: 

6.893/7.064 

Tyr316  4.280 2.752 2.627 - - 6.866 - 6.566 - 

Ala317  4.106 1.174 - - - - - - - 

Thr318  4.066 4.066 - 1.007 - - - - - 

Gly319  3.755 3.755 - - - - - - - 

Asp320  4.459 2.605 2.521 - - - - - - 

Ile321  3.943 1.662 - 0.635 * 0.635 - - γ‘‘: 0.946 

Ile322  3.887 1.633 - 0.685 * 0.685 - - γ‘‘: 0.959 

Gly323  3.704 3.704 - - - - - - - 

Asp324  4.459 2.605 2.521 - - - - - - 

Ile325  3.929 1.701 - 0.685 * 0.685 - - γ‘‘: 1.016 

Arg326  4.085 1.603 1.516 1.447 1.388 - - - - 

Gln327  4.065 1.865 1.746 2.141 2.141 - - - - 

Ala328  4.027 1.125 - - - - - - - 

His329  4.514 3.094 2.992 - - - - - 
2H: 8.408       

4H: 7.089 

Ser330  4.177 3.937 3.937 - - - - - - 
 

 NH NHAc 1 2 3 4 5 6a/b NHAc 

GlcNAc - - 4.807 3.595 3.489 3.429 3.332 */* 1.789 

GlcNAc’ - - 4.368 3.694 3.528 3.255 3.342 */* 1.857 
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7.4.7 Versuchte Darstellung des cyclischen Peptids v3c 

H2N-cyclo(
296

CTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHC
330

)-CONH2 

Die Darstellung des cyclischen Peptids v3c erfolgte gemäß AAV1 mit einer Ansatzgröße 

von 100 µmol bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes (0.72 mmol/g). Die 

terminale Fmoc-Schutzgruppe wurde manuell nach AAV2 abgespalten. Die Bestimmung der 

Menge an Methylenfluoren ergab eine abgeschätzte Ausbeute von 20 % (20.2 µmol).  

Die Abspaltung des Peptids vom Harz unter gleichzeitiger Abspaltung der Seitenketten-

schutzgruppen wurde gemäß AAV5 durchgeführt. Dabei wurde eine deutliche Polymer-

bildung beobachtet. Nach anschließender Ultrafiltration (AAV6) und Etherextraktion (AAV7) 

wurde das Rohprodukt mit einer Ausbeute von 15 % (57.8 mg, 15.0 µmol) erhalten. 

Die Anwesenheit des Produkts mittels massenspektrometrischem Nachweis (AAV9) konnte 

nicht bestätigt werden.  

7.4.8 Versuchte Darstellung des cyclischen Glycopeptids v3cg 

H2N-cyclo(
296

CTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHC
330

)-CONH2 

(N:Asn-(-D-GlcNAc--D-GlcNAc) 

Die Darstellung des cyclischen Peptids v3cg erfolgte gemäß AAV1 mit einer Ansatzgröße 

von 100 µmol bezogen auf die Belegung des eingesetzten Harzes (0.72 mmol/g). Die 

terminale Fmoc-Schutzgruppe wurde manuell nach AAV2 abgespalten. Die Bestimmung der 

Menge an Methylenfluoren ergab eine abgeschätzte Ausbeute von 14 % (14.1 µmol).  

Die Entschützung der Hydroxylgruppen des Chitobiosylbausteins erfolgte gemäß AAV3. 

Die Abspaltung des Glycopeptids vom Harz unter gleichzeitiger Abspaltung der Seitenketten-

schutzgruppen wurde gemäß AAV5 durchgeführt. Dabei wurde eine deutliche 

Polymerbildung beobachtet. Nach anschließender Ultrafiltration (AAV6) und Etherextraktion 

(AAV7) wurde das Rohprodukt mit einer Ausbeute von 14 % (57.5 mg, 13.5 µmol) erhalten. 

Die Anwesenheit des Produkts konnte massenspektrometrisch nachgewiesen werden 

(AAV9). [MW(v3cg) = 4257.8 g/mol, MALDI-TOF-MS: m/z = 4258.4 [M+H]+]. 

Die Reinigung des Rohprodukts erfolgte semipräparativ gemäß AAV8. 1 mg des Peptids 

wurde in 350 µL Laufmittel gelöst. Zur Trennung wurde der folgende Gradient angewendet:  

Eluent A/Eluent B 100/0  100/0 (1 min)  50/50 (30 min)  0/100 (2 min)  0/100 

(2 min)  100/0 (2 min)  100/0 (0.5 min), Flussrate 5 mL/min.  
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Das Produkt konnte nach der chromatografischen Trennung nicht mehr massenspektro-

metrisch (AAV9) nachgewiesen werden. Die Durchführung einer chromatografischen 

Trennung mit anschließendem spektrometrischem Nachweis mittels ESI (AAV10) verlief 

ebenfalls erfolglos. 

7.4.9 Versuchte Darstellung des cyclischen Peptids v3c37 an der festen 

Phase 

H2N-cyclo(
296

CTRPNNNTRKSIHIGPGRAFYATGDIIGDIRQAHC)NI
332

-CONH2 

Die Darstellung des cyclischen Peptids v3c37 wurde zweimal durchgeführt und erfolgte 

nach einer Vorschrift von Galande et al. gemäß AAV1 mit einer Ansatzgröße von 25 µmol 

bezogen auf die Belegung des eingesetzten Rink-Amid-Harzes (0.17 mmol/g).
[226]

 Das 

Cystein an Position 330 wurde mit einer 4-Methoxytrityl-geschützten Thiolgruppe eingesetzt. 

Das Cystein an Position 296 wurde mit einer S-tert-Butyl-Schutzgruppe eingesetzt.  

