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Teil I: Synthese und Anwendung eines

photoschaltbaren zellgangigen Peptids

1. Einleitung

1.1 Zellpenetrierende Peptide

Die Plasmamembran eukaryotischer Zellen grenzt das Zellinnere gegen den
extrazellularen Raum ab, wobei die Aufnahme von bioaktiven Substanzen uber
vielfaltige Mechanismen erreicht wird und meist einer komplexen Regulation
unterliegt. Wahrend kleine, hydrophobe Molekiile oftmals direkt durch die Lipid-
doppelschicht diffundieren konnen, werden fir hydrophile Substanzen
spezifische Transportsysteme genutzt.! Fiir zellfremde Stoffe, die nicht tber
einen der oben genannten Mechanismen aufgenommen werden, stellt die
Lipiddoppelschicht oftmals eine untberwindbare Barriere dar, was die Anwend-

barkeit vieler Wirkstoffe in biologischen Systemen stark limitiert.!”

-« v
Auflen e _ = vVV

Cytoplasma - @ v

Abbildung 1.1: Verschiedene Mechanismen der Membrantranslokation: Schwarz: Passive
Diffusion durch die Lipiddoppelschicht. Grin: Erleichterte Diffusion durch ein Kanalprotein; Pink:
Erleichterte Diffusion vermittelt durch einen selektiven Transporter. Blau: Aktiver Transport
entgegen einem Konzentrationsgradienten unter Energieverbrauch (ATP-Hydrolyse).

Aus diesem Grund wurden verschiedene Strategien entwickelt, um thera-

peutische oder bildgebende Substanzen in Zellen einzuschleusen, wie



Mikroinjektion, Elektroporation, sowie Liposom-basierte oder virale Vektoren.?
Um 1990 wurden kurze kationische Peptidsequenzen, mit der Fahigkeit die
Zellmembran zu durchqueren, identifiziert. Die ersten Peptide stammten dabei
aus zwei zellgangigen Proteinen: Trans-Activator of Transcription TAT aus dem
humanen Immundefizienz-Virus HIV ~ (TAT-Peptid) und Antennapedia
homeodomain aus Drosophila melanogaster (Transportan).*® Seither wurde
eine Vielzahl dieser sogenannten zellpenetrierenden Peptide (engl.: cell-
penetrating peptide, CPP) entdeckt und charakterisiert.!! Die meisten dieser
Peptide zeichnen sich durch eine positive Nettoladung aus, bedingt durch eine
Arginin- (Arg, R) oder Lysin- (Lys, K) reiche Sequenz und besitzen oftmals einen
amphiphilen Charakter.¥! In Tabelle 1.1 sind die wichtigsten Vertreter der CPPs

und ihre Aminosauresequenz aufgelistet.

Tabelle 1.1: Ubersicht tiber einige wichtige Vertreter der CPPs, ihre Aminoséuresequenzen

sowie eine grobe Klassifizierung gemaf ihrer Eigenschaften. SAP kurz fur ‘sweet arrow

peptide .

Peptid Sequenz Eigenschaften
Nonaarginin'® RRRRRRRRR kationisch
TAT-Peptid® GRKKRRQRRRPPQ kationisch
Penetratin® RQIKIWFQNRRMKWKK kationisch, amphiphil
Transportan®® GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL  kationisch, amphiphil
SAPY] (VRLPPP), kationisch, amphiphil
SAP(E)™ (VELPPP); anionisch, amphiphil

Seit ihrer Entdeckung wurden verschiedenste Studien durchgefuhrt, um den
genauen Mechanismus der Zellaufnahme dieser Peptide aufzuklaren.™**® Dabei
konnte jedoch kein allgemeingultiges Modell fir die Membrantranslokation
gefunden werden. Der Aufnahmemechanismus scheint vielmehr variabel zu sein
und hangt von Faktoren wie der Konzentration und Art des Peptides™, Zelltyp
und Zelldichte®®® sowie der konjugierten Fracht’® ab. Dabei konnten zwei
elementar verschieden Vorgange nachgewiesen werden: Zum einen die direkte
Translokation durch die Zellmembran, welche vor allem bei hohen Konzen-

trationen, amphiphilen CPPs und kleinen Frachtmolekilen beobachtet wird und



zum anderen die vesikulare Aufnahme. Die verschiedenen postulierten Auf-
nahmemechanismen sind in Abbildung 1.2 schematisch dargestellt. Lange Zeit
wurde angenommen, dass eine elektrostatische Interaktion zwischen den positiv
geladenen Peptiden und den negativ geladenen Bestandteilen der
Plasmamembran essenziell fur die Aufnahme der Peptide sei, jedoch wurde von
Martin et al. ein anionisches, amphiphiles CPP entwickelt, das trotz einer

negativen Nettoladung effizient von Zellen aufgenommen wird.!*”

( direkte Penetration vesikulare Aufnahme \

transiente Porenbilung

Makropinozytose

‘Teppich’ Modell

Endozytose:

- Clathrinabhangig

- Caveolin vermittelt

- Clathrin/Caveolin unabhangig

= g
&/ Zytoplasma G

DOUOQ zellpenetrierendes Peptid
- Plasmamembran

Inverse Mizelle

Abbildung 1.2: Verschiedene postulierte Aufnahmemechanismen der CPPs. Auf der linken Seite
sind drei Modelle fir die direkte Penetration schematisch dargestellt, wobei entweder die Bildung
von inversen Mizellen, eine transiente Porenbildung oder eine groR3flachige Bedeckung und
Ausdiinnung der Membran (‘Teppich’-Modell) als Grundlage fur die Membrantranslokation
angenommen wird. Im Gegensatz dazu sind im rechten Teil die vesikularen
Aufnahmemechanismen dargestellt, die fir verschiedene CPPs unter verschiedenen
Bedingungen beobachtet wurden. Abbildung enthommen aus o,

Obwohl also der Aufnahmemechanismus nicht komplett geklart und fur eine
bestimmte Kombination von Peptid und Fracht nur bedingt vorhersagbar ist,
wurden CPPs in unzahligen Studien eingesetzt, um verschiedenste Substanzen

in Zellen einzuschleusen. Das Spektrum der transportierten Frachtmolekile

5



reicht dabei von relativ kleinen Farb- oder Wirkstoffen™® tber biologische

(19]

Makromolekille wie Proteine und Oligonukleotide®®?) bis hin zu

anorganischen Nanopartikeln!?22,

1.1.1 Gezielte Wirkstoffzufuhr mit zellpenetrierenden Peptiden

CPPs werden meist unspezifisch von allen Zelltypen aufgenommen. Diese breite
Anwendbarkeit ist zwar einerseits von Vorteil, kann jedoch auch zum Problem
werden, wenn Substanzen selektiv in ausgewdahlte Zellen oder Gewebe
aufgenommen werden sollen. Diese gezielte Wirkstoffzufuhr ist in der
Krebstherapie von besonderem Interesse und seit vielen Jahren Gegenstand der
Forschung.”®?¥ Durch eine gezielte Freisetzung der Chemotherapeutika am
Behandlungsort und eine selektive Aufnahme in Krebszellen wird die Effizienz
des Wirkstoffs erhoht, bei gleichzeitiger Reduktion der Nebenwirkungen in nicht
betroffenen Geweben.*®!

Aus diesem Grund wurden verschiedene Strategien entwickelt, um die Zell-
gangigkeit der CPPs zu kontrollieren und eine selektivere Aufnahme zu
erreichen. Die meisten Systeme beruhen dabei auf einer inaktiven Form des
Peptids, die durch einen externen Ausloser wie Hitze®®, pH-Anderung®®” oder

lichtinduzierte Entschiitzung®® aktiviert und zellgangig wird.

1.1.2 Aktivierbare zellpenetrierende Peptide

Fur die Gruppe der kationischen CPPs, zu denen die oft verwendeten

Oligoarginine (Argg, Arg,) zahlen, wurde gezeigt, dass die Zellaufnahme auf einer

initialen elektrostatischen Interaktion mit den stark negativ geladenen
Heparansulfat-haltigen Proteoglykanen (HSPG) der Plasmamembran basiert.°
Die Zugabe von Heparin, einem loslichen Analogon der HSPG, inhibiert diese
Wechselwirkung mit der Zellmembran und verhindert damit die Aufnahme in
Zellen.B®? Dieses Prinzip der Inhibiton von CPPs durch polyanionische
Substanzen wurde in der Arbeitsgruppe von R. Y. Tsien angewandt, um die

sogenannten aktivierbaren zellpenetrierenden Peptide (ACPPs) zu entwickeln.BY



Dabei ist ein zellgangiges Oligoarginin Uber eine spaltbare Haarnadelstruktur
(turn) mit einer inhibitorischen polyanionischen Peptidsequenz (meist
Oligoglutamat) verbunden. Wird die Verbindung nun gespalten, dissoziiert die
polyanionische Domé&ne und das aktivierte CPP wird samt konjugierter Fracht

von den Zellen aufgenommen.?

Spaltstelle

Protease

o<

Oligoarginin
+++++++++

Oligoarginin
+++++++++

Oligoglutamat

Zytoplasma

Abbildung 1.3: Funktionsprinzip der ACPPs: In der intakten Form werden die Peptide kaum von
Zellen aufgenommen. Erst bei Anwesenheit einer Protease wird die inhibitorische Doméane

abgespalten, und das freigesetzte Oligoarginin wird in die Zellen aufgenommen. Abbildung

modifiziert entnommen austY.

ACPPs werden hauptsachlich eingesetzt, um verschiedene biologische Prozesse
mit hervorragender raumlicher Auflésung sichtbar zu machen, wobei ein
Fluorophor am Polykation, oder zwei Forster Resonanzenergietransfer (FRET)-
fahige Farbstoffe an beiden Termini der Peptide angebracht sind.*? Je nach
Fragestellung wurden verschiedene Verbindungselemente zwischen der
Oligoarginin- und der Oligoglutamatsequenz eingebracht, die durch
unterschiedliche dulRere Faktoren spaltbar sind. Zum Beispiel konnte auf diese

Weise ein Sensor fir Wasserstoffperoxid (H,O,) entwickelt werden, wobei sich

ein Borsaure-Derivat im Peptidrickgrat befindet, welches unter Anwesenheit von
H,0, gespalten wird."**!

Die wichtigste Anwendung der ACPPs ist jedoch im Bereich der Tumor-
Bildgebung zu vermerken. Die spaltbare Verbindungsstelle ist in diesem Fall eine
kurze Aminosduresequenz (PLGLAG), welche ein Substrat der Matrix-
Metalloprotease 2 (MMP 2) darstellt.®" Die Hauptaufgabe der MMPs ist der Ab-

und Umbau der extrazellularen Matrix, und sie werden von Krebszellen verstéarkt



exprimiert, wobei sie eine zentrale Rolle beim Tumorwachstum und der
Metastasierung spielen.®* Durch die verstarkte Anwesenheit dieser Proteasen in
der Umgebung von Krebszellen, werden die ACPPs gezielt am Ort des Tumors
freigesetzt. Damit stellen diese Peptide eine vielversprechende Mdglichkeit zur

Identifikation und Lokalisation sowie der Behandlung verschiedener Krebsarten
dar 131 35-36]

1.2 Licht-schaltbare Biomolekiile und -konjugate

Die meisten zellularen Prozesse unterliegen einer komplexen Regulierung,
sodass sie nur zu bestimmten Zeiten und an definierten Orten innerhalb einer
Zelle oder eines Gewebes ablaufen. Dabei kann ein Biomolekul, abhangig von
Ort und Zeit, haufig verschiedene Aufgaben erfullen.®”? Will man diese
biochemischen Ablaufe verstehen und gezielt in diese eingreifen, ist eine
ebensolche lokale und temporéare Kontrolle der Wirkstofffreisetzung essenziell.
Licht kann mit hoher rdumlicher und zeitlicher Prazision angewandt werden,
womit sich die Frage nach geeigneten lichtsensitiven Molekilen sowie deren
Einbringung in biologische Systeme stellt.

Ein Ansatz zur Entwicklung von Licht-aktivierbaren Biomolekilen ist die
Maskierung einer essenziellen Funktionalitat durch eine photosensitive Gruppe
(‘caging).”® Zu diesem Zweck wurde eine groRe Anzahl an photolabilen
Schutzgruppen entwickelt und beschrieben®®, wie zum Beispiel ortho-
Nitrobenzylalkohol und dessen Derivate!*®?. Die Abspaltung der Schutzgruppe ist
dabei eine irreversible Photoreaktion, und das Molekil bleibt danach solange
aktiv, bis es Uber andere unbestimmte Mechanismen aus dem System entfernt
wird. Im Gegensatz dazu kann bei sogenannten Photoschaltern reversibel
zwischen zwei Zustanden ausgewahlt werden.[*! In Tabelle 1.2 ist eine Ubersicht
Uber verschiedene photoschaltbare Molekiile gegeben, die bei Bestrahlung mit
Licht einer bestimmten Wellenlange eine reversible Anderung ihrer Struktur
erfahren. Diese kdnnen in zwei Gruppen unterteilt werden, wobei bei Bestrahlung
entweder eine Doppelbindung cis/trans-isomerisiert wird (Azobenzol, Stilben,
Hemithioindigo) oder ein Ringschluss, beziehungsweise eine Ringoffnung
stattfindet (Spiropyrane, Diarylethene, Fulgide)."*!



Tabelle 1.2: Verschiedene photoschaltbare Molekile und zugehdérige Isomerisierungsreaktion.

Substanzklasse Isomerisierung
RI
2R\ N=N
— uv —
Az nzol _ —_— 7 N\
obenzole N=N A oder Vis \‘/ — R
2\ R
R/
. uv =
Stilbene —_— w» 7\
UV2 ‘ —\R‘
R

Hemithioindigos Vis,
ViSZ
Spiropyrane UVVis,
T uvvis,
. uv
Diarylethene :
Vis

(Thiophen-)Fulgide

1.2.1 Azobenzol-Derivate und deren Anwendung als Photoschalter

Derivate der in Tabelle 1.2 gezeigten Gruppen wurden an diverse Biomolekule
konjugiert um deren Funktion durch Bestrahlung zu steuern, wobei mit

Nukleinsauren!*?, Peptiden*®, Proteinen*¥, Lipiden®® und Kohlenhydraten!*®! ein



sehr breites Spektrum abgedeckt wurde. Die am héaufigsten verwendete und am
besten untersuchte Verbindung ist dabei das Azobenzol, was durch die meist
einfache Synthese, die guten photochemischen Eigenschaften sowie der relativ
groRen Strukturéanderung bei der Isomerisierung zu erklaren ist.[*!

Azobenzol (AB) und einige Derivate sind schon seit dem frihen 19ten
Jahrhundert bekannt®” und stellen seitdem eine wichtige Molekiilklasse unter
den synthetischen Farbstoffen dar. Es dauerte jedoch fast 100 Jahre bis Hartley
im Jahre 1937 nachweisen konnte, dass Azobenzol in zwei verschiedenen
Isoformen vorkommt, welche durch Bestrahlung ineinander umgewandelt werden
konnen."®! Die beiden Isomere unterscheiden sich in der Konfiguration der
zentralen N-N-Doppelbindung, wobei das trans-Isomer eine annahernd planare
Struktur annimmt, wahrend die Benzolringe der cis-Form aufgrund des sterischen

Anspruchs gegeneinander verdrillt sind.”!

a)

" /@ 360 nm ©/
©/ N A oder 440 nm @

B 7 &
b)
300 400 500

A [nm]

Abbildung 1.4: a) Strukturen und Isomerisierungsreaktion von Azobenzol. b) Raumfullende
Modelle der beiden Isomere, angeféarbt nach dem elektrostatischen Potential (rot = negativ, blau =
positiv). ¢) UV/Vis-Absorptionsspektren der trans- und der cis-Form des Azobenzols in Ethanol.
Abbildung modifiziert entnommen aus®”.

Die UV/Vis-Absorptionsspektren der beiden Azobenzol-Isomere sind in Abbildung
1.4c dargestellt. Trans-AB zeigt eine starke Absorptionsbande um 320 nm
(T—1T*) sowie eine schwachere Bande bei 440 nm (n—11*). Die cis-Form zeigt
eine etwas starkere Absorption im blauen Spektralbereich wahrend die
Absorption bei 320 nm fast verschwindet.®”! Im Dunkeln liegt fast ausschlieBlich
die energetisch gunstigere trans-Form vor (AE = 10-12 kcal/mol). Bestrahlt man
die Azobenzole jedoch, wird ein photostationarer Zustand (photo-stationary state,
PSS) erreicht, bei dem, je nach Wellenlange, entweder die trans-Form
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(A > 440 nm) oder die cis-Form (A = 320-360 nm) tberwiegt.®”! Fiur die meisten
biologischen Anwendungen als Photoschalter ist die stark veranderte Geometrie
der beiden Isomere entscheidend. So verkirzt sich der Abstand der beiden para-
standigen Kohlenstoffe um etwa 3,5 A bei der trans—cis-Isomerisierung.*°!

Die thermische cis—trans-lsomerisierung von unsubstituiertem Azobenzol
verlauft bei 25°C mit einer Halbwertszeit von mehreren Stunden bis Tagen und
ist dabei stark von der Polaritat und dem pH-Wert der L6sung abhéangig (Aceton:
1, =198 h; Wasser: 1,=600h; 1M HCl.: 7,=16h)."" Fir diese
Isomerisierung wurden zwei verschiedene Mechanismen postuliert: Zum einen
eine einfache Rotation um die zentrale N-N-Bindung®" und zum anderen eine
Inversion mit einem Ubergangszustand, der eine lineare N-N-C-Anordnung
aufweist® (Abbildung 1.5). Neuere Studien legen hingegen einen konzertierten

Vorgang mit Anteilen beider Mechanismen nahe.®?

Q

Q O R Q
| rotation |

transition state

cis isomer @ 0 trans isomer
R1

inversion
transition state

Abbildung 1.5: Postulierte Mechanismen der thermischen Isomerisierung von Azobenzol. Der
obere Reaktionsweg beschreibt eine Rotation um die N-N-Bindung, wobei der
Doppelbindungscharakter durch eine chinonartige Grenzstruktur aufgehoben wird. Dieser
Mechanismus ist bei Substituenten mit freien Elektronenpaaren, wie zum Beispiel Aminen und in
polaren Lésungsmitteln bevorzugt. Der untere Mechanismus beschreibt die Inversion Uber eine
lineare Konfiguration an einem der Stickstoffatome. Abbildung entnommen aus®*.,

Die Rate der thermischen Isomerisierung sowie die photochemischen
Eigenschaften kénnen durch das Substitutionsmuster an den Benzolringen

entscheidend beeinflusst werden, und im Laufe der Jahre wurden unzahlige
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substituierte Azobenzole synthetisiert und in verschiedenen Bereichen
angewendet. Eine Auswahl dieser Verbindungen und der jeweiligen

Eigenschaften ist in Abbildung 1.6 dargestelit.
F
F 0 ®
R N, .
e T
F
. r COCH
I v
|
\;
RO N, — NH
N R N, o]
HN—=—\
; |
Vi

vii viii

Abbildung 1.6: Ausgewahlte Azobenzlderivate und ihre Eigenschaften. i, ii®®: thermostabile

Azobenzole mit Substituenten in ortho-Position: iii®", iv®®: Azobenzole mit einer schnellen
[59]

thermischen cis—trans-Isomerisierung durch elektronenreiche Gruppen in para-Position; v,
vil®: erweiterte rigide Azobenzolsysteme zur Maximierung der raumlichen Reorientierung bei der
cis—trans-lsomerisierung; vii®: fluoreszierendes Azobenzolderivat mit einem Organoboran in

ortho-Position; viii®: Ethylen-tUberbriicktes AB-Derivat, wobei die cis-Form thermodynamisch
stabiler ist.