Bei der ersten Synthese wurde die Cyclisierung in einer Glasfritte durchgeführt. Dazu wurde 

das sich am Harz befindliche Peptid in die Fritte überführt, mehrfach mit abs. Methanol 

gewaschen und im Wasserstrahlpumpenvakuum getrocknet. Zur Entfernung der S-tert-Butyl-

Schutzgruppe wurden 11 mL 2-Mercaptoethanol (30 % in DMF) auf das Harz gegeben und 

für zweieinhalb Stunden bei RT geschüttelt. Nach Entfernen der Reaktionslösung wurde das 

Harz mit Dichlormethan gewaschen. Zur Aktivierung der entschützten Thiolgruppe wurden 

78.0 mg (250 µmol) 2,2‘-Dithiobis(5-nitropyridin) in 5 mL Dichlormethan auf das Harz 

gegeben und für 80 Minuten bei RT geschüttelt. Nach Entfernen der Reaktionslösung wurde 

das Harz mit Dichlormethan gewaschen. Zur Entfernung der Mmt-Schutzgruppe unter 

gleichzeitiger Bildung der Disulfidbrücke wurden 10 mL einer 1 %igen TFA-Lösung (mit 

5 % TIPS in Dichlormethan) auf das Harz gegeben und bei RT geschüttelt. Die Reaktion 

wurde UV-spektrometrisch bei einer Wellenlänge von 386 nm verfolgt. Dazu wurden jeweils 

50 µL der Reaktionslösung entnommen und mit 1500 µL Dichlormethan verdünnt. Die 

Reaktion wurde solange durchgeführt bis keine Veränderung der UV-Absorption mehr 

festzustellen war (95 Minuten). Nach Entfernen der Reaktionslösung wurde das Harz mit 

Dichlormethan gewaschen. 

Die terminale Fmoc-Schutzgruppe wurde manuell nach AAV2 abgespalten. Die 

Bestimmung der Menge an Methylenfluoren ergab eine abgeschätzte Ausbeute von 88 % 

(22.0 µmol). Die Abspaltung des Peptids vom Harz unter gleichzeitiger Abspaltung der 

restlichen Seitenkettenschutzgruppen wurde gemäß AAV4 durchgeführt. 



156  Experimenteller Teil 

 

 

Nach der Etherextraktion (AAV7) wurde das Rohprodukt mit einer Ausbeute von 12 % 

(12.1 mg, 3.0 µmol) erhalten. 

Bei der zweiten Synthese wurde die Cyclisierung im Mikrowellenreaktor durchgeführt. Zur 

Entfernung der S-tert-Butyl-Schutzgruppe wurden 5 mL 2-Mercaptoethanol (30 % in DMF) 

auf das Harz gegeben (25 W, 60 °C, 7 min). Anschließend wurde das Harz mit DMF gespült. 

Zur Aktivierung der entschützten Thiolgruppe wurden 78.0 mg (250 µmol) 

2,2‘-Dithiobis(5-nitropyridin) in 5 mL Dichlormethan auf das Harz gegeben (25 W, 60 °C, 

7 min). Anschließend wurde das Harz mit DMF gespült. Zur Bildung der Disulfidbrücke 

wurden sechsmal je 3 mL einer 1 %igen TFA-Lösung (mit 5 % TIPS in Dichlormethan) auf 

das Harz gegeben (25 W, 60 °C, 6 x 5 min).  

Die terminale Fmoc-Schutzgruppe wurde manuell nach AAV2 abgespalten. Die 

Bestimmung der Menge an Methylenfluoren ergab eine abgeschätzte Ausbeute von 52 % 

(13.0 µmol). Die Abspaltung des Peptids vom Harz unter gleichzeitiger Abspaltung der 

restlichen Seitenkettenschutzgruppen wurde gemäß AAV4 durchgeführt. 

Nach der Etherextraktion (AAV7) wurde das Rohprodukt mit einer Ausbeute von 24 % 

(24.5 mg, 6.0 µmol) erhalten. 

Die Reinigung der Rohprodukte erfolgte semipräparativ gemäß AAV8. 1 mg des jeweiligen 

Peptids wurde in je 350 µL Laufmittel gelöst. Zur Trennung wurde der folgende Gradient 

angewendet:  

Eluent A/Eluent B 100/0  100/0 (1 min)  50/50 (30 min)  0/100 (2 min)  0/100 

(2 min)  100/0 (2 min)  100/0 (0.5 min), Flussrate 5 mL/min.  

Die Produkte beider Cyclisierungsvarianten konnten nach der chromatografischen Trennung 

nicht massenspektrometrisch (AAV9) nachgewiesen werden. Die Durchführung einer 

chromatografischen Trennung mit anschließendem spektrometrischen Nachweis mittels ESI 

(AAV10) verlief ebenfalls in beiden Fällen erfolglos. 

7.5 STD-NMR 

Um eine optimale Wasserunterdrückung für die STD-NMR-Experimente zu erreichen, 

wurden 1D-
1
H-Spektren mit presat-, WATERGATE- und excitation sculpting-Wasserunter-

drückung von dem Peptid v3ct15 in H2O/D2O (9:1, pH 3.0) aufgenommen.  
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Spektren, die mit einer Vorsättigung des Wassersignals (presat, Pulssequenz: zgpr) 

akquiriert wurden, zeigten ein sehr starkes T1-Rauschen. Diese Art der Wasserunterdrückung 

eignete sich daher nicht für STD-NMR-Messungen. 

Durch die Form des Anregungsprofils der Wasserunterdrückung mit einer WATERGATE-

Pulssequenz (zggpw5) kommt es in der Nähe des Wassersignals und an den Grenzen des 

spektralen Fensters zu einer Intensitätsverringerung der Signale und damit zu Fehlern bei der 

Integration. Dies kann durch Variation der Pulslänge für die Wasserunterdrückung (d19) 

vermieden werden. Es wurden Spektren mit 32 k Datenpunkten und 4096 Scans über eine 

spektrale Breite von 11 Hz aufgenommen. Die Länge des Delays d19 wurde zwischen 90 und 

170 ms gewählt. Die Spektren wurden auf das Wassersignal kalibriert (δHDO = 4.69 ppm). Der 

Phasenfehler und die Basislinie wurden manuell korrigiert.  

Durch das Anregungsprofil der Wasserunterdrückung mit einer excitation sculpting-

Pulssequenz (zgesgp) kommt es zu unterschiedlich intensiven Signalen in der Nähe des 

Wassersignals und an den Grenzen des spektralen Fensters und damit zu Fehlern bei der 

Integration. Durch Variation der Pulslänge für die Wasserunterdrückung (pl12) kann dies 

vermieden werden. Es wurden Spektren mit 32 k Datenpunkten und 2048 Scans über eine 

spektrale Breite von 11 Hz aufgenommen. Die Länge des Pulses pl12 wurde zwischen 2 und 

8 ms gewählt. Die Stärke für den Puls der Wasserunterdrückung (sp1) wurde für jedes 

Experiment optimiert. Die Spektren wurden auf das (Rest-)Wassersignal kalibriert 

(δHDO = 4.69 ppm). Der Phasenfehler und die Basislinie wurden manuell korrigiert.  

7.5.1 STDD-NMR-Experimente 

Die Liposomenlösungen wurden nach AAV14 hergestellt. Die Probenvolumina betrugen 

entweder 650 µL (5 mm Röhrchen) oder 200 µL (3 mm Röhrchen). Die Rezeptorkonzentra-

tionen der Proben lagen zwischen 0.5 und 1.5 nM. Die Ligandkonzentrationen lagen zwischen 

2.4 und 667 µM, was einem Ligandüberschuss von 2.4- bis 833-fach entsprach.  

Zu Beginn jeder Experimentreihe wurden eine ligandhaltige Liposomenprobe (mit dem 

höchsten Ligandüberschuss) und eine ligandfreie Liposomenprobe gleicher Rezeptorkonzen-

tration angesetzt. Es wurde eine Kreuztitration durchgeführt, bei der aus jeder Probe das 

identische Volumen entnommen wurde und in die jeweils andere Probe überführt wurde. Das 

Volumen der Probe und die Rezeptorkonzentration blieben dabei konstant.  
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Die Aufnahme der STD-NMR-Spektren erfolgte an einem Avance 700 MHz-Spektrometer 

bei 285 K. Die Wasserunterdrückung wurde mittels excitation sculpting-Pulssequenz erreicht, 

wobei die optimale Pulsleistung für jede Messreihe individuell bestimmt wurde. 

Alle Experimente einer Messreihe wurden unter identischen Bedingungen aufgenommen. Es 

wurde ein Pseudo-2D-Experiment ohne Spinlock verwendet (stddiffesgp2d.th). Die 

Einstrahlpunkte wurden analog zu B. Hünnefeld bei – 1 ppm (on resonance) und + 40 ppm 

(off resonance) gewählt.
[274]

 Die FIDs der on- und off resonance-Spektren des Pseudo-2D-

NMR-Experiments wurden in zwei Inkrementen eines seriellen Files gespeichert. Die 

Sättigung des Rezeptors wurde durch eine Kaskade von 90°-Gaußpulsen (50 ms) über einen 

Zeitraum von 3 s mit einer Abschwächung der Pulsleistung von 45 dB erreicht. Die 

Experimente wurden über eine spektrale Breite von 12 ppm mit 32 k Datenpunkten und 

2 Inkrementen aufgenommen. Die Scananzahl betrug 2048. Die Detektoreinstellungen 

wurden bei allen Experimenten einer Messreihe beibehalten. Zur Ermittlung der Ligand-

Artefakte wurde jeweils eine liposomenfreie Peptidlösung mit den gleichen 

Aufnahmeparametern vermessen. 

Die Prozessierung der STD-Spektren erfolgte mit einem zerofilling und einer Linienverbrei-

terung von 1 Hz. Die on- und off resonance-Spektren wurden durch den Befehl splitser 

getrennt erhalten. Es wurde eine für das on- und off resonance-Spektrum identische 

automatische Phasen- und Basislinienkorrektur durchgeführt. Das STD-Spektrum wurde 

durch Subtraktion der beiden Spektren erhalten.  

Von jedem ligandhaltigen STD-Spektrum wurde das STD-Spektrum der reinen Liposomen-

lösung abgezogen, um ein STDD-Spektrum zu generieren, das ausschließlich Signale enthält, 

die vom Liganden hervorgerufen werden. Es wurde eine serielle Integration der 

off resonance- und STDD-Spektren durchgeführt, um die absoluten STD-Prozente durch 

Vergleich der Integrale zu erhalten. Die Liposomen-Artefakte wurden durch die Doppel-

differenzbildung eliminiert, die Ligand-Artefakte wurden manuell von den absoluten 

STD-Prozentwerten abgezogen. 

Die STD-Amplifikationsfaktoren wurden erhalten, indem die absoluten STD-Prozente mit 

den entsprechenden Ligandüberschüssen multipliziert wurden. Die KD-Werte der einzelnen 

Ligandprotonen wurden durch Auftragung der STD-Amplifikationsfaktoren gegen die 

Ligandkonzentrationen und einer Anpassung der Sättigungskurve an das one site binding-

Modell ermittelt. 

Die Bestimmung der Bindungsepitope wurde bei einem 200-fachen (296 µM, v3ct15) bzw. 

633-fachen (304 µM, v3ct21) Ligandüberschuss durchgeführt. Hierfür wurde der höchste 
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Wert der absoluten STD-Prozente auf 100 % normiert, um die relativen STD-Prozente zu 

erhalten. 

Da in einigen Fällen eine eindeutige Zuordnung der Ligandsignale mit 1D-STD-NMR-

Spektren nicht möglich war, wurden zweidimensionale STD-HSQC-NMR-Spektren aufge-

nommen. Dazu wurde eine Ligandprobe (v3ct21) mit einer Konzentration von 690 µM in 

LUV-EDTA-NMR-Puffer hergestellt. Es wurde ebenfalls eine Probe mit einer Rezeptor-

konzentration von 5 µM und einer Ligandkonzentration von 690 µM hergestellt.  

Von der Ligandprobe wurde ein phasensensitives, breitbandentkoppeltes HSQC-Spektrum 

mit der Pulssequenz hsqcedetgpsisp.2 aufgenommen (700 MHz, 285 K). Es wurden 138 Hz 

für die C-H-Kopplungskonstante gewählt. Die spektrale Breite in F1 betrug 170 ppm und in 

F2 10 ppm. Die Anzahl der Datenpunkte pro Inkrement betrug 1024 bei 128 Inkrementen. Die 

Scanzahl betrug 768.  

Die Messungen ergaben, dass die gewählte Ligandkonzentration zu niedrig war. Bei höheren 

Ligandkonzentrationen konnte allerdings keine stabile ligandhaltige Liposomenprobe 

hergestellt werden, da die Liposomen nach etwa 30 Minuten aggregierten und sedimentierten. 

Daher wurden in die Auswertung ausschließlich die Signale einbezogen, deren Zuordnung in 

den 1D-STD-NMR-Spektren eindeutig möglich war (Kapitel 4.6.2).  

Die Negativkontrolle wurde mit Parentalliposomen, die keinen CCR5-Rezeptor trugen, und 

dem Peptid v3ct21 durchgeführt. Es wurde eine Parentalliposomenkonzentration gewählt, die 

bei Anwesenheit von CCR5 einer Rezeptorkonzentration von 0.5 µM entsprechen würde. Die 

maximale Ligandkonzentration betrug 333 µM. Der höchste Ligandüberschuss war 666-fach. 