1.2.2 Azobenzol-modifizierte, photoschaltbare Peptide

Peptide sind kurze Ketten von bis zu 100 Aminosauren, die tber Amidbindungen
miteinander verknUpft sind. Sie erfullen vielfaltige Aufgaben in einem
Organismus, indem sie in verschiedensten Systemen als Hormone oder
Liganden fir Rezeptoren dienen.'®® AuRerdem finden sie haufig Anwendung bei
der Untersuchung und Nachbildung bestimmter Proteinsegmente. Bei vielen
dieser Peptide ist die Sekundarstruktur (a-Helix, B-Faltblatt, turn-Strukturen) eng
mit der Funktionalitdt verknupft. Um die Struktur und damit die Funktion von

Peptiden photoschaltbar zu kontrollieren, sind zwei Methoden beschrieben
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worden, wie Azobenzole an das Peptidgerist konjugiert werden kdénnen. Zum
einen die Zyklisierung tiber zwei Seitenkettenfunktionalitaten'® und zum anderen
das Einbringen eines Azobenzolderivats in das Peptid-Riickgrat’®®. In Abbildung
1.7 ist jeweils ein Beispiel fur solch eine Funktionalisierung gezeigt, womit die

Sekundarstruktur des Peptides reversibel kontrolliert werden kann.

a) b)

cl

1

HN™ ~0

HOOC/\© HO5S HO3S]©/N¢ N
NH, HN
SO;H

-N

N 360 nm @ N 360 nm (g
_— INE _— (o)
K@ A oder 440 nm N:N/©\/COOH A oder 440 nm &
SO;H
NH

NH,
OT

&
p
D] - < K‘ v
\Wa-Za "N & n,\'?N"
| “ ) - NN . N A
N N ? (\ ¢ k ‘f ‘!(\ Q) _J’)(
> N a2 " N ? {
L™ - g o Y
» >
‘)lf \
trans-Form: cis-Form: \ )
unstrukturiert B-Turn
trans-Form: cis-Form:
a-helikal unstrukturiert

Abbildung 1.7: Beispiele flr Azobenzol-modifizierte, photoschaltbare Peptide. a)
Azobenzolderivat zur Inkorporation in das Peptidriickgrat. Wahrend die cis-Form eine native
Haarnadelstruktur ausbildet, ist das Peptid in der trans-Form unstrukturiert.’®® b) Azobenzolderivat
zur Zyklisierung Uber Cysteinseitenketten. Die gestreckte trans-Form stabilisiert eine a-helikale
Struktur, wahrend die cis-Form eine unstrukturierte Konformation des Peptides bevorzugt.’®”
Abbildung modifiziert entnommen aus®".

Werden Azobenzole in das Peptidrickgrat eingebracht, soll die cis-Form meist
eine native B-turn Struktur nachbilden, wéhrend die gestreckte trans-Form eine
ungeordnete Struktur annimmt und damit inaktiv.%5-6¢!

Bei der Zyklisierung Uber Seitenketten wird meist zwischen einem a-helikalen
und einem ungeordneten Zustand geschaltet. Dazu befinden sich die beiden zu
modifizierenden Aminosauren in einem Abstand von 4, 7 oder 11 Resten, was
einer, zwei oder drei Windungen einer a-Helix entspricht. Das verwendete

Azobenzol sollte in einer Konfiguration genau diesen Abstand Uberbricken,

13



wodurch die a-helikale Struktur stabilisiert wird, wahrend in der anderen
Konfiguration eine ungeordnete und damit inaktive Peptidstruktur ausgebildet

wird.[43 671

1.3 Wirkstoff-Konjugate zur gezielten Therapie

Wie in Abschnitt 1.1.1 erwahnt, ist eine gezielte Anreicherung und Freisetzung
von Wirkstoffen in bestimmten Zellen und Geweben (targeted drug delivery) von
groBem Interesse. Die meisten Therapeutika besitzen solch eine Praferenz
jedoch nur bedingt und wirken im ganzen Organismus. Dadurch missen hohe
Dosen eingesetzt werden und es treten haufig unerwiinschte Nebenwirkungen,
wie die Schadigung nicht betroffenen Gewebes, auf. Um bestimmte Zellen zu
adressieren, muss der Wirkstoff daher an ein Transportsystem konjugiert werden,
welches entweder zellspezifische Marker erkennt und bindet oder durch externe
Einflisse wie magnetische Felder® an den Zielort geschleust werden kann
(Abbildung 1.8).

O unmodifizierter Wirkstoff
_rz\, Wirkstoffkonjugat zur Erkennung spezifischer Marker

. Durch externe Einflisse steuerbares Wirkstoffkonjugat

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der gezielten Wirkstoffzufuhr: Da die meisten
Wirkstoffe keine Praferenz fur bestimmte Zellen oder Gewebe besitzen, wirken sie unspezifisch
im ganzen Korper (a). Im Gegensatz dazu kann mit intelligenten' Wirkstoffkonjugaten eine
Anreicherung im Zielgewebe erreicht werden, wobei entweder zellspezifische Marker konjugiert
werden (b) oder Systeme, die durch externe Einflisse an den Zielort gebracht werden kénnen (c).
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Eine Modifikation des Wirkstoffs im Sinne einer kovalenten Konjugation an das
transportsystem verdndert dabei meist seine pharmakologischen Eigenschaften,
und in vielen Féallen ist eine Freisetzung des nativen Therapeutikums fur seine
Wirkung unumganglich. Idealerweise sollte die Verknipfung zwischen Vektor und
Wirkstoff daher aul3erhalb der Zelle stabil sein und erst nach der Aufnahme in die
Zielzelle effektiv gespalten werden. Zum einen kann die Spaltung dabei durch die
veranderten intrazellularen Bedingungen, wie dem negativen Redoxpotential®
oder dem erniedrigten pH-Wert in Endosomen!’® erfolgen, zum anderen kann

eine Freisetzung durch zellspezifische Enzyme bewirkt werden.!""

0O
H enzymatische
Ff\NAOJ\/wNmR Esterspaltung I\ —H200 ZNH
0 N’J*o © /J* N/J*o
H H
Freies 5-FU

enzymatische O
Esterspaltung

Freies Paclitaxel

Abbildung 1.9: Wirkstoffvorstufen der Zytostatika 5-Fluorouracil (oben)®"™ und Paclitaxel
(unten)™ ™ die tiber einen Bernsteinsaurelinker an ein Vektormolekil (R) konjugiert sind.
Esterasen sollen die rot hervorgehobenen Esterbindungen nach Zellaufnahme spalten und das
aktive Zytostatikum freisetzen.

Eine Enzymklasse, die zu diesem Zweck haufig verwendet wird sind die
Esterasen, welche die Hydrolyse von Esterbindungen zu einem Alkohol und einer
Saure katalysieren. In Abbildung 1.9 sind zwei Beispiele von Wirkstoffkonjugaten
gezeigt, welche in der Zelle das aktive Zytostatikum freisetzen und den gezielten
Zelltod herbeifiihren sollen. Die beiden Zytostatika 5-Fluorouracil’® (5-FU, ein
Antimetabolit und Inhibitor der Thymidalatsynthase) und Paclitaxel’” (Pac, ein

Inhibitor der Depolymerisation von Mikrotubuli wahrend der Zellteilung) sind
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dabei Uber ein Bernsteinsdurederivat an einen Vektor konjugiert, dessen

Estergruppe intrazellulér gespalten werden soll.l’> "]
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2. Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit sollte ein photoschaltbares zellgangiges Peptid
(photoswitchable cell penetrating peptide; PCPP) entworfen, synthetisiert und
untersucht werden. Ziel war dabei die Verknupfung einer zellpenetrierenden
polykationischen Sequenz mit einer inhibitorischen, polyanionischen Sequenz
Uber ein ins Peptidriickgrat eingebrachtes Azobenzolderivat. Dadurch sollte die
Zellaufnahme des Peptides uber die lichtinduzierte Azobenzol-lIsomerisierung
schaltbar sein, wobei die cis-Form eine Haarnadel-Struktur ausbildet und eine
effektive Inhibition der Zellaufnahme zur Folge haben sollte, wahrend in der
gestreckten trans-Form keine effektive Paarung der ionischen Peptidfragmente
maoglich sein und das Peptid daher von Zellen aufgenommen werden sollte
(Schema 2.1).

=~ Oligoarginin | s oo
S hv, ~~] Oligoglutamat |
N —_— N, A
N e ——— ©, N
| e hv, [ Oligoarginin |

++++++++

Zytoplasma

Schema 2.1: Funktionsprinzip der photoschaltbaren zellgéangigen Peptide.

Dazu sollten zundchst Azobenzolderivate mit verschiedenen ortho-standigen
Alkylsubstituenten synthetisiert werden, um die photochemischen und thermi-
schen Eigenschaften zu optimieren. Anschlie3end sollte eine Inkorporation in das
Peptidrickgrat realisiert werden, und der Einfluss von verschiedenen
Peptidsequenzen auf die Aufnahme sollte untersucht werden.

Die Peptide sollten des Weiteren mit unterschiedlichen Fracht-Molekilen am N-

Terminus modifiziert werden. Ein Ziel war dabei die Anbringung eines
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Fluoreszenzfarbstoffes, um die Zellaufnahme durch konfokale Mikroskopie
verfolgen zu koénnen und mittels Durchflusszytometrie zu quantifizieren.
AulRerdem sollten verschiedene Zytostatika an das Peptid konjugiert werden, um
einen gezielten Zelltod durch Photoaktivierung herbeizufiihren und die Anwend-

barkeit des Systems als Vektor bei der gezielten Wirkstoffzufuhr zu zeigen.
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3. Methoden

3.1 Peptidsynthese

Proteine und Peptide sind Makromolekile, die aus einer sequentiellen
Anordnung von Aminosauren bestehen. Wahrend Proteine und gréf3ere Peptide
mit mehr als 60 Aminosauren meist tber biotechnologische Methoden hergestellt
werden, bietet sich bei kleineren Peptiden eine Synthese auf chemischem Wege,
durch sequenzielle Kupplung geschitzter Aminosauren, an. Wahrend man bei
der herkdmmlichen rekombinanten Protein-Biosynthese auf die 20 kanonischen
Aminosauren beschrankt ist, kénnen bei der chemischen Synthese auch
modifizierte und nicht nattrliche Aminosauren eingebaut werden.

Das Prinzip der Festphasenpeptidsynthese (solid phase peptide synthesis,
SPPS) wurde 1963 erstmals von R. B. Merrifield beschrieben™ und ist seither
eine oft angewandte Methode, um Peptide auf einfachem, effizientem und
automatisiertem Wege darzustellen. Urspringlich wurde dabei die Boc/Benzyl-
Schutzgruppenstrategie verwendet, welche jedoch zunehmend von der
Fmoc/tBu-Schutzgruppenstrategie!” abgeldst wurde.

In beiden Fallen ist das wachsende Peptid wéahrend der Synthese kovalent an
einen polymeren Trager gebunden, wodurch nicht umgesetzte Edukte leicht
durch Wasch- und Filtrationsvorgange entfernt werden konnen. Durch die
Verwendung von N-terminal- und seitenkettengeschitzten Aminosauren kénnen
diese in groRem Uberschuss (5-10fach) eingesetzt werden, ohne die Gefahr
einer moglichen Mehrfachkupplung. Fur die Bildung der Amidbindung muss die
Carbonsauregruppe zunachst in einen Aktivester Uberfihrt werden, an dem dann
ein nukleophiler Angriff der freien Aminogruppe erfolgen kann. Nach der Reaktion
werden die Kupplungsreagenzien ausgewaschen und ein neuer Zyklus kann
gestartet werden. Dazu wird das N-terminale Amin der wachsenden Peptidkette
zundchst entschitzt und nach einem erneuten Waschschritt die nachste

aktivierte Aminosaure zugegeben. In einem abschlieRenden Schritt wird das
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Peptid vom Trager entfernt, und die Schutzgruppen der Seitenketten werden

abgespalten (Abbildung 3.1).
Ry ) O
HZN((krrN)n\i/U\X’H
0 Ry
0

H. ,O
X
H
_N
+ Fmoc \)L Abspalten der Seitenketten (0]

7 Opkt
Kuppeln der ersten H : * und der festen Phase )J\

aktivierten Aminosaure R1# (Nj *
H
h ©
N

Abspalten der Fmoc-
Schutzgruppe

OH

FAC
' 9 03 Q
H
N N
Fmoc” \;)LX HzNL‘W no X
Ry# O Ry#

+ Fmoc” Opxt.

R #
Kuppeln der n-ten
aktivierten Aminoséure

Abbildung 3.1: Schematische Darstellung der Festphasenpeptidsynthese nach der Fmoc/tBu-
Schutzgruppenstrategie. X = O oder NH; -COO,, : Aktivierte Carbonsaure; R #: geschutzte
Seitenkette; R : freie Seitenkette.

Bei der Fmoc/tBu-Schutzgruppenstrategie wird die temporére N-terminale Fmoc-
Schutzgruppe dabei durch die Zugabe von Piperidin in einem EI1cB-
Mechanismus entfernt (Abbildung 3.2), wahrend die Abspaltung von der festen
Phase und die Entschiitzung der Seitenkettenfunktionalitaten im Sauren ablauft,

typischerweise mit 95% Trifluoressigsaure (TFA).

ON'_,..ON’_,.. R
S @HQ o -

Abbildung 3.2: Mechanismus der Fmoc-Entschitzung durch Piperidin. Das entstehende
Dibenzofulven kann als Addukt mit Piperidin anhand seiner charakteristischen Absorption
guantifiziert werden, was eine einfache Bestimmung der Kupplungsausbeute zulasst.

Zur Aktivierung wurde eine Vielzahl an Reagenzien entwickelt und angewandt®?,
wobei die Saurefunktion meist in einen Aktivester transformiert wird. In Abbildung
3.3 sind die Aktivatoren Dicyclohexylcarbodiimid® (DCC) und O-(Benzotriazol-1-
yI)-N,N,N’,N'--tetramethyluronium-hexafluoro-phosphat®®? (HBTU) sowie dessen

Azaverbindung  O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-tetramethyluronium-hexa-
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fluorophosphat'®! (HATU) gezeigt, und der Mechanismus der Aktivierung wird
erlautert. Eine Umesterung durch den Zusatz von Hydroxybenzotriazol (HOBLt)
verhindert vor allem im Fall der Aktivierung mit Carbodiimiden unerwinschte
Nebenreaktionen, wie die Umlagerung des O-Acyl- zum inaktiven N-Acyl-
Harnstoffderivat.®® Im Falle der Aktivierung mit HBTU/HATU wird zusétzlich die
nicht nukleophile Base Diisopropylethylamin (DIPEA) zugesetzt, um die

Carbonsaure zu deprotonieren.

o R HOBY
0 o HOAt
R — )w\n
R ow 0"™N
I
R' X\
DCC L
(o]
J_ g , HOBY
R™ 'N HOAt
pr© HZN’RT
6
Me,;N R
JL ; QNM“'Z MeZN(\NMez o N=N 0
) E— +
CTCRE TG D e
X = CH: HBTU
X =N: HATU

Abbildung 3.3: Mechanismus der Amidkupplung mit DCC + HOBt/HOAt (oben, R‘=Cyclohexyl)
oder HBTU/HATU (unten).

Die 7-Azaderivate zeichnen sich dabei durch eine erhdhte Reaktivitat aus, wobei
zum einen eine Stabilisierung der Abgangsgruppe durch die erhohte
Elektronegativitat des eingebrachten Ringstickstoffs zum Tragen kommt und zum
anderen die Ausbildung eines Nachbargruppeneffekts mit dem eintretenden Amin
maglich ist® (Abbildung 3.4).

Abbildung 3.4: Nachbargruppeneffekt bei der Amidkupplung eines OAt-Aktivesters.
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3.2 Azobenzolsynthese

Azobenzol und seine Derivate kbnnen auf vielfaltige Weise hergestellt werden,

85 eine ausfiihrliche

worliber der Ubersichtsartikel von E. Merino
Zusammenfassung liefert. Die bei weitem am haufigsten eingesetzte Methode ist
die Azokupplung zwischen einem Phenyl-Diazoniumsalz und einem
elektronenreichen Aromaten. Dabei findet eine elektrophile aromatische

Substitution (SgAr) statt, deren detaillierter Mechanismus in Abbildung 3.5 am

Beispiel der Kupplung zweier Anilinderivate dargestellt ist.

NH,
\
NH, |,
A 1.NaNO, HCl,, R’
C) EEE— -N
+2H @ - ®
O"N‘Oe —» N R// 2. NH, \ -H
- H,0 a X d
B ‘//
S
R|
Q OH
N N R/=
"NH N g .
— W \(:/>7N‘\R\— ~®
N = A N—L =NH
I// | HA=)
%
R R ( NH,

@

+H b ®N"’N Q c
- H,0 A
Y. =

Abbildung 3.5: Mechanismus der Azokupplung zweier substituierter Aniline. Im ersten Schritt
reagiert ein Anilinderivat mit dem Nitrosylkation, welches unter stark sauren Bedingungen aus
Natriumnitrit gebildet wird, zum Diazohydroxid (a). Nach einer weiteren Protonierung und
Wasserabspaltung bildet sich daraus das Diazoniumsalz (b), welches dann unter schwach sauren
Bedingungen mit dem zweiten Anilinderivat zum Wheland-Komplex umgesetzt werden kann (c).
Durch die finale Deprotonierung wird das aromatische System wiederhergestellt und das
Azobenzolderivat erhalten (d).

Der kritische Schritt dieser Reaktion ist meist die elektrophile Substitution am
elektronenreichen Aromaten mit dem Wheland-Komplex als Zwischenprodukt !
(Schritt ¢ und d in Abbildung 3.5). Die dafir eingesetzten Diazoniumsalze sind

sehr energiereiche Verbindungen und auch wenn die aromatischen Vertreter
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durch die Mesomeriestabilisierung - verglichen mit den aliphatischen Derivaten -
nicht ganz so reaktiv sind, steht auch ihnen eine Vielzahl von mdglichen
Nebenreaktionen offen.

Vier verschiedene Reaktionswege sind in Abbildung 3.6 aufgezeigt. Abgesehen
von dem gewinschten elektrophilen Angriff in para-Position (Abbildung 3.6 rechts
oben) mit dem Azobenzol als Produkt, kbnnen auch andere Nukleophile zur
Reaktion gebracht werden: Mit Hydroxylionen wird das Diazohydroxid gebildet,
was vor allem im stark basischen Milieu eine Inaktivierung des Diazoniumsalzes
bewirkt (Abbildung 3.6 links oben). Ist der pH-Wert hingegen zu niedrig, wird das
Anilinderivat protoniert und dessen Nukleophilie verringert, wodurch ein Angriff
des Diazoniumsalzes nicht mehr mdglich ist. Aus diesem Grund ist eine exakte
Kontrolle des pH-Werts fur eine effektive Reaktion essenziell. Fur die Kupplung
an Amine sind schwach saure Bedingungen (pH = 4-6) optimal, wohingegen
Phenolderivate im Alkalischen (pH = 10) die besten Ausbeuten liefern.®® Aniline
kénnen dabei nicht nur mit ihrem para-standigen Kohlenstoff nukleophil
reagieren, sondern auch mit dem Amin-Stickstoff (Abbildung 3.6 rechts unten).
Diese Reaktion zum Triazen ist prinzipiell reversibel, liefert bei unsymmetrischen
Phenylsubstituenten jedoch zwei mégliche Produkte, je nachdem welche N-N-
Bindung bei der Ruckreaktion gespalten wird. Eine weitere oft beobachtete
Nebenreaktion ist die Abspaltung von Stickstoff (N,), was hauptséachlich beim

Erwarmen der Diazoniumsalze auftritt (Abbildung 3.6 links unten). Das dabei
entstehende hochreaktive Phenylkation kann dann von Nukleophilen abgefangen
werden. In wassrigen Systemen werden so Phenole erhalten, jedoch kdnnen auf
diese Weise viele andere Substituenten in den Aromaten eingefihrt werden wie
Nitrile, Chloride und Bromide (Sandmayerreaktion), Fluoride (Schiemannreaktion)
sowie Hydride (Dediazonierung), wobei im Gegensatz zum ionischen
Reaktionsverlauf auch ein radikalischer Mechanismus moglich ist.®” Einen
gro3en Einfluss auf die thermische Stabilitdt der Diazoniumsalze hat dabei neben
dem Substitutionsmuster auch das zugehdrige Anion. Wahrend die Chloride
komplett dissoziiert in Losung vorliegen und meist nicht isoliert werden kénnen,
sind Komplexe mit nicht nukleophilen Anionen wie Tetrafluoroborat oder
Hexafluorophosphat stabiler und kénnen oftmals ohne Zersetzung in reiner Form

erhalten werden. 88

23



\ﬂ// :
B )

CR O 0
©‘_ © HN
56

Abbildung 3.6: Mdgliche Reaktionen von Diazoniumsalzen. Drei dieser Reaktionen beruhen auf
einem nukleophilen Angriff auf das terminale Stickstoffatom des Diazoniumions. Hydroxylionen
reagieren dabei zum Diazohydroxid (oben links), wahrend Anilin zwei nukleophile Zentren besitzt
und die Reaktion einmal zum Azobenzol verlaufen kann (Angriff des para-standigen
Kohlenstoffatoms, oben rechts) und einmal zum Triazen (Angriff des Amin-Stickstoffs, unten
rechts). AuRerdem ist eine Abspaltung von elementarem Stickstoff mdglich, was vor allem bei
erhdhten Temperaturen beobachtet wird (A, unten links).