7.6 SPR-Bindungsstudien 

Die SPR-Messungen wurden an einem Biacore J-Gerät bei einer Temperatur von 25 °C 

durchgeführt. Es wurden Messchips mit einer 50 nm dicken carboxymethylierten 

Dextranschicht verwendet (CMD 50M). Als Laufmittel diente steril filtrierter (Celluloseacetat, 

0.2 µm), entgaster PBS-Puffer (pH 7.4). Es wurden frisch geerntete Zellen für die 

SPR-Messungen verwendet, die vor den Messungen drei Mal mit PBS-Puffer gewaschen und 

gezählt (AAV13) wurden.  

Auf dem Messchip diente Flusszelle 2 als Referenzzelle, auf der kein Ligand immobilisiert 

wurde. Pro Messchip wurde ein Peptid auf Flusszelle 1 immobilisiert. Dazu wurden Stamm-

lösungen der Peptide (50 µg/mL) in H2O hergestellt. Zunächst wurde die Chipoberfläche mit 



160  Experimenteller Teil 

 

 

einer frisch angesetzten Lösung aus EDC (0.2 M) und NHS (0.05 M) über eine Kontaktzeit 

von 10 Minuten bei einer Flussrate von 30 µL/min aktiviert. Danach wurde das Peptid 

immobilisiert, indem die jeweilige Stammlösung 1:1 mit einem 10 mM Acetatpuffer (pH 4.0) 

versetzt wurde und über eine Kontaktzeit von sechs Minuten bei einer Flussrate von 

15 µL/min durch eine Flusszelle der Chipoberfläche geleitet wurde. Die Immobilisierung 

wurde solange wiederholt bis eine entsprechende Zunahme der RU-Werte eine 

zufriedenstellende Belegung anzeigte (~ 250 fmol). Nichtumgesetzte Carboxylfunktionen 

wurden abschließend mit Ethanolamin-HCl (1 M, pH 8.5) blockiert (8 min, Flussrate 

30 µL/min). 

In Tabelle 29 sind die Belegungen der einzelnen Messchips aufgeführt. Da die Immobi-

lisierung nicht gleichmäßig gelang, wurden die RU-Werte der Belegung auf 100 fmol 

normiert, um eine Vergleichbarkeit der Messwerte zu vereinfachen. Die ermittelten Werte für 

RUmax wurden für die KD-Wert-Bestimmung ebenfalls entsprechend normiert. 

Tabelle 29: Absolute und auf 100 fmol normierte Belegung der Sensorchip-Flusszellen mit 

den Peptiden. 

Peptid Belegung [RU] Belegung [fmol] auf 100 fmol normierte 

Belegung [RU] 

v3cong 327 185 176 

v3ct15 490 272 158 

v3ct21 2160 981 67 

v3o 136 128 106 

v3og 364 115 317 

Die Aufnahme der Messreihen mit HOS-Zellen erfolgte, indem eine Verdünnungsreihe der 

Zellen in PBS-Puffer mit den Konzentrationen 36, 360, 900, 1800 und 3600 Zellen/µL erstellt 

wurde. Die Zelllösungen wurden vor jeder Messung suspendiert und anschließend über eine 

Kontaktzeit von zwölf Minuten bei einer Flussrate von 15 µL/min über die Chipoberfläche 

geleitet. Die Messungen wurden zunächst mit aufsteigenden Zellkonzentrationen 

durchgeführt. Bei späteren Messungen wurden die Konzentrationen zufällig gewählt. Nach 

dem Ende der Injektionen wurde mindestens zwei Minuten gewartet, bevor die vollständige 

Dissoziation der Zellen von der Chipoberfläche je nach Zellkonzentration durch ein- bis 

vierminütige Regenerationspulse mit SDS (1.7 mM) herbeigeführt wurde.  

Die Negativkontrolle wurde, wie oben beschrieben, mit dem Glycopeptid v3og und 

HOS-Parentalzellen durchgeführt. 
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8 Sicherheitshinweise und Toxikologie 

Gefahrensymbole nach GHS 

Codierung Gefahrenbezeichnung Piktogramm Beschreibung Signalwort 

GHS01  Explosionsgefährlich 
 

Explodierende Bombe Gefahr 

GHS02  
Hochentzündlich; 

leichtentzündlich  
Flamme Gefahr 

GHS03  Brandfördernd 
 

Flamme über einem Kreis Gefahr 

GHS04  - 
 

Gasflasche Achtung 

GHS05  Ätzend 
 

Ätzwirkung Achtung/Gefahr 

GHS06  Sehr giftig; giftig 
 

Totenkopf mit gekreuzten Knochen Gefahr 

GHS07  - 
 

dickes Ausrufezeichensymbol Gefahr 

GHS08  - 
 

Gesundheitsgefahr Gefahr 

GHS09  Umweltgefährlich 
 

Umwelt Achtung/Gefahr 

 
Substanzname Codierung 

nach GHS 

Signalwort H-Sätze P-Sätze 

Aceton 
GHS02 

GHS07 
Gefahr 

225, 319, 336 

EUH066  

210, 233, 240, 241, 242, 243, 264, 

280, 303+361+353, 

305+351+338, 337+313, 

370+378, 403+235, 501 

Acetonitril 
GHS02 

GHS07 
Gefahr 

225, 302, 312, 

319, 332 

210, 233, 240, 241, 242, 243, 261, 

264, 280, 301+312, 302+352, 

303+361+353, 304+340, 

305+351+338, 322, 330, 

337+313, 370+378, 403+235, 501 

Ammoniumcarbamat  GHS07 Achtung 302 264, 301+312, 330, 501 

Ammoniumhydrogencarbonat  GHS07 Achtung 302 264, 301+312, 330, 501 

Antipain Kein gefährliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

O-(Benzotriazol-1-yl)-

N,N,N',N'-tetra-

methyluroniumtetrafluoroborat  

GHS07 Achtung 315, 319, 335  

261, 264, 280, 302+352, 

304+340, 305+351+338, 312, 

321, 332+313, 337+313, 362, 

403+233, 405, 501  

Bio-Gel P-2, 200 - 400 mesh Kein gefährliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Chitin Kein gefährliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Chitinase (EC 3.2.1.14) Kein gefährliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 
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Substanzname Codierung 

nach GHS 

Signalwort H-Sätze P-Sätze 

Chloroform 
GHS07 

GHS08 
Achtung 

302, 315, 350, 

373  

201, 202, 260, 264, 280, 281, 

301+312, 302+352, 308+313, 

321, 330, 332+313, 362, 405, 501  

Deuteriumoxid Kein gefährliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Dichlormethan GHS08 Achtung 351 201, 202, 281, 308+313, 405, 501  