3.3 UV/Vis-Spektroskopie

Bei der UV/Vis-Spektroskopie werden elektronische Ubergange eines Atoms
oder Molekils beobachtet. Die Anregung von Valenzelektronen geschieht dabei
typischerweise durch elektromagnetische Strahlung im Bereich des ultravioletten
(UV) oder sichtbaren (visible, Vis) Lichts, mit Wellenlangen zwischen 200 und
800 nm.

Vor allem konjugierte Systeme mit ausgedehnten Tr-Orbitalen lassen sich mit
langwelligem Licht anregen, wodurch ein Teil des sichtbaren Farbspektrums
absorbiert wird und diese in der Komplementérfarbe erscheinen. Gemessen wird
bei der UV/Vis-Spektroskopie die Abnahme der Lichtintensitat beim Durchtritt
durch eine absorbierende Probe. Die wellenlangenabhéangige Extinktion A, wird

dabei durch das Lambert-Beersche-Gesetz beschrieben und hangt linear von der
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Probenkonzentration ¢, der Schichtdicke d und dem molaren Extinktions-

koeffizienten g, ab:

I
4; = log (7°> =g xcxd (3.1)

I, ist dabei die Lichtintensitdt einer Referenzlésung ohne absorbierende
Substanz und I die abgeschwachte Lichtintensitat der Probenlésung. Durch die
lineare Abhangigkeit der Extinktion von der Konzentration ist die UV/Vis-
Spektroskopie eine haufig verwendete Methode, um geléste Stoffe mit

bekanntem Extinktionskoeffizienten zu quantifizieren.

3.4 NMR-Spektroskopie

Die Kernspinresonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie von nuclear magnetic
resonance) ist eine der wichtigsten Methoden zur chemischen Substanz-
Charakterisierung. Routinemafig werden damit kleine Molekile identifiziert,
jedoch konnen mit aufwendigeren Experimenten auch Biomakromolekile auf
Struktur, Dynamik und Interaktionen analysiert werden (Details dazu im zweiten

Teil der Arbeit). Untersucht wird dabei der Kernspin P und das damit verbundene

magnetische Moment i = yP.®% Das gyromagnetische Verhaltnis y ist eine kern-
spezifische Proportionalitdtskonstante. Die Kernspinquantenzahl I kann halb-
oder ganzzahlige Werte annehmen und befindet sich ein Kern in einem &uf3eren
Magnetfeld By, sind nur 2/+1 diskrete Spinzustdnde erlaubt. Bei der NMR-
Spektroskopie werden Ubergange zwischen diesen Zustanden beobachtet, fir
Kerne mit I = 1/2 zwischen den beiden méglichen Spinzustanden m, = +1/2 (a

und B). Die Energie dieser Zustande errechnet sich folgendermaten:

yh
Ea,ﬁ — _MZBO,Z — _yhszO,Z = i 730,2 (32)

Will man nun einen Ubergang zwischen diesen Energieniveaus anregen, muss
die Energie des eingestrahlten Photons hv der Energiedifferenz AE der Zustande
entsprechen (Resonanzbedingung).®”!
AE = yhBy, = hv (3.3)
YBo, =V *2m = w, (3.4)
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Die Larmorfrequenz w, hangt dabei nicht nur von der Kernsorte ab sondern auch

von dessen elektronischer Umgebung, da diese das effektive Magnetfeld B,

am Ort des Kerns beeinflusst. In Molekilen lassen sich daraus Ruckschlisse auf
die chemische Umgebung ziehen in welcher sich der Kern befindet. Die
Frequenz wird dabei meist nicht als Absolutwert angegeben, sondern im
Vergleich zu einer Referenz. Die chemische Verschiebung & berechnet sich

folgendermaRen und wird in parts per million (ppm) angegeben:

Vprobe — VReferenz
6 = (3.5)

VRe ferenz

Die Signale zeigen dabei zusatzlich eine Feinstruktur, die auf skalaren
Kopplungen zu benachbarten Kernen uber Bindungen beruht. Gemeinsam mit
der chemischen Verschiebung kann damit auf die Struktur eines Molekuls
riickgeschlossen werden.®

Als Standardmethode wird heutzutage die Puls-FT-NMR-Technik (FT: Fourier
Transformation) verwendet, bei welcher mit einem kurzen Radiowellenpuls auf
die Probe eingestrahlt wird und durch das breite Frequenzspektrum alle NMR-
Ubergange des betrachteten Kerns angeregt werden. Die Nettomagnetisierung,
ursprunglich in Richtung des &ufReren Magnetfeldes By ausgerichtet, wird dabei
aus der Gleichgewichtslage gekippt und die einzelnen Kernspins beginnen mit
ihrer Larmorfrequenz um By zu prézedieren. Diese Préazession induziert in der
Empfangerspule eine oszillierende Spannung, die durch Spin-Spin-Relaxation
exponentiell abnimmt und als sogenannter free induction decay (FID)
aufgezeichnet wird. Nach Fourier Transformation wird daraus das NMR-
Spektrum in der Frequenzdomane erhalten. Durch Variation der Pulsabfolge und
Einflihrung von Entwicklungs- und Mischzeiten, in denen Magnetisierung von
einem Kern auf andere Kerne Ubertragen wird, entstehen mehrdimensionale
Spektren deren Kreuzsignale Informationen tGiber Konnektivitdt oder Konformation
des Molekiils liefern (Tabelle 3.1).
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Tabelle 3.1: Informationsgehalt verschiedener zweidimensionaler NMR-Spektren.

Experiment Informationsgehalt
TOCcSsY™ Kreuzsignale zwischen allen Protonen eines Spinsystems
cosy®rl Kreuzsignale zwischen geminal und vicinal gekoppelten Protonen
NOESY?? Kreuzsignale zwischen allen Protonen mit Abstand r<5-6 A
HSQCM! Kreuzsignale zwischen Protonen und direkt gebundenen Heteroatomen
HMBCP Kreuzsignale zwischen Protonen und Heteroatomen tber 2-4 Bindungen

3.5 Konfokale Mikroskopie

Bei der klassischen Mikroskopie wird das Objekt moglichst gleichméaRig
ausgeleuchtet, um dann durch eine zweistufige, vergroRernde Abbildung im
Detail betrachtet zu werden. Die Aufldsung entlang der optischen Achse ist dabei
stark limitiert und das erhaltene Bild des Objekts ist eine Uberlagerung aus einer
scharfen Abbildung der Punkte in der Fokalebene und einer unscharfen
Abbildung von Punkten auRerhalb der Fokalebene.!®®

Bei der konfokalen Mikroskopie wird hingegen eine punktférmige
Anregungslichtquelle eingesetzt, die ebenso punktuell im Objekt abgebildet
wird.®® Durch die Fokussierung des Lichts auf ein sehr kleines Volumen ist
dessen Intensitat in der Fokusebene am gréf3ten und die Molekile werden
bevorzugt, jedoch nicht ausschliel3lich, dort angeregt. Das ausgehende Licht
(reflektiertes Licht oder Fluoreszenzlicht) wird anschlielBend mit derselben Optik
wieder in einem Punkt auf der sogenannten Zwischenbildebene fokussiert. Fihrt
man an dieser Stelle nun vor dem Detektor eine Lochblende (pinhole) ein, die mit
der Fokusebene konfokal ist, wird Licht von Ebenen aul3erhalb des Fokus effektiv
ausgeblendet und es wird eine deutlich verbesserte Auflosung entlang der
optischen Achse erreicht (Abbildung 3.7).

Aufgrund der punktférmigen Aufnahmetechnik ist es notwendig, das Objekt
abzurastern, und die hierfir am héaufigsten eingesetzte Methode ist die konfokale
Laser-Rastermikroskopie (confocal Laser scanning microscopy, CLSM), wobei

der Laserstrahl tiber ein bewegliches Spiegelsystem in die Probe geleitet wird.®!
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Abbildung 3.7: Schematische Darstellung des Strahlengangs in einem konfokalen Laser-
Rastermikroskop. Das Anregungslicht (blauer Kegel) wird auf einem Punkt in der Fokusebene
gebiindelt. Das emittierte Licht wird in der konfokalen Ebene erneut fokussiert, wobei nur Licht
aus der Fokusebene (gelber Kegel) die Lochblende effektiv passieren kann wahrend Lichtquellen
oberhalb oder unterhalb ausgeblendet werden (blau beziehungsweise rot gestrichelte Linien).
Abbildung entnommen aus 7.

Das Bild wird anschlieRend aus den einzelnen Punktaufnahmen rekonstruiert und
durch die Verlagerung der Fokusebene ist es mdoglich, eine dreidimensionale
Abbildung des Objekts zu erstellen. Die laterale Auflésung ist dabei
klassischerweise durch das Abbe-Limit® begrenzt, jedoch wurden einige
superauflosende Methoden beschrieben um diese Limitierung zu Uberwinden,
wobei auf sattigbare oder schaltbare Fluoreszenzprozesse zurlickgegriffen
Wird.[99—101]

Durch die Fokussierung des Lichtstrahls auf einen sehr kleinen Teil der Probe
eignen sich konfokale Mikroskope auch hervorragend, um photoinduzierbare
Prozesse raumlich begrenzt anzuregen und zu beobachten, wie zum Beispiel die
Fluoreszenzwiederherstellung nach Photobleichung (Fluorescence Recovery

after Photobleaching, FRAP).!*%?!
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3.6 Durchflusszytometrie

Mithilfe der Durchflusszytometrie konnen grol3e Populationen von suspendierten
Zellen sehr schnell auf ihre Zusammensetzung und die zellularen Eigenschaften
untersucht werden, indem sie einzeln einen Laserstrahl passieren und das dabei
erzeugte Streu- und Fluoreszenzlicht detektiert wird."®¥ Der schematische
Aufbau eines Durchflusszytometers ist in Abbildung 3.8 gezeigt.

SSC  side scatter,
Seitwartsstreulicht

FSC  forward scatter,
Vorwartsstreulicht

FL1-4 Fluoreszenkanile 1-4

’Filter 530 nm

— teildurchldssige Spiegel

Filter 488 nm
Filter 585 nm

Filter 661 nm

‘ Filter 670 nm
Laser 488 nm

Filter 488 nm

& ===

Messkiivette

0
0]
O
o&f Tragerflissigkeit

Abbildung 3.8: Schematischer Aufbau eines Durchflusszytometers. Die Zellsuspension wird
dabei so mit einer Tragerflissigkeit gemischt, dass einzelne Zellen nacheinander den Laserstrahl
durchqueren. Die Zellen kénnen dann anhand des emittierten Lichts charakterisiert werden,
wobei in diesem Beispiel zusatzlich zum Streulicht (SSC und FSC) noch vier
Fluoreszenzdetektoren zur Verfiigung stehen. Abbildung enthommen aus (o4

In einem modernen Durchflusszytometer kénnen mehrere 1000 Zellen pro
Sekunde analysiert werden, und es wird gleichzeitig der Betrag der vorwarts-
gerichteten Streuung (forward scatter, FSC), der Seitwartsstreuung (side scatter
SSC) und der Fluoreszenz bei mehreren Wellenlangen bestimmt. Das vorwaérts
gestreute Licht korreliert dabei grob mit dem Volumen der Zelle, wahrend die

Intensitat des seitwarts gestreuten Lichts von der Granularitat abhangt, ein Maf3
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fur die UnregelméRigkeit der Zellmembranen. Mit diesen beiden Parametern
lassen sich verschiedene Zelltypen haufig bereits recht gut unterscheiden, jedoch
kann die Menge der gewonnenen Informationen durch die Einfihrung von
fluoreszenten Markern zusatzlich gesteigert werden. Meist stehen verschiedene
Kandle zur parallelen Detektion von mehreren Fluorophoren zur Verfiigung. Die
Zellen kénnen je nach verwendetem Gerat zusatzlich mit einem
nachgeschalteten Selektionsmechanismus gemald ihrer Eigenschaften sortiert

werden (fluorescence-activated cell sorting, FACS)™%!,

3.7 Zellbasierte Toxizitatstests

Um die Toxizitat einer Substanz zu testen, stehen verschiedene Methoden zur
Verfiigung, wobei meist kultivierte Zellen verschiedenen Konzentrationen des zu
untersuchenden Stoffes ausgesetzt werden und die Uberlebensrate bestimmt
wird. Dabei konnen verschiedene Parameter detektiert werden, wie die
Freisetzung von cytosolischen Enzymen, die metabolische Umsetzung von
Substraten, die Membranpermeabilitat, die Zell-Proliferation oder die
Platierungseffizienz.[%¢!

Beim colony forming assay werden einzelne Zellen in hoher Verdinnung auf
einem Substrat ausgelegt, fir eine gewisse Zeit einer Konzentrationsreihe der
Substanz ausgesetzt und nach einer weiteren Inkubationszeitszeit (>10 Tage)
werden die entstandenen Kolonien fixiert, angefarbt und ausgezahit.**"*%! Ein
Nachteil dieser Methode ist die lange Wartezeit und aufgrund der grof3en
Verdinnung ist der Verbrauch an Substraten und Medien relativ hoch. Aul3erdem
ist die Toxizitat bei isolierten Zellen nicht immer direkt mit der bei Zellen im
Verbund vergleichbar.™®!

Als Alternative wurden viele kolorimetrische Methoden entwickelt, die auf einer
spezifischen Aufnahme oder Umsetzung eines Farbstoffs von gesunden Zellen
beruhen. So wird Trypanblau nur von toten Zellen aufgenommen, wéahrend
Neutralrot exklusiv von lebenden Zellen endozytotisch aufgenommen wird.!2°%1°
Ein weiterer oft eingesetzter Farbstoff zur Detektion der Zell-Proliferation ist

Resazurin (Handelsname: AlamarBlue®).**! Das blaue, nicht fluoreszente
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Resazurin wird von lebenden Zellen zum pinken Resorfurin umgesetzt, dessen
Fluoresenz dann quantifiziert werden kann. Bei zu langen Inkubationszeiten und
zu hohen Zellkonzentrationen kann Resorfurin jedoch weiter bis zum farblosen

Dihydroresorfurin reduziert werden, was eine Fehlerquelle bei der Quantifizierung
darstellen kann (Abbildung 3.9).1**2

Reduktion weitere
durch lebende Reduktion
HO\C[O:K;[/O Zellen HO\C[O]:/;/I/O (langsam) HO\@:O:Q/OH
_ — P .
N N N
Y H
(0]
Resazurin (blau) Resorfurin (pink) Dihydroresorfurin (farblos)

Abbildung 3.9: Reduktion von Resazurin. In Gegenwart von lebenden Zellen wird das

fluoreszente Resorfurin gebildet, welches weiter zum farblosen Dihydroresorfurin reduziert
werden kann.
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Azobenzolsynthese

Das Azobenzolderivat fir die Anwendung in den photoschaltbaren
zellpenetrierenden Peptiden sollte UGber eine Azokupplung einer 4-
Aminobenzoeséaure an ein Anilinderivat hergestellt werden. Nach dem Einbau in
das Peptidruckgrat liefert es an beiden para-stdndigen Positionen sehr rigide
aromatische Amide, wodurch die raumliche Reorientierung bei der
Isomerisierung maximiert  wird. Aulerdem sollten ortho-standige
Alkylsubstituenten eingebracht und deren Einfluss auf die thermische cis—trans-
Isomerisierung untersucht werden. Aus diesem Grund wurde zunachst eine

Reihe von alkylsubstituierten 4-Aminobenzoeséuren und Anilinen synthetisiert.

4.1.1 Synthese von alkylsubstituierten 4-Aminobenzoeséauren

Wahrend die unsubstituierte 4-Aminobenzoeséure kommerziell erhaltlich ist,
wurden die alkylsubstituierten Derivate ausgehend von 2,6-Dimethylanilin (1a)
und 2,6-Diisopropylanilin (1b) gemafl Abbildung 4.1 synthetisiert. Zunachst
wurde dabei eine Bromierung in para-Position unter Verwendung von
Hexamethylentetramin-Brom-Komplex (HMTAB) durchgefiihrt.'*® Die erhaltenen
Arylbromide (2a,b) wurden anschlieBend in einer Rosenmund-von-Braun
Reaktion zu den Arylcyaniden (3a,b) umgesetzt,*'¥ welche schlieBlich zur

jeweiligen Benzoeséaure hydrolysiert wurden (4a,b).

DMEDA

NH2 NH2 Cul/Kl NHZ NH2
R AR BT R AR RO R AR e r AR
_— —_— e
Br CN COOH
1a, R, = Me 2a (63%) 3a (54%) 4a (56%)
1b, Ry = iPr 2b (70%) 3b (95%) 4b (80%)

Abbildung 4.1: Synthese der alkylsubstituierten 4-Aminobenzoeséaurederivate.
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4.1.2 Synthese von alkylsubstituierten Anilinen

Anilin und 3,5-Dimethylanilin sind kommerziell erhaltlich, wohingegen die
Derivate mit sperrigeren Alkylsubstituenten (Et, iPr, tBu) nur synthetisch
zuganglich waren. Das 3,5-Di-tert-butylanilin (6) wurde Uber eine Schmidt-
Umlagerung aus 3,5-Di-tert-butylbenzoesaure (5) hergestellt (Abbildung 4.2).*!

NaN;
H2S0 tBu tBu
t8u©/t8u C'z_m: \Q/
COOH NH,
5 6 (60%)

Abbildung 4.2: Synthese von 3,5-Di-tert-butylanilin aus 3,5-Di-tert-butylbenzoeséaure.

3,5-Diethylanilin (12a) und 3,5-Diisopropylanilin (12b) wurden ausgehend von
den entsprechenden 2,6-Dialkylanilinen in 5 Stufen realisiert (Abbildung 4.3).
Dazu wurde das Amin zunachst Tosyl-geschitzt (8a,b) und anschlie3end para-
standig nitriert (9a,b)™®. Die Tosylgruppe wurde danach sauer hydrolysiert und
das freie Amin mittels einer Hydrodeamidierung zum 3,5-Dialkylnitrobenzol

umgesetzt (1l1la,b), welches dann abschlieBend mit Zinnchlorid zum Amin

. 117
reduziert wurde.*!
Tos AcOH Tos
NH; TosCl HN NaNO, HN
R, \© R, Pyridin R, \©/ R, HNO3 R, \©/ R,
- = —_—
NO,
7a, R, = Et 8a (98%) 9a (36%)
1b, R, = iPr 8b (95%) 9b (56%)
H,S0,
H,0
NH,
sncl 1. NaNO,
Ro R, EtOH Ra R> AcOH,, Reo Rz
R el e
\T::;:]/ \1::;:]/ 2. FeS0,
DMF
NH, NO, NO,
12a (88%) 11a (58%) 10a (86%)
12b (95%) 11b (60%) 10b (96%)

Abbildung 4.3: Synthese von 3,5-Dialkylanilinen aus den entsprechenden 2,6-Dialkylanilinen.
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4.1.3 Azokupplung

Die so erhaltene Bibliothek an alkylsubstituierten Anilinderivaten sollte
anschlieend zu den entsprechenden Azobenzolen umgesetzt werden. Um die
thermische Stabilitat der Derivate zu untersuchen, wurde die Aminofunktionalitat
zusatzlich acetyliert mit einem Amid als Resultat, in Analogie zur Situation nach

dem Einbau in das Peptidrickgrat.

NH, NHAC
NH,
R1 R1 1. NaNOZ HCIaq R2 R2 ACEO R2 Rz
—_— N N e N"N
z Nz Ry Ry Ry Ry
COOH /@
R R
2 2 COOH COOH
13-19 13Ac.q9Ac

Abbildung 4.4: Schema der Synthese von Azobenzolderivaten zur Inkorporation in das
Peptidriickgrat eines PCPPs (13-19) sowie deren acetylierte Varianten (13%°-19"°).

Vor allem die Synthesen der hoher substituierten Azobenzole gestalten sich
jedoch schwierig, weshalb in einigen Fallen nur Spuren der gewlnschten
Verbindung erhalten wurden (experimentelle Details in Abschnitt 6.2.2). Tabelle
4.1 gibt eine Ubersicht (iber die erhaltenen Derivate.

Tabelle 4.1: Alkylsubstituierte Azobenzolderivate die Uber eine Azokupplung zuganglich waren.

Amax ist die Wellenlédnge bei der die jeweilige Verbindung ein lokales Absorptionsmaximum
aufweist.

Verbindung R R> Ausbeute Amax [NM]
137 H H 40% 361
14%° H Me 65% 354
15%¢ H Et 25% 351
16"° H iPr <5% 348
17%¢ Me H <5% 353
18"° Me Me <5% 340
19%° iPr Me <5% 328
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Abbildung 4.5: Absorptionsspektren der trans-Formen von vier ausgewahlten Azobenzolen
(13", 14”°, 18"° und 19"°). Die Spektren wurden jeweils auf eine maximale Absorption von 1
normiert.

Mit zunehmendem sterischen Anspruch der ortho-stdndigen Substituenten ist
eine Verschiebung des Absorptionsmaximums hin zu kleineren Wellenlangen zu
beobachten (Tabelle 4.1, Abbildung 4.5). Dies ist dadurch zu erklaren, dass die
Planaritat des trans-Azobenzols zu einem gewissen Teil aufgegeben werden
muss, um den sterischen Interaktionen der Substituenten auszuweichen,

wodurch die Konjugation der Benzolringe gestort wird.

4.1.4 Kinetik der thermischen cis—trans-Isomerisierung

Um die thermische Stabilitat der cis-Formen der gewonnen Azobenzolderivate zu
untersuchen, wurden das trans-Isomer zunachst fur 20-40 Minuten bei 366 nm
bestrahlt. Dabei bildete sich das jeweilige cis-Azobenzol, was anhand der
Abnahme der Hauptabsorptionsbande verfolgt werden konnte. Nachdem sich ein
photostationarer Zustand eingestellt hatte und auch bei weiterer Bestrahlung
keine Anderung des Absorptionsspektrums mehr zu beobachten war, wurden die
Proben im Dunkeln aufbewahrt und in bestimmten Zeitabstanden UV/Vis-
Spektren aufgenommen um die thermische Ruickreaktion zu verfolgen (Abbildung
4.6).
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Die Absorption bei einer bestimmten Wellenldnge A zu einer bestimmten Zeit t
berechnet sich dabei aus der Summe der beiden Anteile der cis- und trans-Form.
Ajt = Etransa * Ceranse * A + Ecisa * Ceist * d (4.1)
Die Gesamtkonzentration des Azobenzols cg, ist konstant und ergibt sich aus
der Summe der beiden Isomere.
Cges = Ctrans;t T Ceist (4.2)
AulRerdem kann das Verhaltnis der beiden Extinktionskoeffizienten durch einen
Proportionalitatsfaktor k beschrieben werden.
Ecisa = K * Etrans (4.3)
Fuhrt man die obigen Formeln zusammen erhalt man folgenden Zusammenhang:
Apt = Etransi * Cges * A — Eransa * Ceist * A + K * Etransa * Ceise * d (4.4)
Der erste Term auf der rechten Seite von Gleichung 4.4 entspricht der Absorption
einer Probe mit allen Molekile n in der trans-Form (4, pqx)-
Ay = Aamax — Ceise (1 — K) * Egransa * d) (4.5)
Durch Umformen der Gleichung wird ersichtlich, dass die Konzentration des cis-
Azobenzols proportional zur Differenz der maximalen Absorption und der
Absorption zum Zeitpunkt t ist.

A/l,max - Al,t
(1 - K) * Etrans * d

Die thermische cis—trans-Isomerisierung ist eine Reaktion erster Ordnung. Die

(4.6)

Ceist =

Reaktionsgeschwindigkeit v hangt also nur von der Konzentration der cis-Form
und der Reaktionskonstante k ab (Gleichung 4.7), wodurch sich der zeitliche
Verlauf der Konzentration durch einen exponentiellen Zerfall beschreiben lasst
(Gleichung 4.8).

dcgist
v= g =k cane @.7)
Ccisit = Ceis0 * ekt (4-8)

Tragt man also den Term (A4;mqax —Axe) 9egen die Zeit auf erhalt man eine
Exponentialfunktion, aus deren Verlauf sich die Reaktionskonstante ableiten
lasst, mit der wiederum die Halbwertszeit 7,,, des Zerfalls berechnet werden

kann.

In2
Typ = - (4.9)
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Abbildung 4.6: UV/Vis-Absorptionsspektren
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der verschiedenen Azobenzolderivate

dazu in DMSO:PBS (1:1) geltst. PBS: 50 mM Natriumphosphat, 100 mM NacCl, pH=7,4.

Zur Auswertung wurden die Absorptionswerte bei der Wellenlange analysiert, bei

der die trans-Form ihren maximalen Extinktionskoeffizienten aufweist (4,4, ). Die
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Absorption der unbestrahlten Probe diente als Maximalwert A, .., da hier
naherungsweise die komplette Probe in der thermodynamisch stabileren trans-
Form vorliegen sollte. Die erhaltenen Messwerte wurden mit einer Funktion der
Form y(t) =y, *e *t + C angenahert. Durch den Korrekturterm ¢ wird
einerseits berucksichtigt, dass in der unbestrahlten Probe nicht alle Molekile
trans-standig vorliegen (C negativ), andererseits wurde bei den sehr langsamen
Reaktionskinetiken beobachtet, dass die Absorptionsspektren nicht wieder die
urspringlichen Werte der unbestrahlten Probe erreichten. Vermutlich treten
wéahrend des langen Beobachtungszeitraums andere Reaktionen auf (Hydrolyse,
Oxidation) deren Einfluss ebenfalls in diesem Korrekturterm bericksichtigt
werden konnen (C positiv). Die ermittelten Parameter der Funktionen und die
daraus abgeleiteten kinetischen Konstanten der Reaktion sind in Tabelle 4.2

zusammengefasst.

Tabelle 4.2: Parameter der thermischen cis—trans-Isomerisierung ermittelt durch Regression mit
einer Funktion der Form: y(t) =y, *e ®t 4 C. Zur besseren Vergleichbarkeit wurden alle
Funktionen auf einen Startwert y, = 1 normiert.

R R, Yo Cc k [1/h] T12 [N]
137 H H 1,00+ 0,02 0,04 +0,02 3,7E-2 £+ 1,7E-3 18,7+0,9
147 H Me 1,00%+0,19 0,30+0,20 2,1E-3+6,7E-4 330 £ 95
157 H Et 1,00+ 0,06 0,21 +0,06 19E-3+1,8E-4 356 + 35
16" H iPr 1,00+£0,06 0,40+ 0,06 2,0E-3+2,0E-4 348 + 35
177 Me H 1,00+ 0,05 0,20+ 0,06 2,1E-3+19E-4 329 + 30
18" Me Me 1,00+0,02 0,04+0,03 5,7E-3 £ 2,4E-4 121 +6,0
19 iPr Me 1,00%+0,03 -0,03+0,038 1,7E-2+1,2E-3 40,1+ 2,9

Wiéhrend das unsubstituierte Azobenzol (13”°) eine relativ kurze Halbwertszeit
von 19 h aufweist, sind alle einfach substituierten Verbindungen deutlich stabiler,
mit Halbwertszeiten im Bereich von 2 Wochen, wobei der sterische Anspruch der
Substituenten nur eine untergeordnete Rolle einnimmt (14°°-16"°). AuRerdem
scheint es keinen grof3en Einfluss zu haben an welchem Benzolring sich die
Alkylgruppen befinden, wie der Vergleich der beiden methylsubstituierten
Derivate 14”° und 17°° zeigt. Tragen beide

jedoch Benzolringe
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Alkylsubstituenten in ortho-Position, nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit wieder
deutlich zu.

Eine mdgliche Erklarung fur dieses Verhalten konnte anhand der verschiedenen
Mechanismen der Isomerisierung geliefert werden, welche in Abschnitt 1.2.1 kurz
vorgestellt wurden. Wahrend in Verbindung 13*° eine Rotation um die zentrale
N-N-Bindung vermutlich recht einfach stattfinden kann, ist diese bei den
alkylsubstituierten Derivaten durch die sterischen Interaktionen gehindert und die
Reaktionsgeschwindigkeit nimmt ab. Sperrige Substituenten an beiden ortho-
standigen Positionen koénnten jedoch eine Aufweitung der zentralen C-N-N-
Bindungswinkel bewirken, was eine Reaktion tber einen Inversionsmechanismus
beglnstigen kénnte (Abbildung 4.7). Die Reproduktion dieser Ergebnisse war
Teil der Bachelorarbeit von D. Scheerer und lieferte vergleichbare Daten.!**®!

Rotation ungehindert Rotation erschwert Inversion erleichtert
N%d . NN H H
H H ny H HH N=N H
H % N A
H HY
HH
AcHN COOH AcHN COOH AcHN COOH
13R¢ 14A¢ 18hc

Abbildung 4.7: Modell zur Erklarung der Isomerisierungsraten der verschiedenen
Azobenzolderivate unter dem Einfluss der ortho-standigen Alkylsubstituenten. Die Rotation um
die N-N-Bindung sollte bei unsubstituierten Azobenzolen relativ ungehindert vonstattengehen,
wahrend im Fall der einseitig substituierten Derivate eine sterische Hemmung dieser Rotation
angenommen werden kann. Im Fall der beidseitig substituierten Derivate kdnnte eine Inversion
Uber einen linearen Ubergangszustand bevorzugt ablaufen, da die zuséatzlichen sterischen
Interaktionen durch eine Aufweitung der N-N-C-Bindungswinkel minimiert werden.

4.1.5 Azobenzol-Bausteine fur die Festphasen-Peptidsynthese

Zum Einbau in das Peptidriickgrat mittels SPPS sollten die Azobenzole zu Fmoc-
geschitzten Derivaten umgesetzt werden. Aufgrund der thermischen Stabilitat
der cis-Form und der einfachen Synthese in guten Ausbeuten fiel die Wahl dabei
auf das Methyl-substituierte Derivat 14. Das aromatische Amin wurde dabei zum

einen direkt mit einer Fmoc-Gruppe geschitzt, zum anderen wurde eine
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Amidkupplung mit einem geschitzten Glutaminsdurederivat durchgefihrt

(Abbildung 4.8).
HOOC—(: >—N
/ N@*NHFmoc

20 (70%)
HOOC-@*N‘\
N NH,
14 .
f o] NHFmoc
HOOC—@NU
N NH

COOtBu

21 (30%)

Abbildung 4.8: Synthese von Fmoc-geschitzten Azobenzolderivaten in Losung als Bausteine flr
die SPPS. i) Fmoc-Cl, Aceton, 10% Nazcosvaq.; i) Fmoc-Glu(OtBu)-OH, HATU, HOAt, DIPEA,
NMP.

4.2 Acetylierte PCPPs

4.2.1 Peptidsynthese

Die erhaltenen Azobenzolbausteine 20 und 21 wurden zusammen mit den
geschutzten Derivaten der Aminosauren Arginin (R) und Glutaminsaure (E) per
Festphasensynthese unter Verwendung der Fmoc-tBu-Schutzgruppenstrategie
zu den gewilnschten Peptiden umgesetzt (Abbildung 4.9). Auf diese Weise

sollten zun&chst die beiden Peptide “°E,R, und “°E4R, synthetisiert werden.

Als feste Phase wurde ein Aminomethyl-Polystyrol-Harz mit Rink-Amid-Linker!***!
verwendet, der nach Abspaltung C-terminale Carboxamide liefert. Um eine
positive Ladung am N-Terminus zu vermeiden, wurde das Amin acetyliert.

Fmoc-Glu(OtBu)-OH und Fmoc-Arg(Pbf)-OH wurden mit HBTU/HOBLt aktiviert,
wahrend die aromatischen Carbonséuren der Verbindungen 20 und 21 nur bei
einer Aktivierung mit DCC/HOBt gekuppelt werden konnten. Die Ausbeute wurde
Uber die charakteristische Absorption des bei der Fmoc-Entschitzung

entstehenden Dibenzofulven-Piperidin-Addukts bestimmt und lag fur alle
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Bausteine typischerweise bei Uber 95%. Bei der Verwendung von Verbindung 20
wurden jedoch bei der sukzessiven Kupplung des folgenden Glutaminsaure-
Bausteins an das aromatische Amin deutlich geringere Ausbeuten erzielt (~20%).
Auch durch die Verwendung des starkeren Aktivators HATU/HOAt konnte die
Ausbeute nicht Uber 50% gesteigert werden. Verbindung 21 hat den Vorteil, dass
die schwierige Kupplung des weniger nukleophilen aromatischen Amins nicht an
der festen Phase stattfindet, sondern in einer vorgeschalteten Reaktion in
Losung. Dadurch wird die Gesamtausbeute der Peptidsynthese nicht durch
diesen ineffektiven Schritt reduziert, da in diesem Fall sowohl die Kupplung von
Verbindung 21 als auch die Kupplung des nachsten Glutaminsaure-Bausteins in

guantitativen Ausbeuten durchgefiihrt werden konnte.

0
N
FmocHN N’ : OH FmocHN, qo
a FmocHN O $ OH
X | ?

oder $ OH + 20 +  bx

(a-1) x 0 oder

NH
Y FmocHN PHHN—(
A NH

Fmoc-Glu(OtBu)-OH Fmoc-Arg(Pbf)-OH
>:NH2

X =H: trans-E Ry,
X =Ac: trans-"°E,R,

Abbildung 4.9: Schema der Peptidsynthese ausgehend von den 4 oben dargestellten
Bausteinen. Die Struktur der erhaltenen Peptide ist im unteren Teil dargestellt und die
Nomenklatur ist folgendermalen festgelegt: die Konfiguration der N-N-Doppelbindung des
Azobenzols wird durch den Préfix cis- oder trans- spezifiziert, die Anzahl der Glutaminsaure (E)-
und Arginin (R)-Bausteine wird jeweils durch eine tiefgestellte Nummer (E_R,) festgelegt und eine
N-terminale Acetylierung wird durch ein hochgestelltes ,Ac’ bezeichnet.
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4.2.2 Reinigung und Charakterisierung

Die so erhaltenen Peptide wurden Uber RP-HPLC gereinigt und zunachst
massenspektrometrisch charakterisiert (Tabelle 6.1, Seite 105). Anschliel3end
wurden die photochemischen Eigenschaften der Peptide durch Bestrahlung bei
verschiedenen Wellenldngen untersucht. Die unbestrahlten Proben zeigen
jeweils eine starke Absorptionsbande mit einem Maximum bei 355 nm, da die
Peptide fast ausschliel3lich in der thermodynamisch glnstigeren trans-Form
vorliegen. Bestrahlung mit Licht der Wellenlange 366 nm fuhrt zur Bildung der
cis-Form, wobei die Absorptionsbande abnimmt und nach etwa 5 Minuten ein
photostationarer Zustand, mit 60-80% der Molekiile in cis-Konfiguration, erreicht
wird. Wird mit blauem Licht der Wellenlange 438 nm oder 495 nm bestrahlt lauft
die Ruckreaktion bevorzugt ab und es wird erneut ein PSS erreicht, wobei jedoch
mehr als 95% der Peptide die trans-Form annehmen (Abbildung 4.10). Die bei
der Bestrahlung verwendeten Wellenlangen sind Emissionsbanden der
verwendeten Quecksilberdampflampe und konnten jeweils Uber einen optischen

Filter ausgewahlt werden.

a) 1,2 9 ACEGRB b) 1,2 ACEQRQ
1 ——unbestrahlt 1 ——unbestrahlt
1 min 366 nm 1 min 366 nm
0,8 - 2 min 366 nm 0.8 4 2 min 366 nm
——5 min 366 nm ——5 min 366 nm
A 06 1 ——40 min 366 nm Ay 06 1 A e 3 min 438 nm
- --1min 438 nm ——10 min 366 nm
0,4 4 0,4 - 10 min 495 nm
0,2 1 0,2 A
0 T T ] 0 r r
250 350 450 550 250 350 450 550
Alnm Alnm

Abbildung 4.10: UV/Vis-Spekteren zur Untersuchung der photochemischen Eigenschaften der
acetylierten Peptide. Bei Bestrahlung mit Licht der Wellenlange 366 nm nimmt A,_. ab, bis nach
etwa 5 Minuten ein photostationdrer Zustand erreicht wird (schattierte violette Kurven). Bei
Bestrahlung mit blauem Licht bildet sich die trans-Form der Peptide bevorzugt sowohl bei 438 nm
(gestrichelte blaue Kurve; in a) deckungsgleich mit dem roten Spektrum der unbestrahlten Probe)
als auch bei 495 nm (gepunktete grine Kurve; nur in b)). Die Spektren wurden bei
Raumtemperatur (~22°C) in Wasser aufgenommen.

Um die Peptide in ihrer cis-Form zu isolieren wurde ein weiterer RP-HPLC

Reinigungsschritt durchgefihrt, nachdem die Probe fir 20 Minuten bei 366 nm
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bestrahlt worden war. Die beiden Isomere besitzen dabei leicht verschiedene
Retentionszeiten und konnten durch Anwendung eines optimierten Gradienten
quantitativ voneinander getrennt werden. Der erste Peak im Chromatogramm

(rt = 33 min, Abbildung 4.11a) entspricht cis-"°E,R, mit einer sehr schwachen

Absorption bei 355 nm, wahrend der zweite Peak mit einer Retentionszeit von 40
Minuten von trans-*°E4R, stammt, erkennbar an einer intensiven Absorption bei
355 nm. Zur Bestimmung der Rate der thermischen cis—trans-Isomerisierung
wurde eine Probe des ersten Peaks im Dunkeln aufbewahrt, und es wurden in
bestimmten Zeitabstanden UV/Vis-Spektren aufgenommen (Abbildung 4.11b).
Das schwarze Spektrum wurde direkt nach der Elution aufgenommen und
entspricht der cis-Form in einer Reinheit von Uber 95%, was anhand der fast
komplett verschwundenen Absorptionsbande bei 355 nm ersichtlich ist. Durch
Auftragen des Terms (Asssmax. — Assse) gegen die Zeit wurde die Halbwertszeit
der thermischen cis—trans-lsomerisierung analog zum Vorgehen in Abschnitt
4.1.4 auf 35,1 + 2,6 h bestimmt.