Diethylether 
GHS02 

GHS07 
Gefahr 

224, 302, 336, 

EUH019, 

EUH066 

210, 233, 240, 241, 242, 243, 264, 

280, 301+312, 303+361+353, 

330, 370+378, 403+235, 501 

N,N-Diisopropylethylamin 

GHS02 

GHS05 

GHS07 

Gefahr 
225, 301, 314, 

412 

210, 233, 240, 241, 242, 243, 260, 

264, 273, 280, 301+312, 

301+330+331,303+361+353, 

304+340, 305+351+338, 310, 

321, 370+378, 403+235, 405, 501 

2,5-Dihydroxybenzoesäure GHS07 Achtung 315, 319, 335 

261, 264, 280, 302+352, 

304+340, 305+351+338, 312, 

321, 332+313, 337+313, 362, 

403+233, 405, 501 

N-(3-Dimethylaminopropyl)-N-

ethyl-carbodiimidhydrochlorid 

GHS05 

GHS07 
Gefahr 315, 318, 335 

261, 264, 280, 302+352, 

304+340, 305+351+338, 310, 

321, 332+313, 362, 403+233, 

405, 501 

N,N-Dimethylformamid 
GHS07 

GHS08 
Gefahr 

312, 319, 332, 

360D  

201, 202, 261, 264, 280, 281, 

302+352, 304+340, 

305+351+338, 308+313, 312, 

322, 373+313, 363, 405, 501  

N,N-Dimethylsulfoxid-d6 Kein gefährliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Essigsäure (100%) 
GHS02 

GHS05 
Gefahr 226, 314 

210, 233, 240, 241, 242, 243, 260, 

264, 280, 301+330+331, 

303+361+353, 304+340, 

305+351+338, 310, 321, 

370+378, 403+235, 405, 501 

Essigsäureanhydrid  

GHS02 

GHS05 

GHS07 

Gefahr 
226, 302, 314, 

332  

210, 233, 240, 241, 242, 243, 260, 

264, 280, 301+312, 

301+330+313, 303+361+353, 

304+340, 305+351+338, 310, 

321, 370+378, 403+235, 405, 501  

ES Tuning Mix Unbekannte Gefährdung im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Ethanol GHS02 Gefahr 225 

210, 233, 240, 241, 242, 243, 280, 

303+361+353, 370+378, 

403+235, 501 

Ethanolamin-HCl 
GHS05 

GHS07 
Gefahr 

302, 312, 314, 

332 

260, 264, 280, 301+312, 

301+330+331, 302+352, 

303+361+353, 304+340, 

305+351+338, 310, 321, 405, 501  
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Substanzname Codierung 

nach GHS 

Signalwort H-Sätze P-Sätze 

Ethylacetat 
GHS02 

GHS07 
Gefahr 

EUH066, 225, 

319, 336 

210, 233, 240, 241, 242, 243, 264, 

280, 303+361+353, 

305+351+338, 337+313, 

370+378, 403+235, 501 

Ethylendiamintetraacetat-d16 GHS07 Achtung 319 264, 280, 305+351+338, 337+313 

Ferulasäure GHS07 Achtung 315, 319, 335 

361, 264, 280, 302+352, 

304+340, 305+351+338, 312, 

321, 332+313, 337+313, 362, 

403+233, 405, 501 

Fötales Kälberserum Kein gefährliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Fmoc-Aminosäurederivate Unbekannte Gefährdung im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Fmoc-Rink-Amid-Harz Unbekannte Gefährdung im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Fmoc-Rink-Amid-AM-Harz Unbekannte Gefährdung im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Hydrazinhydrat-Monohydrat 

GHS02 

GHS05 

GHS06 

GHS08 

GHS09 

Gefahr 

226, 301, 311, 

314, 317, 331, 

350, 410 

201, 202, 210, 240, 241, 242, 243, 

260, 264, 273, 280, 281, 

301+310, 301+330+331, 

302+352, 303+361+353, 

304+340, 305+351+338, 

308+313, 321, 333+313, 

370+378, 391, 403+233, 

403+233, 405, 501  

N-Hydroxysuccinimid Kein gefährliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Kaliumchlorid Kein gefährliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Kaliumdihydrogenphosphat Kein gefährliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Leupeptin Unbekannte Gefährdung im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

2-Mercaptoethanol 

GHS05 

GHS06 

GHS09 

Gefahr 
302, 311, 314, 

332, 411 

260, 264, 273, 280, 301+312, 

301+330+331, 302+352, 

303+361+353, 304+340, 

305+351+338, 310, 321, 390, 

405, 501 

Methanol 

GHS02 

GHS06 

GHS08 

Gefahr 
225, 301, 311, 

331, 370 

210, 240, 241, 242, 243, 260, 264, 

280, 301+310, 302+352, 

303+361+353, 304+340, 321, 

330, 370+378, 403+233, 

403+235, 405, 501 

Natrium 
GHS02 

GHS05 

Gefahr 

EUH014, 260, 

314 

223, 231+232, 260, 264, 280, 

301+330+331, 303+361+353, 

304+340, 305+351+338, 310, 

321, 335+334, 370+378, 

402+404, 405, 501 

Natriumacetat Kein gefährliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Natriumazid 
GHS06 

GHS09 
Gefahr 

EUH032, 300, 

410 

264, 273, 301+310, 321, 330, 

391, 405, 501 

Natriumchlorid Kein gefährliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 
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Substanzname Codierung 

nach GHS 

Signalwort H-Sätze P-Sätze 

Natriumdodecylsulfat 
GHS02 

GHS07 
Achtung 

302, 312, 315, 

319, 335 

261, 264, 280, 301+312, 

302+352, 304+340, 

305+351+338, 321, 330, 

332+313, 337+313, 362, 

403+233, 405, 501 

Natriumhydrogencarbonat Kein gefährliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Natriumhydroxid GHS05 Gefahr 314 

260, 264, 280, 301+330+331, 

303+361+353, 304+340, 

305+351+383, 310, 321, 405, 501 

Natriumsulfat Kein gefährliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Dinatriumhydrogenphosphat-

Monohydrat 
Kein gefährliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Neomycin Unbekannte Gefährdung im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Pefabloc GHS05 Gefahr 314 

260, 264, 280, 301+330+331, 

303+361+353, 304+340, 

305+351+338, 310, 321, 405, 501 

Penicillin Unbekannte Gefährdung im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Pepstatin Kein gefährliches Produkt im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Piperidin 