12 -
a) 500 30 b) 2
400 - 25 1 A
300 - 20 0,8 1
Al
mau 2% 15%B A 0.6 -
100 10 04 -
0 5 0,2
-100 T T 0 0 T T J
0 20 40 60 250 350 450 550
rt / min Alnm

Abbildung 4.11: a) RP-HPLC-Chromatogramm der Reinigung von ACEGR9 nach Bestrahlung mit
Licht der Wellenlange 366 nm fir 20 Minuten. In griin ist der verwendete Lésungsmittelgradient
dargestellt (A: 5% Acetonitril, 0,1% TFA in Wasser; B: 5% Wasser, 0,1% TFA in Acetonitril).
Detektiert wurde die Absorption bei 3 verschiedenen Wellenlangen Ay (schwarz), A, (pink) und
Asss (blau). b) UV/Vis-Spektren zur Verfolgung der thermischen cis—trans-Isomerisierung von
A°E R, nach der Isolierung der cis-Form. Aufgenommen in 21% Acetonitril, 0,1% TFA in Wasser
bei 22°C.
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4.2.3 NMR-Spektroskopie

Wahrend sich die Peptide im sauren (pH ~ 3) gut I6sen, nimmt die L&slichkeit
unter neutralen oder basischen Bedingungen stark ab. Vor allem von der trans-
Form des Peptides konnten deshalb keine qualitativ hochwertigen NMR-Spektren
in diesem pH-Bereich erhalten werden. Vermutlich kommt es bei den hohen
Konzentrationen, die fir die NMR-Spektroskopie nétig sind, zu intermolekularen
Interaktionen der polyionischen Sequenzen, die zu einer Aggregation innerhalb
weniger Minuten fuhren. Fir die cis-Peptide trat dieses Problem zwar ebenfalls
auf, jedoch verlief die Aggregation deutlich langsamer, sodass es mdglich war,
diese mit zweidimensionalen NMR-Spektren zu untersuchen. In Abbildung 4.12
ist eine Uberlagerung eines TOCSY- und NOESY-Spektrums des Peptids cis-
ACE6R9 bei pH 5,3 gezeigt. Eine detaillierte Analyse und exakte Zuordnung aller

Resonanzen ist aufgrund der starken Uberlagerung der Signale nicht moglich,
wie am Bereich der H"- (8,2 bis 8,8 ppm) und H®- (4,3 bis 4,6 ppm) Kreuzsignale
ersichtlich ist.

r 8'H [ppm]

~80% cis-“ER,

00
20 15

25

3.5

L2
<

‘*“ b P L

9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 5'H [ppm]

Abbildung 4.12: Uberlagerung des TOCSY-Spektrums (rot) und des NOESY-Spektrums (blau)
einer bei 366 nm bestrahlten Probe von ACE6R9 (~80% der Molekiile in cis-Konfiguration). Von
besonderem Interesse sind die eingekreisten NOESY-Kreuzsignale zwischen den HE-/HY-
Protonen der Glutaminsauren (2,0 bis 2,5 ppm) und den stickstoffgebundenen Protonen der
Guanidingruppen der Arginine (6,8 bis 7,7 ppm). Die Anwesenheit dieser Kreuzsignale spricht fur
eine effektive Paarung der beiden Aminosaureseitenketten wie im Schema rechts dargestellt.
0,9 mM AcEGRQ; 4 mM NaN,; 0,1 mM TSP in Wasser pH =5,3; 17°C.
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Nichtsdestotrotz konnten einzelne Signale zweifelsfrei einem der beiden
Aminosauretypen zugeordnet werden und vor allem die NOESY-Kreuzsignale
zwischen den HP- und HY-Protonen der Glutaminsauren (2,0 bis 2,5 ppm) und
den stickstoffgebundenen Protonen der Guanidingruppen der Arginine (6,8 bis
7,7 ppm) lassen auf einen engen Kontakt der beiden Aminosauren schlieRen, wie
es im Falle einer Paarung der beiden polyionischen Sequenzen zu erwarten ist.

Eine weitere NMR-spektroskopische Beobachtung stitzt diese These der
effektiven  intramolekularen  Paarung der polykationischen und der
polyanionischen Sequenz bei den Peptiden mit dem Azobenzol in cis-
Konfiguration. In Abbildung 4.13 ist ein Ausschnitt aus Protonenspektren der

Verbindung “°E,R, bei verschiedenen cis/trans-Verhaltnissen dargestellt.

Aufgetragen ist der Bereich zwischen 9,56 ppm und 9,66 ppm mit dem isolierten
Signal des aromatischen Amidprotons; das gezeigte Verhalten wurde jedoch
auch bei vielen weiteren Signalen im Spektrum analog beobachtet. Die
Signallage des Amidprotons zeigt dabei eine Abhangigkeit vom Verhéltnis der
beiden Isomere in der Lésung. In der unbestrahlten Probe mit einem trans-Anteil
von 99% besitzt das Proton eine chemische Verschiebung von 9,606 ppm, nach
Bestrahlung bei 366 nm liegt das Signal bei 9,630 ppm, wobei noch 25% der
Molekdile in trans-Form voriegen. Der pH-Wert der Probe wurde urspriinglich auf
3,05 eingestellt, nach der Bestrahlung wurde erneut gemessen und der pH war
auf 2,95 gefallen, was wiederum die Anderung der chemischen Verschiebungen
erklart, da der pH-Wert hierauf einen grof3en Einfluss haben kann.

Ein Grund fur die erhdhte Aciditat der Peptidlosung nach Bestrahlung kdnnte ein
geanderter Protonierungszustand der Seitenketten der Glutaminsauren sein.
Normalerweise sollten diese bei pH ~3 zum grof3ten Teil protoniert vorliegen
(pKs = 4,3; Seitenkette der freien Glutaminsaure). Ist jedoch in der cis-Form eine
effektive Paarung mit den Guanidinfunktionalitdten der Arginine mdglich, wirde
die deprotonierte Form stabilisiert und Protonen freigesetzt. Eine pH-Anderung
von 3,05 auf 2,95 entspricht dabei der Freisetzung von 0,23 mM H*-lonen

(Peptidkonzentration 0,9 mM).
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11 h n. Bestrahlung 31% trans

3,5 h n. Bestrahlung 27% trans
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Abbildung 4.13: Ausschnitt aus Protonenspektren des Peptides AcEGRQ. Die chemische
Verschiebung des Signals des charakteristischen Amidprotons der trans-Form zeigt eine
Abhangigkeit vom Verhéltnis der beiden Isomere in der Probe. Eine pH-Messung vor und nach
der Bestrahlung zeigte, dass der pH-Wert leicht abgesenkt wurde. Das Schema auf der rechten
Seite gibt eine mogliche Erklarung fir dieses Verhalten: Die deprotonierte Form der
Glutaminsaure konnte in der cis-Form durch die effektive Paarung mit Arginin stabilisiert werden,
wodurch Protonen freigesetzt und der pH-Wert erniedrigt wirde. 0,9 mM AcEGRQ; 4 mM NaN,;
0,1 mM TSP in Wasser; 17°C.

Zusammengenommen zeigen die NMR-spektroskopischen Untersuchungen,
dass die gewilnschte intramolekulare Paarung der polyionischen
Peptidsequenzen vor allem bei der cis-Form zustande kommt und somit eine
photoschaltbare Inhibition  der zellpenetrierenden  Eigenschaften  der

Oligoarginine angenommen werden kann.

4.3 Fluoreszenzmarkierte PCPPs

4.3.1 Farbstoffsynthese und Peptidfunktionalisierung

Um die Zellgangigkeit der Peptide zu visualisieren, sollte ein Fluoreszenzfarbstoff
an den N-Terminus konjugiert werden. Die Absorption des Fluorophors sollte
dabei nicht mit der des Azobenzols Uberlagern, um eine Anregung des Farbstoffs
zu ermdoglichen, ohne gleichzeitig den Isomerisierungsstatus des Azobenzols zu
verandern. Die Wahl fiel dabei auf das Rhodaminderivat 23 mit einem

Absorptionsmaximum bei 567 nm. Synthetisiert wurde dieses aus Rhodamin B in
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2 Stufen gemaR der Vorschrift von Nguyen et al.*?”. Dieses Derivat konnte bei
der SPPS unter Standardbedingungen mit HBTU/DIPEA aktiviert und an den N-
Terminus der Peptide konjugiert werden. Auf diese Weise sollten die drei
fluoreszenzmarkierten Peptide "E.R,, "E,R, und "Eg,R; hergestellt und

charakterisiert werden.

a)

... OO OO
I\NO\\%J
~ )

Rhodamin B 22 23

b)

O (\NJ\/\W/\_{/ 2>=NH2

SPPS

= @ Q
(0]
O \@J 0

trans-"E R,

Abbildung 4.14. a) Synthese des Fluoreszenzfarbstoffes 23 aus Rhodamin B.
Reaktionsbedingungen: i) NaOH, AlEt, Piperazin ii) Bernsteinsaureanhydrid, NEt,, DMAP,
CH,Cl,, 70%. b) Struktur der durch SPPS erhaltenen fluoreszenzmarkierten Peptide, welche im
Folgenden durch ein hochgestelltes ,fl* bezeichnet werden.

4.3.2 Reinigung und Charakterisierung

Die fluoreszenzmarkierten Peptide wurden per RP-HPLC gereinigt und massen-
spektrometrisch charakterisiert (Tabelle 6.1, Seite 105). Die photochemische
Charakterisierung und die Isolierung der cis-Form wurde analog zu den acety-
lierten Peptiden durchgefihrt, und die Ergebnisse sind in Abbildung 4.15 am

Beispiel von fIEQR9 zusammengefasst. Das UV/Vis-Spektrum der Peptide wird

dominiert von der starken Absorptionsbande des Fluoreszenzfarbstoffs 23 bei
566 nm (Abbildung 4.15a, b). Bei Bestrahlung bei 366 nm stellte sich ebenfalls
nach etwa 5 Minuten ein photostationarer Zustand ein, wobei der cis-Anteil mit

~40% jedoch geringer war als bei den acetylierten Peptiden (Abbildung 4.15b, c).
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Abbildung 4.15: a) UV/Vis-Absorptionsspektrum des Fluoreszenzfarbstoffs 23 in Wasser bei
22°C b) Photochemische Eigenschaften des Fluoreszenzmarkierten Peptids "E R, in Wasser bei
22°C c¢) RP-HPLC-Chromatogramm der Reinigung von fIE9R9 nach Bestrahlung mit Licht der
Wellenléange 366 nm fiir 20 Minuten. In griin ist der verwendete Lésungsmittelgradient dargestellt
(A: 5% Acetonitril, 0,1% TFA in Wasser; B: 5% Wasser, 0,1% TFA in Acetonitril). Detektiert wurde
die Absorption bei 3 verschiedenen Wellenlangen A,,, (schwarz), Asss (blau) und Asgs (orange) d)
UV/Vis-Spektren zur Verfolgung der thermischen cis—trans-Isomerisierung von fIEQR9 nach
Isolierung der cis-Form. Aufgenommen in ~33% Acetonitril, 0,1% TFA in Wasser bei 22°C.

Dieser Einfluss eines konjugierten Fluorophors auf das Gleichgewicht im
photostationéaren Zustand wurde zwar schon fur andere azobenzolhaltige Peptide
beschrieben, jedoch ist der genaue Mechanismus nicht geklart.**Y! Da auch der
Fluorophor bei 366 nm eine schwache Absorptionsbande besitzt, wird dieser bei
der Bestrahlung ebenso angeregt. Es ware mdoglich, dass der angeregte
Fluorophor seine Energie anschlie3end strahlungslos bei langeren Wellenlangen
auf das Azobenzol Ubertragt, wodurch die ineffektive direkte Anregung des cis-
Azobenzols bei 366 nm umgangen wuirde. Dieser zuséatzliche Weg der
cis—trans-Isomerisierung konnte die Verschiebung des Gleichgewichts im
photostationaren Zustand erklaren und ist im folgenden Jablonski-Schema

dargestellt.
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Abbildung 4.16: Vereinfachtes Jablonski-Schema zur Erklarung der Verschiebung des PSS in
Gegenwart des Rhodaminfarbstoffes. Dem angeregten Azobenzol (AB*) stehen 2 Wege der
strahlungslosen Relaxation (SR) offen, wobei entweder cis-AB oder trans-AB gebildet wird. Da
jedoch nur trans-AB effizient bei 366 nm angeregt werden kann (As;) kommt es in diesem Fall zu
einer Anreicherung cis-Form. In Gegenwart des Rhodamins ist eine alternative Depopulation des
Sy-Zustands des cis-AB denkbar: Dabei wird zunéchst das Rhodamin bei 366 nm angeregt, um
seine Energie dann auf das cis-AB zu Ubertragen (gestrichelte gelbe Pfeile), wodurch das
Gleichgewicht im PSS verschoben wird.

Die beiden Isomere konnten nach Bestrahlung durch einen sukzessiven RP-
HPLC-Lauf voneinander getrennt werden (Abbildung 4.15c) und die
Halbwertszeit der thermischen cis—trans-lsomerisierung wurde auf 50,2 + 4,7 h
bestimmt (Abbildung 4.15d).

4.3.3 Quantifizierung und Visualisierung der Zellgangigkeit

Die so erhaltenen Peptide sollten anschlieBend auf ihre Zellgangigkeit hin
untersucht werden. Dazu wurden HelLa-Zellen (menschliche Epithelzellen eines
Cervixkarzinoms) 30 Minuten lang bei einer Konzentration von 3 uM des
jeweiligen Peptids inkubiert und anschlieend per Durchflusszytometrie
analysiert. Die Verteilung der Zellfluoreszenz ist in Abbildung 4.17a dargestellt.
Wahrend die trans-Formen der drei Peptide ahnlich effektiv aufgenommen
werden, ist die Zellaufnahme der cis-Peptide in allen Fallen stark verringert

(Vergleichbar mit der Aufnahme des Fluorophors 23). Am grofdten ist der
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Unterschied zwischen den beiden Konformeren bei "E,R, und mit Abstrichen bei
f'E8R8 (12- bzw. 9-fach geringere Zellaufnahme der cis-Form). Beim
unsymmetrischen Peptid fIEGR9 ist die Aufnahme der cis-Form weniger stark

eingeschrankt (3-fach geringer verglichen mit der trans-Form), vermutlich weil

hier nicht alle Arginin-Seitenketten durch Paarung inaktiviert werden kénnen.

unbehandelt Verbindung 23
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10° 10° 10* 10° 10° 10° 10* 10°
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Fluoreszenz pro Zelle Fluoreszenz pro Zelle Fluoreszenz pro Zelle
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Abbildung 4.17: Quantifizierung der Zellaufnahme der fluoreszenzmarkierten Peptide mittels
Durchflusszytometrie. a) Histogramme der Zellfluoreszenz nach Inkubation mit der jeweiligen
Verbindung (3 pM) fur 30 Minuten bei 37° C. b) Gemittelte Zellfluoreszenz relativ zu trans-f'EgRg.
Fur jede Verbindung wurden 10.000 HelLa-Zellen ausgewertet.
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Ausgehend von diesen Ergebnissen sollte die Zellaufnahme durch konfokale
Mikroskopie visualisiert werden und die Photoaktivierung durch Ilokale
Bestrahlung untersucht werden, wobei jeweils das effektivste Peptid "E4R,

verwendet wurde.

Platte 1: Platte 2:

Abbildung 4.18: Photoinduzierte Zellaufnahme visualisiert durch konfokale Mikroskopie.
Dargestellt ist jeweils die Uberlagerung des Fluoreszenzbildes (griin) und des Hellfeldbildes
(graustufen, Maf3stab: 50 um). a-e) Sequenzielle Abfolge von Bildern aus 3 Ausschnitten (pink,
blau und violett) auf Platte 1, inkubiert mit 1 uM cis-"EqR,. a) 40 Minuten inkubiert; b) 85 Minuten
inkubiert, 40 Minuten nach Bestrahlung des pinkfarbenen Ausschnitts bei 488 nm c) 90 Minuten
inkubiert d) 130 Minuten inkubiert, 40 Minuten nach Bestrahlung des blauen Ausschnitts bei
488 nm e) 135 Minuten inkubiert. Die gepunkteten Pfeile deuten die Auswahl eines neuen
Ausschnittes (>1 mm entfernt) auf derselben Platte an. f) Ausschnitt aus Platte 2, 65 Minuten
inkubiert mit 1 pM trans-"E4R,.

Wahrend cis-"E4R, nach 40, 90 und 135 Minuten kaum von Hela Zellen aufge-

nommen wird (Abbildung 4.18a, ¢ und e), kommt es bei der Inkubation mit trans-
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f'EQR9 zu einer schnellen Akkumulation des Peptides im Zytoplasma (Abbildung
4.18f).

Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass das inaktive cis-"E,R, in definierten
Bereichen sukzessive aktiviert werden kann, durch lokale Bestrahlung bei
488 nm und einer Laserleistung von 240 yW. Dabei wurde der ausgewahite
Bildausschnitt (512 x 512 Pixel; 250 x 250 um) fur etwa 30s punktférmig
bestrahlt (~ 0,4 ms / um?2). Abbildung 4.18 b) und d) zeigen zwei dieser Bereiche
40 Minuten nach Bestrahlung, wobei die intrazellulare Fluoreszenz vergleichbar

mit einer direkten Zugabe von trans-"E,R, ist, was fir eine quantitative

Aktivierung spricht. In Abbildung 4.19 ist der zeitliche Verlauf der Zellaufnahme
dargestellt. Der abgebildete Bereich entspricht dem pinkfarbenen Ausschnitt in
Abbildung 4.18. Bereits wenige Minuten nach der Bestrahlung ist eine Anreicher-
ung der Peptide im Zytoplasma zu beobachten, wahrend der Zellkern ausgespart
bleibt (besser sichtbar in der digitalen Version der Arbeit auf der beigelegten CD-
ROM). Die Fluoreszenz zeigt dabei eine unregelmafiige punktférmige Verteilung,

was fur einen vesikularen Aufnahmemechanismus der Peptide spricht.

Abbildung 4.19: Zeitabhangige Aufnahme von fIE9R9 (1 pM) in HelLa-Zellen nach Aktivierung
durch Bestrahlung bei 488 nm. Hellfeldbild (oben links) und Fluoreszenzbilder zu den
angegebenen Zeiten (Maf3stab: 50 um).
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Ein analoges Verhalten konnte auch fir alle 4 weiteren getesteten Zelllinien
gezeigt werden, was die breite Anwendbarkeit dieses Vektors in allen Zelltypen
veranschaulicht (Abbildung 4.20). Dabei wurden sowohl die Krebszelllinien HelLa,
HCT116 (humane Epithelzellen eines Colonkarzinoms) und MCF7 (humane
Epithelzellen eines Adenokarzinoms) als auch die nicht Krebszelllinien RPE1
(immortalisierte, humane Epithelzellen der Retina) und BSC1 (Epithelzellen der
Niere aus Primaten) untersucht, wobei in allen Fallen der Vektor in der cis-Form
kaum aufgenommen wurde, jedoch durch Bestrahlung bei 488 nm und einer

Laserleistiung von 240 pW (~ 0,4 ms / um?2) quantitativ aktiviert werden konnte.

RPE1 HCT116 MCF7 BSC1

40 min nach
Inkubation mit
3 UM cis-"E,R,

40 min nach
Aktivierung
bei 488 nm,
240 yWwW

Abbildung 4.20: Photoinduzierte Aufnahme des Peptids fIEgR9 in verschiedenen Zelltypen
(Maf3stab: 50 pum).

4.3.4 Raumlich begrenzte Anregung und Aufnahme in einzelne Zellen

In den obigen Beispielen wurde immer ein kompletter Ausschnitt mit einer hohen
Lichtintensitéat bestrahlt, und die Zellaufnahme der Peptide konnte in allen Zellen

des betreffenden Bereichs festgestellt werden. Im Folgenden sollte die r&umliche
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Auflosung der Photoaktivierung untersucht und optimiert werden, mit dem Ziel
einer Peptidaufnahme in einzelne Zellen.

Bei der konfokalen Mikroskopie trifft das Licht in einem Kegel auf das Substrat
und die Lichtintensitat ist durch die Bindelung in der Fokusebene am hdchsten.
Wird jedoch mit einer sehr hohen Laser-Leistung auf die Probe eingestrahlt ist
die Lichtintensitat auch in Ebenen oberhalb und unterhalb des Fokus grof3 genug,
um eine effektive Isomerisierung des Azobenzols von cis nach trans zu bewirken.
Dadurch ist das Volumen, in dem eine Aktivierung stattfindet, nicht auf den
ausgewahlten Bereich der Fokusebene begrenzt, es wird vielmehr ein grol3es
Volumen oberhalb der Zellen aktiviert, von wo aus die Peptide schnell in weiter
entfernte Bereiche diffundieren und dort von Zellen aufgenommen werden
kénnen. Dieses Verhalten wurde bei der Bestrahlung mit Laser-Intensitaten >200
MW beobachtet. In Abbildung 4.21 ist ein Ausschnitt gezeigt, in dem nur ein
kleiner Bereich (rotes Rechteck) durch Bestrahlung aktiviert werden sollte, jedoch
zeigen auch benachbarte Zellen eine Aufnahme des Peptids nach 30 Minuten.
Die Effizienz der Aufnahme nimmt dabei wie zu erwarten mit zunehmendem

Abstand vom bestrahlen Bereich ab.

Abbildung 4.21: Hellfeldbild (graustufen, links MaRstab 50 uM) und Fluoreszenzbild (grin,
rechts) von dicht gewachsenen HelLa-Zellen. Die Probe wurde mit 3 pM cis-”EgR9 Inkubiert, der
rote Ausschnitt bei 488 nm mit hoher Laserintenistat (200 pW; ~ 0,4 ms / um?) bestrahlt, und 30
Minuten spater wurden die Bilder aufgenommen.

Um das Volumen der Anregung zu beschranken, wurde versucht, die

Laserleistung schrittweise zu verringern, sodass die Lichtintensitdt nur in der
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Fokusebene fir eine effektive Anregung ausreichend ist. Im Gegenzug wurde
nicht nur einmalig bestrahlt, sondern mehrmals Uber einen Zeitraum von
30 Minuten. Durch diese Vorgehensweise konnte eine Aufnahme in wenige
Zellen erreicht werden, wahrend benachbarte Zellen (~50 um entfernt) kaum
betroffen sind, wie Abbildung 4.22 zeigt. In Bild c) ist sogar ein deutlicher
Unterschied innerhalb einzelner Zellen zu erkennen. Hier wurde der Bereich der
Aktivierung direkt neben den Zellen gewéhlt und eine bevorzugte Aufnahme von
dieser Seite beobachtet.

Abbildung 4.22: Raumlich begrenzte Aufnahme durch repetitive Bestrahlung ausgewahlter
Bereiche (rote Rechtecke) mit niedriger Lichtintensitéat bei 488 nm. Bedingungen der Bestrahlung:
a) 1,5 W Laserleistung, 16 scans pro Zyklus, 1 Zyklus pro Minute, 30 Minuten lang. b) und c) 1
MW Laserleistung, 16 scans pro Zyklus, 1 Zyklus pro Minute, 20 Minuten lang. Die Bilder wurden
jeweils 40 Minuten nach Beginn der Bestrahlung aufgenommen (MaR3stab: 20 pM).

Prinzipiell sollte auch die Rickreaktion, also die Deaktivierung der trans-Peptide
durch Bestrahlung mit UV-Licht mdglich sein, jedoch wurde aufgrund der
geringen Effizienz der photoinduzierten trans—cis-Isomerisierung in Gegenwart

des Fluorophors (vgl. Absatz 4.3.2) auf diese Experimente verzichtet.
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4.4 PCPP-Wirkstoffkonjugate

Nachdem die Funktionalitat der PCPPs mit konjugiertem Fluorophor erfolgreich
gezeigt werden konnte, sollte anschlieRend ein Zytostatikum an die Peptide
konjugiert werden, um dieses selektiv durch lokale Bestrahlung in Zellen
einzuschleusen und dort einen gezielten Zelltod (Apoptose) herbeizufiihren. Als
Zytostatikum wurde zum einen 5-Fluorouracil (5-FU) ausgewahlt, ein
Antimetabolit und Inhibitor der Thymidalatsynthase, und zum anderen Paclitaxel
(Pac), ein Hemmer der Depolymerisation von Mikrotubuli wahrend der Zellteilung.
5-FU (ICg, ~ 20 uM™??) bietet dabei den Vorteil, dass es ein sehr kleines,

gunstiges und stabiles Molekul ist, wahrend Paclitaxel eine komplizierte
polyzyklische Vebindung mit vielen funktionellen Gruppen und hydrolysierbaren
Bindungen ist. Der Vorteil von Paclitaxel besteht in seiner sehr hohen
Wirksamkeit  (ICs, ~5 nmt*?®),  wodurch schon bei deutlich geringeren

Konzentrationen und Inkubationszeiten ein Effekt erzielt werden sollte. Die
Wirkstoffe wurden uber hydrolysierbare Esterbindungen an den N-Terminus der
Peptide konjugiert, wobei verschiedene Dicarbonsauren als Linkermolekile

getestet wurden.

4.4.1 Wirkstoffmodifikation und Peptidsynthese

In Abbildung 4.23 ist die Synthese der 5-Fluorouracil-Derivate 32 und 33
schematisch dargestellt. Ausgegangen wurde dabei von Bersteinsaureanhydrid
oder Adipinsaure, die im ersten Schritt zu den einfach Benzyl geschitzten
Derivaten umgesetzt wurden™*'%! (24, 25). Die verbliebene freie
Carbonsaurefunktionalitdt wurde anschlieend in 2 Stufen zum Chlormethylester
umgesetzt™ (28, 29), woraus dann in einer nukleophilen Substitution mit
Fluorouracil die Verbindungen 30 und 31 erhalten wurden!. Nach der
reduktiven Abspaltung der Benzylschutzgruppe konnte die Carbonsdure mit
DCC/HOBt aktiviert und unter SPPS-Standardbedingungen an das N-terminale
Amin der Peptide gekuppelt werden.
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Abbildung 4.23: Schema der Synthese von 5-Fluorouracil-Derivaten zur Konjugation an das N-
terminale Amin der PCPPs. Reaktionsbedingungen: i) BnOH, DMAP, CH,Cl,; ii) BnOH, pTos-OH,
Toluol; iii) CICH,SCH,, Cs,CO,, DMF; iv) SO,Cl,, CH,Cl,; v) 5-FU, NEt,, DMF; vi) 10% Pd/C,
AcOH, 1,4-Cyclohexadien; vii) DCC, HOBt, NMP; viii) 95% TFA, 2,5% TIS, 2,5% Wasser. Die
erhaltenen Peptide werden durch ein hochgestelltes ,FU‘ und der verwendete Linker mit ,c4
(Bernsteinsaure) bzw. ,c6‘ (Adipinsédure) gekennzeichnet.

Die Paclitaxel-Derivate 34 und 35 konnten durch eine direkte Umsetzung mit
Bersteinsdureanhydrid oder Glutarsaureanhydrid nach Ryppa et al. erhalten
werden, wobei selektiv die 2-OH-Gruppe modifiziert wird.®® Diese wurden
anschlieRend in die beiden NHS-Aktivester 36 und 37 uberfiihrt.'?®! Da Paclitaxel
unter den stark sauren Abspaltbedingungen bei der SPPS nicht stabil ist, wurde
das Peptid erst mit freiem N-terminalen Amin synthetisiert und von der festen
Phase abgespalten, um dann mit den jeweiligen Aktivestern in LOsung umgesetzt

zu werden.
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Abbildung 4.24: Schema der Synthese von Paclitaxel-Derivaten zur Konjugation an das N-
terminale Amin der PCPPs. Reaktionsbedingungen: i) Pyridin, Bernsteinsaureanhydrid bzw.
Glutarsaureanhydrid; ii) DCC, NHS, THF,;.iii) E;R, DMF. Die erhaltenen Peptide werden durch ein
hochgestelltes ,Pac’ und der verwendete Linker mit ,c4‘ (Bernsteinsaure) bzw. ,c5° (Glutarsaure)
gekennzeichnet.

4.4.2 Reinigung und Charakterisierung der Peptide

Die erhaltenen Peptid-Wirkstoff-Konjugate wurden per RP-HPLC gereinigt und
massenspektrometrisch charakterisiert (Tabelle 6.1, Seite 105). Die photo-
chemische Charakterisierung und die Isolierung der cis-Form wurde analog zu
den acetylierten und fluoreszenten Peptiden durchgefihrt. In Abbildung 4.25 ist
beispielhaft die Reinigung der Peptide "/ **E R, und "***E R, nach 20-minitiger
Bestrahlung bei 366 nm gezeigt. Man erkennt wiederum, dass sich die beiden
Isomere in ihren Retentionszeiten unterscheiden und durch Anwendung eines

flachen Gradienten quantitativ voneinander getrennt werden konnten.
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Abbildung 4.25: RP-HPLC-Chromatogramme der Reinigung der PCPP-Wirkstoffkonjugate nach
Bestrahlung mit Licht der Wellenlange 366 nm fur 20 Minuten. In griin ist der verwendete
Ldsungsmittelgradient dargestellt (A: 5% Acetonitril, 0,1% TFA in Wasser; B: 5% Wasser, 0,1%
TFA in Acetonitril). Detektiert wurde die Absorption bei 3 verschiedenen Wellenlangen Ay,
(schwarz), Asgo (pink) und Asss (blau).

4.4.3 Kinetik der Esterhydrolyse

Die Freisetzung des Therapeutikums aus dem Peptidkonjugat beruht auf einer
selektiven intrazellularen Spaltung der Esterbindung. Um die Kinetik der Ester-
hydrolyse unter verschiedenen Bedingungen zu analysieren wurden drei Modell-
verbindungen (Abbildung 4.26) per SPPS synthetisiert. Zum einen sollte der
Einfluss der letzten konjugierten Aminosaure untersucht werden, wobei Glutamin-
saure (primares Amin wie in den Zielpeptiden) und Prolin (sekundares Amin)
getestet wurden. Zum anderen sollte der Einfluss des verwendeten Linkers

untersucht werden.
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Abbildung 4.26: Modellverbindungen zur Untersuchung der Esterhydrolyse. Die Di-Peptide
wurden per SPPS synthetisiert, tUber RP-HPLC gereinigt und massenspektrometrisch
charakterisiert (Tabelle 6.1, Seite 105).
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Die Esterhydrolyse wurde per NMR-Spektroskopie verfolgt, indem zeitabhangig
Protonenspektren aufgenommen wurden. In Abbildung 4.27 sind Ausschnitte der
Uberlagerten NMR-Spektren gezeigt, wobei der Zerfall der Ausgansverbindungen
durch Integration der abnehmenden Signale quantifiziert wurde. Zur Berechnung
der Reaktionsgeschwindigkeit wurde eine Reaktion erster Ordnung angenom-
men, und die Daten konnten durch Annaherung mit einer Exponentialfunktion
(y(t) = yo x e **t) beschrieben werden, aus deren Parametern wiederum die
Halbwertzeit der Esterhydrolyse bei 37°C errechnet wurde. Wahrend die Verbind-
ungen "U**Pro und FY°°Glu nur langsam mit Halbwertszeiten von 3-4 Tagen
hydrolysieren, wird Fluorouracil aus der Verbindung F***Glu deutlich schneller
freigesetzt (r1,, = 2,9 £ 0,1 h). Der Grund hierfur ist eine zweistufige Reaktion,
wobei zunachst eine schnelle intramolekulare Ringschluss-Reaktion zum
Succhinimid-Derivat stattfindet, welches dann in einer zweiten langsameren

Reaktion (z;,, = 3 d) mit Wasser zur freien Saure reagiert (Abbildung 4.27a). Die

Bildung des zyklischen Intermediates konnte dabei sowohl NMR-spektroskopisch
anhand des scharfen, symmetrischen Signals der Methylengruppen bei

2,87 ppm, als auch massenspektrometrisch als Natriumaddukt (m/z_,,. = 251,06;

calc.
m/z, . = 251,10) nachgewiesen werden. Die Ringschlussreaktion wurde nur bei
FU¢4Glu beobachtet, da die Bildung eines Fiinfrings (Succinimid) kinetisch
deutlich begunstigt ist, verglichen mit der Reaktion zum Adipinimid (Siebenring).
Prolin bildet im Gegensatz zu den restlichen proteinogenen Aminosauren tertiare
Amide und kann daher keine zusétzliche Ringschlussreaktion eingehen.

Im weiteren Verlauf sollte die enzymatische Freisetzung des Fluorouracils unter
dem Einfluss von Esterasen untersucht werden. Zum einen wurde dabei
Schweineleberesterase (porcine liver esterase, PLE) zugegeben, ein haufig
verwendetes Enzym, das in mehreren Isoformen vorliegt, wodurch ein breites
Substratspektrum abgedeckt wird. In unserem Fall wurde eine Einheit PLE pro
mL Reaktionslosung zugesetzt. Die Kinetik der Reaktion wurde jedoch im
Vergleich zu den obigen Fallen nicht verandert, was dafur spricht, dass die
untersuchten Verbindungen kein Substrat der PLE darstellen. Die Aktivitat des
Enzyms wurde mit Essigséureethylester getestet, welcher innerhalb weniger

Stunden komplett hydrolysiert wurde.
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Abbildung 4.27: Zeitlicher Verlauf der Esterhydrolyse der drei Modellverbindungen FUeGlu (a),
FUipro (b) und FU°°Glu (c) beobachtet per ‘H-NMR-Spektroskopie. Bedingungen: ~3 mM der
jeweiligen Verbindung; 50mM Na,HPO, (pH = 7,4); 5% D,O; 0,1 mM TSP; 37°C.
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Aullerdem wurde getestet ob im Lysat eukaryotischer Zellen eine Esterase
vorkommt, welche die Modellverbindungen effektiv spalten kann. Dazu wurde zu
zwei Teilen einer 3 mM Probe von "Y°®Glu, ein Teil eines Extraktes aus Hela-
Zellen (~2 mg Protein pro mL) gegeben. Die Esterhydrolyse war unter diesen
Bedingungen zwar leicht beschleunigt (z,,, = 55,9+ 0,8 h), jedoch folgt die
Reaktion immer noch einem exponentiellen Zerfall und damit einer Reaktion

erster Ordnung.

[rel]

6

T,=559+ 08

0 50 100

t/h

2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 [ppm]

Abbildung 4.28: Zeitlicher Verlauf der Esterhydrolyse der Modellverbindung "°°Glu in
Gegenwart eines Extrakts aus Hela-Zellen, beobachtet per H-NMR-Spektroskopie.
Bedingungen: ~2mM "*°Glu; 33,3mM Na,HPO, (pH=7,4); 3,33% D,0; 66uM TSP;
0,66 mg/mL HelLa-Extrakt; 37°C.

Im Falle einer enzymkatalysierten Hydrolyse mit einer Substratkonzentration, die
deutlich Uber der Enzymkonzentration liegt, wirde man jedoch eine Reaktion
pseudo nullter Ordnung, mit einem annahernd linearen Abfall der
Substratkonzentration erwarten. Mdglicherweise wird die Reaktion durch die
leicht veranderten Pufferbedingungen geringfligig beschleunigt.
Zusammengefasst lasst sich  konstatieren, dass die hergestellten
Fluorouracilkonjugate vermutlich keine Substrate fir gangige Esterasen darstel-
len. Der Wirkstoff wird jedoch trotzdem auf nicht enzymkatalysierten Wege freige-
setzt, wobei die Halbwertszeit der Esterhydrolyse je nach verwendetem Linker
wenige Stunden oder mehrere Tage betragt. Im weiteren Verlauf sollten die
verschiedenen Peptid-Wirkstoff-Konjugate auf ihre Zytotoxizitat getestet werden.
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4.4.4 Zellkulturbasierte Zytotoxizitatstests

Um die Toxizitat der Peptide zu untersuchen wurden AlamarBlue®-Assays unter
verschiedenen Bedingungen durchgefihrt. Zunachst sollten die Fluorouracil-
Peptid-Konjugate untersucht werden, wobei nur bei hohen Konzentrationen
(>10 uM) und langen Inkubationszeiten eine signifikante Inhibition der

Zellproliferation festgestellt werden konnte. Die symmetrischen Peptide (EgR,
und EgRg) zeigten in den fluoreszenzbasierten Studien zwar die grofRten

Unterschiede bei der Zellaufnahme der beiden Isomere, jedoch war die
Anwendbarkeit in diesem Fall auf Grund ihrer geringeren Loslichkeit
eingeschrankt. Deshalb wurde auf die weniger effektiven aber besser l6slichen

EcR4-Peptide zuruickgegriffen. Um eine extrazellulare Freisetzung des Wirkstoffs

sowie eine thermische  cis—trans-lsomerisierung  wahrend der langen
Inkubationszeit zu vermeiden wurde das Inkubationsmedium mehrmals
ausgetauscht. AuRerdem wurde das Derivat mit dem stabileren Adipinsaure-
Linker verwendet.

In Abbildung 4.29 ist das Ergebnis eines AlamarBlue®-Assays unter optimierten
Inkubationsbedingungen  dargestellt. Man erkennt, dass bei hohen
Peptidkonzentrationen ein Unterschied zwischen der Toxizitat von cis- und
trans-"V*°E,R, besteht. Im Fall des trans-Peptides konnte eine Abnahme der
Proliferation auf etwa 20% beobachtet werden, vergleichbar mit der Behandlung
mit 5-Fluorouracil oder Verbindung 33 (Fluorouracil konjugiert an Adipinsaure).
Die Uberlebensrate der Zellen bei der Inkubation mit cis-""*°E,R, liegt etwas
hoher bei 50%, was mit einer verringerten Aufnahme dieses Peptides erklart
werden kann. Das acetylierte Peptid zeigt auch bei der héchsten untersuchten

Konzentration von 50 pM keinen zytotoxischen Effekt.
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Abbildung 4.29: AIamarBIue®-Assay zur Quantifizierung der Zytotoxizitat. Die Zellproliferation
wurde photometrisch anhand der Fluoreszenz des von gesunden Zellen gebildeten Resorfurins
bestimmt und auf unbehandelte Zellen normiert. HelLa-Zellen wurden 48 h mit der jeweiligen
Verbindung inkubiert, wobei das Medium nach 10h, 24 h und 34 h gewechselt wurde.
Verbindung 33 ist Fluorouracil konjugiert an Adipinsaure. Der AIamarBIue®-Assay wurde vier
Tage nach Inkubationsende durchgefuhrt. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
dreier unabhangiger Messungen an.

Die Paclitaxel-Konjugate zeigten sich schon in geringeren Dosen wirksam,
weshalb in diesem Fall schon bei kirzeren Inkubationszeiten und geringeren
Konzentrationen Effekte beobachtet und die effektiveren EjRg4-Peptide eingesetzt
werden konnten. In Abbildung 4.30 ist das Ergebnis eines optimierten

AlamarBlue®-Assays gezeigt. Die Toxizitat des Peptids "*°**E4R, ist vergleichbar

mit der von freiem Paclitaxel. Vermutlich findet auch hier eine schnelle extra-
zellulare Hydrolyse des Succinyl-Linkers statt, wie sie bereits beim Fluorouracil-
Derivat beobachtet wurde (Abbildung 4.27, Seite 62). Der Glutaryl-Linker sollte

stabiler sein und es ist ersichtlich, dass die Toxizitdt des Peptids "*“°E,R,

dementsprechend geringer ist, da der aktive Wirkstoff vermutlich langsamer aus
dem Peptid freigesetzt wird.