GHS02 

GHS05 

GHS06 

Gefahr 
225, 311, 314, 

331 

210, 240, 241, 242, 243, 260, 264, 

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

303+361+353, 304+340, 

305+351+338, 310, 321, 

370+378, 403+233, 403+235, 

405, 501  

Puromycin Unbekannte Gefährdung im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Pyridin 
GHS02 

GHS07 
Gefahr 

225, 302, 312, 

332 

210, 233,240, 241, 242 ,243, 260, 

264, 280, 301+312, 302+352, 

303+361+353, 304+340, 322, 

330, 370+378, 403+235, 501 

RPMI-Medium 1640 Unbekannte Gefährdung im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

Salzsäure (37 %) 
GHS05 

GHS07 
Gefahr 314, 335 

260, 264, 280, 301+330+331, 

303+361+353, 304+340, 

305+351+338, 310, 321, 

403+233, 405, 501 

Schwefelsäure (95-97 %) GHS05 Gefahr 314 

260, 264, 280, 301+330+331, 

303+361+353, 304+340, 

305+351+338, 310, 321, 405, 501 

Streptomycin Unbekannte Gefährdung im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

2,2‘-Dithiobis(5-nitropyridin) GHS07 Achtung 315, 319, 335 

261, 264, 280, 302+352, 

304+340, 305+351+338, 312, 

321, 332+313, 337+313, 362, 

403+233, 405, 501 
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Substanzname Codierung 

nach GHS 

Signalwort H-Sätze P-Sätze 

Toluol 

GHS02 

GHS07 

GHS08 

Gefahr 

225, 304, 315, 

336, 361D, 

373 

201, 201, 210, 233, 240, 241, 242, 

243, 260, 264, 280, 281, 

301+310, 302+352, 

303+361+353, 308+313, 321, 

331, 332+313, 370+378, 

403+235, 405, 501 

Trifluoressigsäure 
GHS05 

GHS07 
Gefahr 314, 332, 412  

260, 264,  273, 280, 

301+330+331, 303+361+353, 

304+340, 305+351+338 310, 321, 

405, 501 

Triisopropylsilan 
GHS02 

GHS07 
Achtung 

226, 315, 319, 

335 

210, 240, 241, 242, 243, 261, 264, 

280, 302+352, 303+361+353, 

304+340, 305+351+338, 312, 

321, 332+313, 337+313, 

370+378, 403+233, 403+235, 

405, 501  

Tris-(hydroxymethyl)-

aminomethan-11 
GHS07 Achtung 315, 319, 335 

261, 264, 280, 302+352, 

304+340, 305+351+338, 312, 

321, 332+313, 337+313, 362, 

403+233, 405, 501 

Trypanblau GHS08 Gefahr 350 201, 202, 281, 308+313, 405, 501 

Trypsin-EDTA Unbekannte Gefährdung im Sinne der Richtlinie 67/548/EWG 

 

Auflistung der verwendeten KMR-Substanzen, GHS Kat. 1A und 1B 

CAS-Nr. Stoffname Kategorie Verfahren und eingesetzte 

Menge 

Anzahl der 

Experimente 

68-12-2 N,N-Dimethylformamid 1B Peptidsynthese, 90 L 15 

7803-57-8 Hydrazinhydrat-Monohydr. 1B Peptidsynthese, 5 mL 15 

72-57-1 Trypanblau 1B Zellkultur, 1 mL 25 
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1D-, 2D- ein-, zweidimensional 

7TM Sieben-α-Helix-Transmembranrezeptor 

AAV Allgemeine Arbeitsvorschrift 

abs. absolutiert  

Ac Acetyl- 

Ac2O Essigsäureanhydrid 

AIDS acquired immunodeficiency syndrome 

Äq Äquivalent 

AS Aminosäure 

Boc tert-Butyloxycarbonyl 

CCR C-Typ-Chemokinrezeptor 

CD Circulardichroismus 

CDx cluster of differentiation 

Chi Chitobiose (N-Acetyl-D-glucosaminyl-β1,4-N-acetyl-D-glucosamin) 

COSY correlated spectroscopy 

CV column volume 

CXCR CX-Typ-Chemokinrezeptor 

d Dublett 

d Dauer x eines NMR-Delays 

δ chemische Verschiebung 

-dn n-fach deuteriert 

Da Dalton 

DC Dünnschichtchromatographie 

DCM Dichlormethan 

dd Dublett von einem Dublett 

ddH2O bidestilliertes Wasser (18.8 MΩ) 

DHB 2,5-Dihydroxybenzoesäure 

DIPEA N,N-Diisopropylethylamin 

DLS Dynamische Lichtstreuung 

DMF N,N-Dimethylformamid 

DMSO Dimethylsulfoxid 

DNA desoxyribonucleic acid 

dsDNA double stranded DNA 

EA Ethanolamin 

EC extracellular 

ECL Extrazellulärer Loop 

EDC N-Ethyl-N′-(3-dimethyl-aminopropyl)carbodiimidhydrochlorid 

EDTA Ethylendiamin-N,N,N‘,N‘-tetraacetat 

EE Essigsäureethylester (Ethylacetat) 

ELISA enzyme-linked immunosorbent assay 

ESI electron spray ionisation 

EtOH Ethanol 

Et2O Diethylether 

FA Ferulasäure (4-Hydroxy-3-methoxyzimtsäure) 

Fab Fragment antigen binding, Antigen-bindendes Fragment eines Antikörpers 

Fc flow cell, Biacore-Flusszelle 

FID free induction decay 

FKS Fötales Kälberserum 

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl 

Fuc Fucose 

FT Fourier-Transformation 

Gal Galactose 
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ges. gesättigt 

GHOST green fluorescent human osteosarcoma 

GlcNAc N-Acetyl-2-amino-2-desoxy-D-glucose 

GP Glycoprotein 

GPCR G-protein coupled receptor 

HAART Hochaktive antiretrovirale Therapie 

HMBC heteronuclear multiple bond correlation 

HR-MAS high resolution magic angle spinning 

HSQC heteronuclear single quantum correlation 

HTS high throughput screening 

HIV Humanes Immundefizienz-Virus 

HOS human osteosarcoma 

HPLC high performance liquid chromatography 

IC intracellular 

ICL Innerzellulärer Loop 

J skalare Kern-Kern-Kopplungskonstante 

k 1k entspricht 1024 Einheiten 

KD thermodynamische Dissoziationskonstante [mol/L] 

kDa Kilodalton 

koff Dissoziationsgeschwindigkeitskonstante [s
-1

] 

kon Assoziationsgeschwindigkeitskonstante [M
-1

·s
-1

] 