Vergleicht man die beiden Peptid-lsomere kann festgestellt werden, dass sowohl
bei "2“““E 4R, als auch bei "*°*EjR, die cis-Form toxischer ist. Dieses Ergebnis
steht im Gegensatz zu den bisherigen Beobachtungen, namlich einer
schlechteren Zellaufnahme der cis-Peptide. Eine mdgliche Erklarung fur dieses
Verhalten konnte ein veranderter Aufnahmemechanismus sein, wenn das sehr
grol3e und hydrophobe Paclitaxel ans Peptid konjugiert ist. Ein weiteres Problem
kénnte die vesikulare Aufnahme der Peptide darstellen, wie sie fiur die
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fluoreszenzmarkierten Peptide beobachtet wurde. Da Paclitaxel seine Toxizitat
nur im Zytosol der Zelle entfaltet, muss es erst aus den Vesikeln austreten, was
im peptidgebundenen Zustand aufgrund des polyionischen Charakters
wahrscheinlich nicht moéglich ist. Zuséatzlich sollte bedacht werden, dass der pH in
endosomalen Vesikeln erniedrigt ist (pH 5,5 — 6,5!*2), was eine verlangsamte
Esterhydrolyse unter diesen Bedingungen zur Folge haben kénnte. Somit kbnnte
auch die hohere Toxizitat der cis-Peptide erklart werden, wenn diese schneller
extrazellular hydrolysiert werden, als die in Endosomen aufgenommenen trans-
Peptide. AuRerdem kdnnte auch eine endosomale Degradation des Paclitaxels,
dessen Wirksamkeit verringern. Das acetylierte Peptid zeigt wiederum keine
bei Konzentration von 5 pM und einer

Inkubationszeit von 2 Tagen (Abbildung 4.30Db).

signifikante Zytotoxizitat einer

1,2 1,2 1
2 ¢ i b) ¢
S 14 T £ = 14
o o
:g 0,8 - H T E3 0O 30 nM =9__J 0,8 -
S o 100 nM S @ 200 nM
2 0,6 - @ 300 nM 2 0,6 m1uM
o m1uM u | 5uM
N N
_S 0,4 m3uM -g 0,4
& 0,21 ® 02
g g
0 0+
fs\».a #Q,?q e;‘(,%q P\»Q,?q & 3.% vg.@?q
& ¢ ¢ & < &
? R ¥ & ® «
¢ ¢

Abbildung 4.30: AIamarBIue®—Assay zur Quantifizierung der Zytotoxizitat der Paclitaxel-Peptid-
Konjugate. Die Zellproliferation wurde photometrisch anhand der Fluoreszenz des von gesunden
Zellen gebildeten Resorfurins bestimmt und auf unbehandelte Zellen normiert. a) HelLa-Zellen
wurden 2 h mit der jeweiligen Verbindung inkubiert und der AlamarBlue®-Assay wurde einen Tag
nach Inkubationsende durchgefiihrt. b) HeLa-Zellen wurden 48 h mit der jeweiligen Verbindung
inkubiert, wobei das Medium nach 10 h, 24 h und 34 h gewechselt wurde. Der AlamarBlue®-
Assay wurde vier Tage nach Inkubationsende durchgefiihrt. Die Fehlerbalken geben die
Standardabweichung dreier unabhéngiger Messungen an.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Die vielfaltigen Ablaufe in Zellen und Organismen unterliegen einer
hochkomplexen raumlichen und zeitlichen Regulation, und es ist seit jeher Teil
der Forschung, diese Vorgange zu verstehen und gezielt in diese einzugreifen.
Aus diesem Grund wurden in den letzten Jahren viele artifizielle Konstrukte
entwickelt, die eine Kontrolle biologischer Systeme durch externe Einflisse
zulassen. Dabei sind lichtgesteuerte Prozesse von besonderem Interesse, da
Licht mit einer hohen raumlichen und zeitlichen Prazision angewandt und dosiert
werden kann.

Ziel dieser Arbeit war die Synthese eines photoschaltbaren zellpenetrierenden
Peptids (PCPP), mit dessen Hilfe verschiedene Frachten gezielt in ausgewahlte
Zellen oder Gewebe geschleust werden kdnnen. Die Peptide zeichnen sich dabei
durch eine zellgangige polykationische Sequenz (Oligoarginin; Ry oder Ry) aus,
die mit einer inhibitorischen, polyanionischen Sequenz (Oligoglutamat; Eg, Eg
oder E,) Uber einen im Peptidrickgrat eingebrachten Photoschalter verknupft ist.

Dazu wurden zunachst verschiedene, neuartige Azobenzolderivate synthetisiert
und ihre photochemischen Eigenschaften sowie ihre Thermostabilitat analysiert.
Ein Azobenzol mit zwei Methylgruppen in ortho-Position stellte sich dabei als am
besten geeignet dar, da es zum einen in guten Ausbeuten synthetisiert (70%)
und photoisomerisiert (~80% cis-Form nach Bestrahlung bei 366 nm, >95%

trans-Form nach Bestrahlung bei 438 nm) werden konnte, und zum anderen eine
langsame Kinetik der thermischen cis—trans-Isomerisierung (z;,, = 330 £ 95 h,

N-terminal acetylierte Form) zeigte.

Dieses Derivat wurde anschliel3end per Festphasenpeptidsynthese in die PCPPs
eingebaut und die erhaltenen Peptide wurden per NMR-Spektroskopie analysiert.
Dabei konnte eine effiziente Paarung der beiden gegensatzlich geladenen
Peptidsequenzen beobachtet werden, wenn das Azobenzol in der cis-Form
vorliegt, was die Grundlage fur eine inhibierte Zellaufnahme darstellt.

Zur Quantifizierung und Visualisierung wurden die Peptide mit einem
fluoreszenten Rhodamin-Farbstoff markiert. Bei der Analyse der Zellaufnahme
mittels Durchflusszytometrie und konfokaler Mikroskopie konnte in allen Fallen
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festgestellt werden, dass die cis-Peptide kaum von Zellen aufgenommen werden,
wahrend sich die trans-Formen innerhalb weniger Minuten im Cytoplasma der
Zellen anreichern (12-mal effizientere Aufnahme). Auf3erdem konnte gezeigt
werden, dass sich die inaktiven cis-Peptide durch Bestrahlung mit blauem Licht
guantitativ aktivieren lassen. Eine Optimierung der Bestrahlungsintensitat
erlaubte sogar eine selektive Aufnahme der PCPPs in einzelne Zellen, wahrend
benachbarte Zellen (~50 pum entfernt) nicht betroffen waren.

Im weiteren Verlauf wurden die Zytostatika 5-Fluorouracil und Paclitaxel mit
verschiedenen bifunktionellen Carbonsauren an die PCPPs konjugiert, um diese
durch Bestrahlung in ausgewahlte Zellen einzuschleusen und dort einen
gezielten Zelltod herbeizufuihren. Auf diese Weise sollte die Anwendbarkeit des
Systems bei der gezielten Wirkstoffzufuhr nachgewiesen werden, jedoch stellten
sich die verwendeten Ester-basierten Konjugate nur bedingt als geeignet dar.
Zum einen konnte nachgewiesen werden, dass die Wirkstoffs-Abspaltung nicht
durch Esterasen katalysiert wird, wodurch eine selektive intrazellulare
Freisetzung nicht gegeben ist. Zum anderen legen die Mikroskopiestudien eine
vesikulare Aufnahme der Peptide in Endosomen nahe, aus denen der Wirkstoff
seinerseits erst freigesetzt werden muss, um seine Wirksamkeit zu entfalten.
Zusammengefasst lasst sich konstatieren, dass im Rahmen dieser Arbeit zum
ersten Mal ein photoschaltbares zellgéangiges Peptid synthetisiert werden konnte,
welches durch selektive Bestrahlung mit einer exzellenten raum-zeitlichen
Auflésung in Zellen eingeschleust werden kann. Prinzipiell sollten sich mit diesem
Vektor verschiedenste Frachtmolekile in Zellen einschleusen lassen, jedoch
sollte die Konjugation der Wirkstoffe modifiziert werden, da eine Freisetzung aus
den Ester-basierten Systemen nicht selektiv intrazellular mdglich ist. Bedenkt
man die vesikulare Aufnahme der Peptide, kdnnte die Verwendung von saure-
labilen Linkersystemen*?#*?°l eine deutliche Verbesserung bewirken, wobei das
Therapeutikum unter den sauren endosomalen Bedingungen freigesetzt werden
wurde.

Die begrenzte Loslichkeit der verwendeten Peptide bei physiologischen pH-
Werten (maximale Loslichkeit = 5-50 uM) stellt eine weitere Limitation dar, jedoch
konnte die Einbringung einer Oligoethylenglycol-Kette Abhilfe schaffen, wie es
bereits fiir die aktivierbaren zellpenetrierenden Peptide gezeigt werden konnte.?

AulRerdem konnte das verwendete Azobenzol weiter optimiert werden. Es zeigt
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zwar eine hervorragende Thermostabilitat der cis-Form, weshalb die ungewollte
thermische Aktivierung groé3tenteils unterdriickt werden kann, jedoch kdnnte die
Verwendung von ethylen-iiberbriickten Azobenzolen!®® 3% eitere Vorteile
bieten: Bei diesen ist die cis-Form die thermodynamisch stabile Konfiguration,
wodurch die Peptide in ihrem Grundzustand inaktiv waren und exklusiv nach
Bestrahlung aktiviert werden kénnen. AulRerdem zeigen diese Derivate
hervorragende photochemische Eigenschaften und sind in hohen Ausbeuten

durch Bestrahlung im langerwelligen Spektralbereich isomerisierbar™*!,
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6. Experimenteller Teil

6.1 Allgemeine Angaben

Alle Chemikalien und Losungsmittel wurden von kommerziellen Quellen bezogen

und, wenn nicht explizit angegeben, ohne weitere Reinigung verwendet.

Die RP-HPLC wurde an einem AKTApurifier® (GE Healthcare) durchgefiihrt unter
Verwendung von 250/4 oder 250/10 Nucleosil® 100-5 C18-Saulen (Macherey-
Nagel) und einer Flussrate von 1 mL/min bzw. 4 mL/min. Als Laufmittel wurden
5% Acetonitril (MeCN) und 0,1% Trifluoressigsaure (TFA) in Wasser (Eluent A)
sowie 5% Wasser und 0,1% TFA in MeCN (Eluent B) verwendet, wobei der

verwendete Gradient an das jeweilige Trennproblem angepasst wurde.

UV/Vis-Spektren wurden an einem Cary 50 Einstrahl-Spektrophotometer
(Varian) aufgenommen. Die Azobenzolisomerisierung wurde durch Bestrahlung
mit einer Quecksilberdampflampe (Oriel) bewirkt, wobei durch den Einsatz von
Interferenzfiltern die Wellenlangen 366 nm (trans—-cis) oder 438 nm bzw. 495 nm

(cis—trans) ausgewahlt wurden.

Die NMR-Spektren zur Charakterisierung der Syntheseprodukte (Abschnitt
736.2) wurden an Bruker Avance Il 400 MHz Spektrometern mit BBFO-plus
Probenkopf aufgenommen. Die chemischen Verschiebungen sind relativ zu den
jeweiligen  Losungsmittelsignalen  angegeben  (DMSO:  &'H = 2,50 ppm;
83C = 39,5 ppm; Chloroform: &'H =7,21 ppm; &3C =77,2 ppm; Methanol:
§'H = 3,31 ppm; 8'°C = 49,1 ppm). Die NMR-Spektren der Peptide wurden an
einem Bruker Avance Il 600 MHz Spektrometer mit H/C/N-TClI-cryo-Probenkopf
aufgenommen. Prozessiert und analysiert wurden die Spektren mit dem

Programm Topspin® v2.1-3.2 (Bruker).

71



Die konfokale Mikroskopie wurde an einem Zeiss LSM 780 oder einem Zeiss
LSM 510 Meta am Bioimaging Center (BIC) der Universitait Konstanz
durchgefuhrt. Die Photoaktivierung wurde mit der 458 nm oder 488 nm Linie des
Argon*-Lasers bewirkt und die Leistung wurde mithilfe einer Punkt-Messung
durch die Mitarbeiter des BIC bestimmt. Der Fluorophor wurde bei 543 nm
(HeNel-Laser; Zeiss LSM 510 Meta) oder 561 nm (Dioden gepumpter
Festkorperlaser; Zeiss LSM 780) angeregt, und die Fluoreszenz wurde von 580
bis 660 nm detektiert. Bei der Anregung des Fluorophors mit Licht der oben
genannten Wellenlangen wurde immer auch eine Aktivierung des Azobenzols
beobachtet, weshalb die Zellen bei den Experimenten mit Photoaktivierung
zunachst mithilfe des HeNe2-Lasers bei 633 nm ausgewdahlt und fokussiert
wurden. Die erhaltenen Bilder wurden mit der Software ImageJ**? prozessiert

und auf Helligkeit und Kontrast optimiert.

Die Durchflusszytometrie wurde an einem BD FACSAria™ |II cell sorter (BD
Biosciences), der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. M. Groettrup an der Universitat
Konstanz realisiert. Pro Messung wurden 10.000 Zellen untersucht, von denen
4.000 bis 6.000 Zellen anhand ihrer vorwartsgerichteten Streuung und ihrer
Seitwartsstreuung ausgewahlt und auf ihre Fluoreszenzeigenschaften untersucht
wurden. Dafur wurde der Fluorophor bei 561 nm angeregt und die Fluoreszenz in

einem Bereich von 580 - 600 nm detektiert

ESI Massenspektren wurden an einem Esquire 3000 plus (Bruker), der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. A. Marx an der Universitdt Konstanz aufgenommen.
MALDI-TOF Massenspektren wurden an einem Microflex MALDI-TOF (Bruker)

der Proteomics Facility an der Universitat Konstanz gemessen.

Die Kurvenanalysen der beobachteten exponentiellen Zerfallsreaktionen,

wurden mit dem Programm Origin v6.8.0G durchgefthrt.
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6.2 Synthesevorschriften

6.2.1 Anilin-Derivate

| Bromierung von 2,6-Dialkylanilinen!***!

NH, NH,
HMTAB
R Ry CH,Cl, R R
4,
Br
1a, Ry = Me 2a (64%)
1b, Ry =iPr 2b (93%)

Der Hexamethylentetraamin-Brom Komplex (HMTAB) wurde nach Heravi et al.
aus Urotropin und elementarem Brom hergestellt.'® Dazu wurde 60 mmol
(8,4 g) Urotropin in 100 mL Chloroform gelést und bei Raumtemperatur
tropfenweise mit 125 mmol (20 g) Br, in 100 mL Chloroform versetzt. Die
Reaktionsmischung wurde anschlielend eine Stunde bei Raumtemperatur
gerihrt, wobei HMTAB als gelber Feststoff ausfiel. Das Chloroform wurde am
Vakuum entfernt und der erhaltene Feststoff (2,6 g; 57 mmol; 94%) ohne weitere
Reinigung zur Bromierung eingesetzt.

Dazu wurden 10 mmol des 2,6-Dialkylanilins (1,21 g la oder 1,77 g 1b) in je
50 mL Dichlormethan geldst und bei Raumtemperatur schrittweise unter Rihren
mit HMTAB (5 mmol; 2,3 g) versetzt. Nach 10 Minuten wurde der Feststoff
abfiltriert und mit wenig Dichlormethan gewaschen. Das Filtrat wurde sukzessive

mit 3% Na,CO, und Wasser gewaschen, mit MgSO, getrocknet und am

Rotationsverdampfer eingeengt.
2a; 4-Bromo-2,6-Dimethyl-Anilin: 1,3 g (6,4 mmol; 64%) braunes Ol.

5'H [ppm] (CDCly): 2,17 (s; 6H); 3,58 (s; breit; 2H); 7,09 (s; 2H).
53C [ppm] (CDCly): 17,4, 109,5; 123,7; 130,6; 141,8.
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2b; 4-Bromo-2,6-Diisopropyl-Anilin: 2,4 g (9,3 mmol; 63%) orangenes Ol.

5H [ppm] (CDCL,): 1,29 (d; 6,8Hz; 12H); 2,91 (sept.; 6,8Hz; 2H); 3,74 (s; breit;
2H); 7,15 (s; 2H).

5%3C [ppm] (CDCl,): 22,3; 28,5; 111,2; 125,8; 134,6; 139,4.

Il Rosenmund-von-Braun-Reaktion zu den Arylcyaniden 3a, 3b***

DMEDA
NH, Cul/K NH,

R1 R1 :T\.;[’I';E(CN)S] R1 R1
—_—
Br CN
2a, Ry =Me 3a (54%)
2b, Ry =iPr 3b (95%)

5 mmol des Arylbromids 2a (1,00 g) oder 2b (1,28 g) wurden mit Kl (2,5 mmol;
0,42 g), Cul (0,5 mmol; 95 mg), Na,CO, (1 mmol; 106 mg) und frisch destilliertem
N-N‘-Dimethylethylendiamin (DMEDA; 7,5 mmol; 633 pL) in 10 mL N-Methyl-2-
pyrrolidon (NMP) geldst/suspendiert und im Olbad auf 130°C erhitzt. Zu dieser
Mischung wurde 1 mmol K,[Fe(CN),]*3H,0 (422 mg) gegeben und 14 h bei
140°C unter Ruckflusskihlung gerihrt. Nach Abkidhlung wurden 40 mL DCM

zugegeben und der schwarze Feststoff wurde abfiltriert. Das Filtrat wurde 4-mal

mit je 30 mL Wasser gewaschen, tber MgSO, getrocknet und am Rotations-

verdampfer eingeengt. Das erhaltene dunkle Ol wurde uber Kieselgel chromato-
graphiert mit Petrolether (PE)/Essigsaureethylester (EE) im Verhaltnis 3:1
(Rf=0,3).

3a; 4-Amino-3,5-Dimethyl-Benzonitril: 0,40 g (2,7 mmol; 54%) grauer Feststoff.
5'H [ppm] (CDCly): 2,09 (s; 6H); 3,98 (s; breit; 2H); 7,14 (s; 2H).
5'°C [ppm] (CDCL,): 17,3; 99,6; 120,5; 131,4; 132,2; 147,1.

3b; 4-Amino-3,5-Diisopropyl-Benzonitril: 0,98 g (4,8 mmol; 95%) gelber Feststoff.
5'H [ppm] (CDCly): 1,29 (d; 6,8Hz; 12H); 2,87 (sept.; 6,8Hz; 2H); 4,24 (s; breit;
2H); 7,31 (s; 2H).

5'*C [ppm] (CDCL,): 22,0; 27,8; 100,3; 121,0; 127,3; 132,2; 144,7.
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[l Saure Nitril-Hydrolyse zu den Benzoesaurederivaten 4a, 4b

NH, Hso NH,
R4 R, HO R, R,
CN COOCH
3a, Ry = Me 4a (56%)
3b, Ry =iPr 4b (80%)

2,7 mmol des Arylcyanids 3a (0,40 g) oder 3b (0,55 g) wurden in 10 mL 30%iger
Schwefelsaure suspendiert und 20 h bei 120°C unter Ruckflu3 gekocht. Die

Reaktion wurde durch schrittweise Zugabe von 5% Na,CO neutralisiert. Der

3, aq
ausgefallene Feststoff wurde anschlieBend abfiltriert, mit wenig Wasser

gewaschen und tber P,0Og getrocknet.

4a; 4-Amino-3,5-Dimethyl-Benzoesaure:

0,25 g (1,5 mmol; 56%) beiger Feststoff.

5'H [ppm] (DMSO-d6): 2,16 (s; 6H); 5,34 (s; 2H); 7,49 (s; 2H); 11,93 (s, breit,
1H).

5"C [ppm] (DMSO-d6): 17,8; 116,8; 119,5; 129,6; 148,9; 167,7.

4b; 4-Amino-3,5-Diisopropyl-Benzoesaure:

0,43 g (2,2 mmol; 80%) beiger Feststoff.

5'H [ppm] (DMSO-d6): 1,17 (d; 6,8Hz; 12H); 3,06 (sept.; 6,8Hz; 2H); 6,65 (s;
breit; 3H); 7,55 (s; 2H).

5%3C [ppm] (DMSO-d6): 22,9; 26,8; 119,0; 124,7; 131,7; 145,1; 168,2.

IV Schmidt-Umlageung zu 3,5-Di-tert-Butyl-Anilin!**®!
NaN;

H,SO, tBu tBu
tBu tBu cﬁcg
—_—

COOH NH,
5 6 (60%)
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7,1 mmol 3,5-Di-tert-Butyl-Benzoesaure (5; 1,66 g) wurde in 5 mL H,SO, ., und
10 mL CHCI; suspendiert und auf 45°C erwarmt. Dazu wurde Uber einen
Zeitraum von einer Stunde 7,7 mmol NaN, (0,59) in kleinen Portionen
zugegeben und weitere 3 h gerihrt. AnschlieBend wurde die Reaktionslésung mit

5% Na,CO,,, neutralisiert und 3-mal mit 50 mL EE extrahiert. Die organische

3,ad.
Phase wurde mit MgSO, getrocknet, am Rotationsverdampfer eingeengt und der

erhaltene Feststoff Uber Kieselgel chromatographiert, mit PE/EE im Verhaltnis
4:1 (Rf = 0,35).