LB line broadening - Faktor für exponentielle Multiplikation 

LC liquid chromatography 

LUV large unilamellar vesicles 

m Multiplett 

M Stoffmengenkonzentration [mol/L] 

Man Mannose 

MALDI matrix assisted laser desorption/ionisation 

Me Methyl 

MeCN Acetonitril 

MeOH Methanol 

MHC major histocompatibility complex 

min Minute 

MIP macrophage inhibitory protein 

MLV multilamellar vesicles 

Mmt 4-Monomethoxytrityl- 

MS Massenspektrometrie 

MVV multivesicular vesicles 

MW Molmasse [g/mol] 

MWCO Molmassenausschlussgrenze (molecular weight cut off) 

m/z Masse/Ladung 

NaOAc Natriumacetat 

NHS N-Hydroxysuccinimid 

n. b. nicht bestimmt 

n. d. nicht detektiert 

NIH National Institutes of Health 

NMP N-Methyl-2-pyrrolidon 

NMR nuclear magnetic resonance 

NNRTI nicht-nukleosidischer Reverse Transkriptase-Inhibitor 

NOE nuclear Overhauser enhancement 

NOESY nuclear Overhauser enhancement and exchange spectroscopy 

NRTI nukleosidische Reverse Transkriptase-Inhibitoren 

ns number of scans 

NtRTI Nukleotid-analoger Reverse Transkriptase-Inhibitor 

ODx optische Dichte bei λ = x nm 

OtBu tert-Butyloxy 
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P Protein 

PAL 5-(4-Aminomethyl-3,5-dimethoxyphenoxy)-valeriansäure (Peptidamid-Linker) 

Pbf 2,2,4,6,7-Pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl 

PBS Phosphatpuffer (phosphate buffered saline) 

PEG Polyethylenglycol 

Pen Penicillin 

PFG pulsed field gradient 

PG protecting group 

Pip Piperidin 

pl power level eines NMR-Pulses 

PND principal neutralizing domain 

ppm parts per million 

PS polystyrene support 

Py Pyridin 

RANTES regulated upon activation T-cell expressed and secreted 

RNA ribonucleic acid 

ROESY rotating frame nuclear Overhauser and exchange spectroscopy 

RP reversed phase 

RPMI Rosewell Park Memorial Institute  

Rf Retentionsfaktor 

rpm Umdrehungen pro Minute (rounds per minute) 

Rt Retentionszeit 

RT Raumtemperatur; Reverse Transkriptase 

RU Einheit der SPR-Antwort (response unit) 

s Singulett 

SDF stromal cell-derived factor 

SDS Natriumdodecylsulfat (sodium dodecyl sulphate) 

Sia Sialinsäure 

sp shaped pulse eines NMR-Experiments 

SPPS Festphasenpeptidsynthese (solid phase peptide synthesis) 

SPR Oberflächenplasmonenresonanz (surface plasmon resonance) 

ssRNA single stranded RNA 

StBu tert-Butylthio 

STD Sättigungstransfer-Differenz 

STDD Sättigungstransfer-Doppeldifferenz 

Strep Streptomycin 

SUV Small Unilamellar vesicles 

t Triplett 

T Temperatur [K, °C] 

TC Phasenübergangstemperatur [K, °C] 

T1, T2 longitudinale bzw. transversale Relaxationszeit 

T1ρ Spin-Gitter-Relaxationszeit im rotierenden Koordinatensystem 

TBTU O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N‘,N‘-tetramethyluroniumtetrafluoroborat 

tBu tert-Butyl 

tert tertiär 

TFA Trifluoressigsäure 

TIPS Triisopropylsilan 

TOCSY total correlated spectroscopy 

TOF time of flight 

TPPI time proportional phase increment 

TRIS Tris-(hydroxymethyl-)aminomethan 

Trt Trityl (Triphenylmethyl) 

WATERGATE water suppression by gradient tailored excitation 

WHO World Health Organization 

v/v Volumen per Volumen 

x g x-faches der Gravitation 
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Aminosäuren 

Aminosäure Dreibuchstabencode Einbuchstabencode 
Seitenkettenschutz- 

gruppe(n) 

Alanin Ala A - 

Arginin Arg R Pbf 

Asparagin Asn N Trt 

Asparaginsäure Asp D tBu 

Cystein Cys C Trt, StBu, Mmt 

Glutaminsäure Gln Q Trt 

Glutamin Glu E tBu 

Glycin Gly G - 

Histidin His H Trt 

Isoleucin Ile I - 

Leucin Leu L - 

Lysin Lys K Boc 

Methionin Met M - 

Phenylalanin Phe F - 

Prolin Pro P - 

Serin Ser S tBu 

Threonin Thr T tBu 

Tryptophan Trp W Boc 

Tyrosin Tyr Y tBu 

Valin Val V - 

 



Anhang  I 

Anhang 

Daten der STD-NMR-Messungen 

Tabelle 30: STD-Amplifikationsfaktoren und KD-Werte der STD-NMR-Messungen mit 

dem Peptid v3ct15. 

Die mit (*) gekennzeichneten Werte liegen im Bereich unspezifischer Wechselwirkungen mit dem Rezeptor und 

wurden nicht in die Berechnung des KD-Wertes mit einbezogen. 

 STD-Amplifikationsfaktor 

Konz. Peptid 

v3ct15 [µM] 
Hδ, Tyr316 Hε, Tyr316 Hγ, Gln327 Hγ‘, Ile325 

0.0 0.000 0.000 0.000 0.000 

3.6 - 0.028 0.038 0.016 

7.0 - - 0.069 0.032 

14.9 0.161 0.462 0.318 - 

37.0 0.354 2.022 0.386 0.259 

74.1 1.948 1.185 0.470 0.248 

148.0 2.193 3.836 1.020 0.849 

222.0 3.521 4.756 - 0.871 

296.0 1.511 4.433 2.989 0.844 

519.0 5.073 9.254 3.430 2.502 

667.0 13.030 18.660 4.030 5.746 

KD-Wert 

[µM] 
492.1 194.3 813.7 200.8 

Tabelle 31: STD-Amplifikationsfaktoren und KD-Werte (> 500 µM) der STD-NMR-

Messungen mit dem Peptid v3ct21. 

Die mit (*) gekennzeichneten Werte liegen im Bereich unspezifischer Wechselwirkungen mit dem Rezeptor und 

wurden nicht in die Berechnung des KD-Wertes mit einbezogen. 

 
STD-Amplifikationsfaktor 

Konz. Peptid 

v3ct21 [µM] 
H4, H329 Hα, D320/D324 Hα, A317 Hα, I322 Hβ, D324 

0.0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

2.4 0.113 0.056 0.225 0.216 - 

4.8 0.225 0.669 0.171 - 0.613 

12.1 0.281 - 0.807 0.152 1.353 

24.1 3.255 0.670 0.123 - 6.407 

48.0 - - 5.350 2.567 3.378 

71.9 5.384 - 4.413 - 4.481 

96.2 6.985 3.706 6.232 3.356 - 

120.0 - - - - 8.447 

168.0 - - - - - 

232.0 11.988 9.775 13.508 - 13.368 

304.0 22.820* - 16.542 - 10.320 
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STD-Amplifikationsfaktor 

Konz. Peptid 

v3ct21 [µM] 
H4, H329 Hα, D320/D324 Hα, A317 Hα, I322 Hβ, D324 

352.0 32.209* 11.045 - 10.751 21.911 

400.0 52.824* 20.217* 18.492 34.068* 70.309* 

KD-Wert 

[µM] 
551.7 583.7 574.7 881.8 877.3 

Tabelle 32: STD-Amplifikationsfaktoren und KD-Werte (< 500 µM) der STD-NMR-

Messungen mit dem Peptid v3ct21. 

Die mit (*) gekennzeichneten Werte liegen im Bereich unspezifischer Wechselwirkungen mit dem Rezeptor und 

wurden nicht in die Berechnung des KD-Wertes mit einbezogen. 

 
STD-Amplifikationsfaktor 

Konz. Peptid 

v3ct21 [µM] 
Hδ, Y316 Hε, Y316 Hα‘, G312 Hδ, R326 

Hβ, Y316 / 

Hβ, F315 
Hβ, I325 

Hβ, A314 / 

Hγ, T318 

Hγ‘, 

I321/I322 

0.0 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

2.4 - - - 0.054 0.035 0.089 - 0.112 

4.8 1.095 4.067 0.125 0.258 - 0.240 0.025 0.139 

12.1 - 4.878 0.393 0.409 1.152 0.571 0.291 0.768 

24.1 - 9.602 0.210 0.637 1.614 1.407 - - 

48.0 5.915 - 0.830 1.292 -- 2.134 - 1.508 

71.9 - - 1.307 1.501 8.766 3.165 3.941 - 

96.2 7.885 - 1.228 1.780 10.220 4.390 - - 

120.0 - - - 2.419 - - - - 

168.0 - - - - - - - - 

232.0 - 26.658 4.949* 3.905 10.963 6.057 - 7.511 

304.0 9.072 37.999 5.931* 9.621* 8.898 - - 6.404 

352.0 9.283 45.118 - - 19.883* - 4.555 - 

400.0 51.052* 37.769 - 14.219* 55.520* 8.781 7.141 19.473* 

KD-Wert 

[µM] 
33.4 191.8 173.1 470.4 55.5 235.6 82.3 245.8 

Daten der SPR-Messungen 

Tabelle 33: Auf 100 fmol Belegung normierte Messdaten der SPR-Untersuchungen des 

Glycopeptids v3cong. 

angenommene 

Rezeptorkonz. [nM] 

Messung 1 

[RU] 

Messung 2 

[RU] 

Messung 3 

[RU] 

Messung 4 

[RU] 

Mittelw. 

[RU] 

Standardabw. 

0.00 0.0    0.00 - 

0.60 73.6 77.5   75.55 2.76 

5.98 118.8 113.1 116.4  116.10 2.86 

14.95 148.3 149.8 155.7 151.2 151.25 3.19 

29.89 197.9 198.7   198.30 0.57 

59.78 212.6 195.0   203.80 12.45 



Anhang  III 

Tabelle 34: Auf 100 fmol Belegung normierte Messdaten der SPR-Untersuchungen des 

Peptids v3ct15. 

angenommene 

Rezeptorkonz. [nM] 

Messung 1 

[RU] 

Messung 2 

[RU] 

Messung 3 

[RU] 

Messung 4 

[RU] 

Mittelw. 

[RU] 

Standardabw. 

0.00 0.0    0 - 

0.60 22.3 17.1 16.0  18.47 3.37 

5.98 88.7 94.8 84.8  89.43 5.04 

14.95 114.3 112.4 117.2  114.63 2.42 

29.89 132.6 134.7 127.4 128.8 130.88 3.37 

59.78 150.9 143.7 155.4 142.5 148.13 6.11 

Tabelle 35: Auf 100 fmol Belegung normierte Messdaten der SPR-Untersuchungen des 

Peptids v3ct21. 

angenommene 

Rezeptorkonz. 

[nM] 

Messung 1 

[RU] 

Messung 2 

[RU] 

Messung 3 

[RU] 

Messung 4 

[RU] 

Messung 5 

[RU] 

Mittelw. 

[RU] 

Standardabw. 

0.00 0.0     0.00 - 

0.60 9.3 7.1 7.0 7.1 9.1 7.92 1.17 

5.98 23.4 22.3 21.1 22.5  22.33 0.95 

14.95 28.0 28.1 27.5   27.87 0.32 

29.89 34.3 30.3 34.7   33.10 2.43 

59.78 36.7 37.2 36.3   36.73 0.45 

Tabelle 36: Auf 100 fmol Belegung normierte Messdaten der SPR-Untersuchungen des 

Peptids v3o. 

angenommene 

Rezeptorkonz. [nM] 

Messung 1 

[RU] 

Messung 2 

[RU] 

Messung 3 

[RU] 

Mittelw. 

[RU] 

Standardabw. 

0.00 0.0 - - 0.00 - 

0.60 34.8 34.5 32.1 33.80 1.48 

5.98 43.8 42.8 50.3 45.63 4.07 

14.95 71.4 64.5 65.9 67.27 3.65 

29.89 80.9 78.8 78.7 79.47 1.24 

59.78 102.2 104.1 113.6 106.63 6.11 

Tabelle 37: Auf 100 fmol Belegung normierte Messdaten der SPR-Untersuchungen des 

Glycopeptids v3og. 

angenommene 

Rezeptorkonz. [nM] 

Messung 1 

[RU] 

Messung 2 

[RU] 

Messung 3 

[RU] 

Mittelw. 

[RU] 

Standardabw. 

0.00 0.0 - - 0.00 - 

0.60 74.4 69.9 72.3 72.20 2.25 

5.98 129.0 150.7 129.7 136.47 12.33 

14.95 180.6 188.2 185.5 184.77 3.85 

29.89 269.0 271.0 248.2 262.73 12.63 

59.78 275.7 283.0 280.8 279.83 3.75 
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