6; 3,5-Di-tertButyl-Anilin: 0,84 g (4,1 mmol; 60%) weil3er Feststoff.
5'H [ppm] (CDCl,): 1,16 (s; 18H); 6,67 (s; breit; 2H); 6,74 (s; 2H); 6,92 (s; 1H).

5'°C [ppm] (CDCL,): 31,3; 34,8; 112,7; 116,5; 140,1; 152,2.

V Tosylierung von 2,6-Dialkyl-Anilinent®!

_Tos

NH, TosCl HN
R, R, Pyridin R, R,
—_—
7a, R, = Et 8a (98%)
7b, R, = iPr 8b (95%)

100 mmol 2,6-Dialkyl-Anilin (14,9 g 7a oder 17,7 g 7b) wurden in 35 mL Pyridin
geldst und bei 0°C schrittweise mit Tosylchlorid (130 mmol; 24,8 g) versetzt. Die
Reaktionsmischung wurde anschlieBend fir 10 Minuten auf 80°C erhitzt (7a)
bzw. 4 h bei 150°C unter Rickfluss gekocht (7b). Nach Abkihlung wurde die

Losung auf 125 mL 2N HCI,, gegeben, wobei ein Feststoff ausfiel, welcher

nachfolgend durch Umkristallisation aus 200 mL Ethanol isoliert werden konnte.

8a; N-(2,6-Diethylphenyl)-4-Methylbenzolsulfonamid:

32 g (98 mmol; 98%) weil3e Kristalle.

5'H [ppm] (DMSO-d6): 0,95 (t; 7,7 Hz; 6H); 2,38 (m; 3H + 4H); 7,05 (d; 7,5 Hz;
2H); 7,17 (t; 7,5 Hz; 1H); 7,37 (d; 8,3 Hz; 2H); 7,58 (d; 8,3 Hz; 2H); 9,29 (s; 1H).
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53C [ppm] (DMSO-d6): 15,1; 21,4; 24,4; 126,7; 126,8; 128,2; 129,9; 132,4;
139,7; 143,0; 144,1.

8b; N-(2,6-Diisopropylphenyl)-4-Methylbenzolsulfonamid:

29,5 g (95 mmol; 95%) beige Plattchen.

5'H [ppm] (DMSO-d6): 0,93 (d; 6,7 Hz; 12H); 2,38 (s; 3H); 3,12 (sept.; 6,7 Hz,
2H); 7,01 (d; 7,5 Hz; 2H); 7,22 (t; 7,5 Hz; 1H); 7,38 (d; 8,3 Hz; 2H); 7,60 (d; 8,3
Hz; 2H); 9,37 (s; 1H).

5C [ppm] (DMSO-d6): 21,4; 24,4 (breit); 28,5; 124,0; 126,9; 128,5; 129,9;
130,4; 139,6; 143,0; 148,9.

VI Para-Nitrierung zu den Nitroaromaten 9a, 9b!**®

HI\I,Tos AcOH HN’TOS
NaNQ
R; R:  HNOy R, R;
4).
NO,
8a, R, = Et 9a (36%)
8b, R, = iPr 9b (56%)

21 mmol 8a (7 g) oder 8b (6,41 g) wurden gemorsert und in einer Mischung aus

30 mL HNO 140 mL Wasser und 140 mL Essigsaure suspendiert und bei

3.konz.!
40°C mit NaNO, (32 mmol; 2,23 g) versetzt. Nach vollstandiger Zugabe wurde
die Reaktionsmischung anschlieend fiir 5 h unter intensivem Rihren bei 135°C
unter Rickfluss gekocht. Bei der Abkihlung auf 4°C fiel innerhalb einer Stunde
ein weil3er Feststoff aus, der abfiltriert, mit reichlich Wasser gewaschen und Uber
P,O; getrocknet wurde.

9a; N-(2,6-Diethyl-4-Nitrophenyl)-4-Methylbenzolsulfonamid:

2,67 g (7,7 mmol; 36%) weil3er Feststoff.

5'H [ppm] (DMSO-d6): 1,01 (t; 7,5 Hz; 6H); 2,45 (s; 3H); 2,49 (q; 7,5 Hz; 4H);
7,40 (d; 8,1 Hz; 2H); 7,58 (d; 8,1 Hz; 2H); 7,93 (s; 2H); 9,79 (s; 1H).

5C [ppm] (DMSO-d6): 14,6; 21,5; 24,6; 121,5; 126,8; 130,2; 139,1; 142,8;
143,7; 146,2; 146,9.
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9b; N-(2,6-diisopropyl-4-Nitrophenyl)-4-Methylbenzolsulfonamid:

4,43 g (11,8 mmol; 56%) beiger Feststoff.

5'H [ppm] (DMSO-d6): 0,99 (d; 6,7 Hz; 12H); 2,40 (s; 3H); 3,19 (sept.; 6,7 Hz,
2H); 7,41 (d; 8,2 Hz; 2H); 7,62 (d; 8,2 Hz; 2H); 7,91 (s; 2H); 9,93 (s; 1H).

5C [ppm] (DMSO-d6): 21,6; 23,5 (breit); 29,2; 119,0; 127,0; 130,2; 136,8;
139,0; 143,6; 147,7; 151,3.

VIl Detosylierung zu den Nitroanilinen 10a, 10b!**®!

.Tos

HN NH,
H,S0,
R Ry H,0 Ry R,
—’.
NO, NO,
9a, R, = Et 10a (86%)
9b, R, =iPr 10b (96%)

7,7 mmol 9a (2,67 g) oder 9b (2,90 g) wurden in einer Mischung aus 15 mL

H,SO und 0,75 mL Wasser 24 h bei Raumtemperatur gerdhrt. Anschlie3end

4 konz.

wurde die Reaktionslosung auf 30 mg Eis gekippt, mit NaOH-Platzchen
neutralisiert und mit Dichlormethan (DCM; 3 x 30 mL) extrahiert. Die organische

Phase wurde mit MgSO, getrocknet und das LoOsungsmittel am

Rotationsverdampfer entfernt.

10a; 2,6-Diethyl-4-Nitroaniline: 1,29 g (6,6 mmol; 86%) gelbe Nadeln.

5'H [ppm] (DMSO-d6): 1,17 (t; 7,5 Hz; 6H); 2,54 (q; 7,5 Hz; 4H); 6,22 (s; 2H);
7,77 (s; 2H).

5%3C [ppm] (DMSO-d6): 13,1; 23,8; 122,5; 126,3; 136,1; 151,3.

10b; 2,6-Diisopropyl-4-Nitroaniline: 1,64 g (7,4 mmol; 96%) gelbe Nadeln.

5'H [ppm] (DMSO-d6): 1,18 (d; 6,7 Hz; 12H); 3,09 (sept.; 6,7 Hz, 2H); 6,29 (s;
2H); 7,80 (s; 2H).

5C [ppm] (DMSO-d6): 22,5; 26,9; 119,7; 131,0; 136,5; 150,0.
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VIl Hydro-Dediazonierung zu den Nitrobenzolen 11a, 11b!*”]

NH, 1. NaNO,
R, R, AcOH,q Rz R,
—>
2. FeSO,
DMF
NO, NO,
10a, R, = Et 11a (58%)
10b, R, = iPr 11b (60%)

6 mmol 10a (1,16 g) oder 10b (1,33 g) wurden in einer Mischung aus 28 mL
Essigsaure und 12 g Eis suspendiert und tropfenweise mit 6,6 mmol NaNO,
(456 mg) in 1 mL Wasser versetzt. Die Reaktionsmischung wurde fur 30 Minuten
bei 0°C gerthrt, wobei die vorher triibe Suspension unter Bildung des Diazonium-
Salzes aufklarte.

Diese Mischung wurde anschlieend zu einer eisgekihlten Lésung von
FeSO,*7H,O (6 mmol; 1,67 g) in 20 mL Dimethylformamid (DMF) getropft. Nach
beendeter Zugabe wurde die Losung auf Raumtemperatur erwarmt, weitere
30 min gerdhrt und daraufhin mit 200 mL Wasser verdinnt. Das Produkt wurde
mit DCM (3 x 75 mL) extrahiert, mit 10%iger NaOH,, (2 x 50 mL) gewaschen,
tber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer

entfernt. Der Rickstand wurde Uber eine kurze Kieselgelsaule (~2 cm) mit

Petrolether eluiert und das Lésungsmittel wiederum evaporiert.

11a; 3,5-Diethyl-Nitrobenzol: 0,63 g (3,5 mmol; 58%) gelbliches Ol.

5'H [ppm] (CDCl,): 1,29 (t; 7,6 Hz; 6H); 2,74 (q; 7,6 Hz; 4H); 7,37 (s; 1H); 7,89 (s;
2H).

5%3C [ppm] (CDCl,): 15,3; 28,6; 120,1; 134,0; 145,9; 148,5.

11b; 3,5-Diisopropyl-Nitrobenzol: 0,75 g (3,6 mmol; 60%) gelbliches Ol.

5'H [ppm] (CDCly): 1,31 (d; 7,0 Hz; 12H); 3,02 (sept.; 7,0 Hz, 2H); 7,42 (t; 1,5Hz,
1H); 7,93 (d; 1,5 Hz; 2H).

53C [ppm] (CDCl,): 15,2; 28,6; 120,1; 134,0; 145,9; 148,5.
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IX Reduktion zu den 3,5-Dialkyl-Anilinen 12a, 12b**"!

sncl,

R, Ry EtOH Ro Ra
O O

NO, NH,
11a, R, = Et 12a (88%)
11b, R, = iPr 12b (95%)

3,5 mmol 11a (0,63 g) oder 11b (0,75 g) wurden in 20 mL Ethanol gel6st und
17,5 mmol SnCl, (3,32 g) zugegeben. Diese Mischung wurde 90 min unter
Ruckfluss gekocht und nach Abkuhlung auf Raumtemperatur auf 150 g Eis
gekippt. Durch Zugabe von NaOH-Platzchen wurde die Ldsung alkalisch
gemacht und anschlieend mit DCM extrahiert (3 x 25 mL). Die organische
Phase wurde mit MgSO, getrocknet und das LdOsungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt. Der Ruckstand wurde Uber Kieselgel
chromatographiert mit PE/EE 4:1 (Rf = 0,35 bzw. 0,45).

11a; 3,5-Diethyl-Anilin: 0,46 g (3,1 mmol; 88%) gelbliches Ol.

5'H [ppm] (CDCly): 1,24 (t; 7,4 Hz; 6H); 2,58 (q; 7,4 Hz; 4H); 3,74 (s; breit; 2H)
6,43 (m; 2H); 6,52 (m; 1H).

53C [ppm] (CDCIl,): 15,5; 28,8; 112,4; 118,3; 145,5; 146,0.

11b; 3,5-Diisopropyl-Anilin: 0,59 g (3,3 mmol; 95%) gelbliches Ol.

5'H [ppm] (CDCl,): 1,25 (d; 7,0 Hz; 12H); 2,83 (sept.; 7,0 Hz, 2H); 4,01 (s; breit;
2H) 6,47 (d; 1,5Hz; 2H); 6,57 (t; 1,5 Hz; 1H).

53C [ppm] (CDCIl,): 24,0; 34,2; 111,2; 116,0; 145,5; 150,2.
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6.2.2 Azobenzolsynthese

| Nicht alkylsubstituiertes Azobenzolderivat 13***

a) SO;3Na
SO;Na L
NH, L NH
OH
—b.
NH NHAc
b) 2
NH,
1. NaNOy HCl,q, Ac,0
—_— N-,N —_— N N
2. SO3NG
S e >
© COOH COOH
A
3. NaOH,, 13 (40%) 13Ac

(90%)

Das Azobenzolderivat 13, ohne Alkylgruppen in ortho-Position, wurde nach
Morishima et al. aus Anilin und 4-Amino-Benzoesaure synthetisiert.’*3 Dazu
wurde im ersten Schritt die Aminofunktionalitat des Anilins als Methylensulfonat
geschitzt (a) um die Triazenbildung zu vermeiden. Dazu wurde Formaldehyd-
Natriumbisulfit (53 mmol; 7,1 g) in 25 mL Wasser vorgelegt und unter starkem
Ruhren tropfenweise mit Anilin versetzt. Die Reaktionsmischung wurde fir
30 min auf 70°C erhitzt, und beim Abkuhlen kristallisiert Natrium-Anilinomethylen-
Sulfonat in weil3en Nadeln aus (7,2 g). Diese wurden mit Diethylether
gewaschen, getrocknet und ohne weitere Reinigung im zweiten Reaktionsschritt
verwendet (b). Dabei wurde 4-Amino-Benzoesaure (3,9 mmol; 536 mg) in 2,3 mL

HCl,, (5,5 M) suspendiert und bei 0°C tropfenweise mit einer Losung von
4,4 mmol NaNO, (306 mg) in 840 uL Wasser versetzt. Die resultierende Losung

wurde unter Eiskihlung zu 5 mmol Natrium-Anilinomethylen-Sulfonat (1,04 g) in
14 mL NaAc,, (0,86 M) getropft, wobei sich ein intensiv orangener Niederschlag
bildete. Nach vollstdndiger Zugabe wurde die Reaktionsmischung 14 h auf 4°C
gekuhlt und die gebildeten orangefarbenen Kristalle abfiltriert. Diese wurden
anschlieend in 1IN NaOH,, geldst und 2 h unter Rickfluss auf 90°C erhitzt.
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Beim Abkihlen kristallisierte das Azobenzol 13 in orangefarbenen Nadeln,
welche abfiltriert und am Vakuum getrocknet wurden.

Zur Acetylierung wurden 0,35 g der Verbindung 13 in 2 mL Ac,O geldst und 2 h
geruhrt. Anschlie@Rend wurden 5mL Et,O zugegeben, wobei 13*°  als
orangefarbener Feststoff ausfiel, welcher abfiltriert, mit Et,O gewaschen und

getrocknet wurde.

13; 4-(4-Aminophenyl)Diazenyl-Benzoesaure:

0,40 g (1,66 mmol; 40%) orangefarbene Nadeln.

5'H [ppm] (DMSO-d6): 6,16 (s; 2H); 6,69 (d; 8,8 Hz; 2H); 7,67 (m; 2 x 2H); 8,04
(d; 8,3Hz; 2H).

5C [ppm] (DMSO-d6): 113,4; 120,6; 128,1; 129,9; 140,8; 142,9; 152,7; 152,8;
169,7.

13"¢ 4-(4-Acetamidophenyl)Diazenyl-Benzoeséure:

0,37 g (1,30 mmol; 90%) orangefabener Feststoff (4,4, = 361 nm).

5'H [ppm] (DMSO-d6): 2,17 (s, 3H); 7,84 (d; 8,8 Hz; 2H); 7,90 (m; 2 x 2H); 8,12
(d; 8,4Hz; 2H); 10,41 (s; 1H).

Il Dimethyl-Azobenzolderivat 14

NH, NHAGC

NH,
1. NaNO,, HCl,q Ac,0
—_— . —_— .
) N* N NE N
. NH2
coor Q @ @

COOH COOH

14 147

Das Azobenzolderivat 14 konnte durch direkte Azokupplung von 4-Amino-
Benzoeséure an ungeschitztes 3,5-Dimethyl-Anilin synthetisiert werden. Dazu
wurde eine Suspension von 4-Amino-Benzoesdure (20 mmol, 2,74 g) in 60 mL

Wasser und 14 mL HCI auf 0°C gekuhlt und unter Ruhren tropfenweise mit

konz.
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20 mmol NaNO, (1,38 g) in 5 mL Wasser versetzt. Nach vollstandiger Zugabe
wurde 20 min bei 0°C geruhrt, wobei die Suspension unter Bildung des
Diazoniumsalzes aufklarte.

Im zweiten Schritt wurden 10 mL Wasser zu 20 mmol 3,5-Dimethylanilin

(2,49 mL) gegeben und tropfenweise mit 25 % HCI,, auf pH 5-6 angesauert,

wobei sich das Anilin aufléste. Die Lésung wurde unter Eiskihlung schrittweise
mit der Losung des Diazoniumsalzes versetzt, wobei ein intensiv orangefarbener
Feststoff ausfiel. Nach vollstandiger Zugabe wurde mit 2 M NaOH ein pH-Wert
von ~4 eingestellt und 3 h bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlie3end wurde die

Reaktionsmischung mit gesattigter NaHCO neutralisiert, der orangefarbene

3, aq.
Feststoff abfiltriert, mit Wasser gewaschen und in EE geldst. Die organische

Phase wurde tber MgSO, getrocknet, am Rotationsverdampfer eingeengt und

der erhaltene orangfarbene Feststoff aus Toluol umkristallisiert.

Zur Acetylierung wurde 0,37 mmol von Verbindung 14 (100 mg) in 2mL
Essigsaureanhydrid geldst und fur zwei Stunden bei Raumtemperatur geruhrt.
Anschlielend wurden 5 mL Wasser zugegeben und Uber Nacht geruhrt. Der
ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert, in EE gelost, GUber Magnesiumsulfat

getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt.

14; 4-(4-Amino-2,6-Dimethylphenyl)Diazeny-Benzoesaure:

3,43 g (13 mmol; 65 %) rot-violette Nadeln.

5'H [ppm] (DMSO-d6): 2,46 (s; 6H); 6,07 (s; 2H); 6,36 (s; 2H); 7,75 (d; 8,6 Hz;
2H); 8,05 (d; 8,6 Hz; 2H); 12,94 (s; breit; 1H).

53C [ppm] (DMSO-d6): 21,4; 114,0; 121,3; 130,1; 130,5; 137,5; 139,4; 152,0;
156,1; 167,0.

14°; 4-(4-Acetamido-2,6-Dimethylphenyl)Diazenyl-Benzoesaure:

95 mg (0,34 mmol; 90%) orangefarbener Feststoff (4,4, = 354 nm).

5'H [ppm] (DMSO-d6): 2,08 (s; 3H); 2,44 (s; 6H); 7,47 (s; 2H); 7,90 (d; 8,7 Hz;
2H); 8,12 (d; 8,7 Hz; 2H); 10,10 (s; 1H).

5C [ppm] (DMSO-d6): 20,5; 24,6; 119,7; 122,4; 131,7; 132,2; 134,2; 142,0;
144,3; 155,4; 167,3; 173,0.
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[l Diethyl-Azobenzolderivat 15

NH, NHAc
NH,
1. NaNO, HClyq Ac,0
—_— N* N — N;N
2. NH,
COOH COOH
15 15A¢

Das Azobenzolderivat 15 konnte durch direkte Azokupplung von 4-Amino-
Benzoesaure an ungeschitztes 3,5-Diethyl-Anilin synthetisiert werden. Dazu
wurde eine Suspension von 4-Amino-Benzoesaure (0,7 mmol; 95 mg) in 2,1 mL

Wasser und 0,5 mL HCI auf 0°C gekunhlt und unter Rihren tropfenweise mit

konz.
0,7 mmol NaNO, (49 mg) in 0,7 mL Wasser versetzt. Nach vollstandiger Zugabe
wurde 20 min bei 0 C gerthrt, wobei die Suspension unter Bildung des
Diazoniumsalzes aufklarte.

Im zweiten Schritt wurden 0,5 mL Wasser zu 0,67 mmol 3,5-Diethylanilin
(100 mg) gegeben und mit ~200pL 25% HCI,, auf pH 5-6 angesauert, wobei sich
das Anilin aufloste. Die Lésung wurde unter Eiskihlung schrittweise mit der
Losung des Diazoniumsalzes versetzt, wobei ein intensiv orangefarbener
Feststoff ausfiel. Nach vollstandiger Zugabe wurde mit 2 M NaOH ein pH-Wert
von ~4 eingestellt und 3 h bei Raumtemperatur gerthrt. Anschlie3end wurde mit
25% HCl,, Ein pH-Wert von 1 eingestellt und mit EE (3 x 10 mL) extrahiert. Die
organische Phase wurde tber MgSO, getrocknet, am Rotationsverdampfer
eingeengt und der erhaltene orangfarbene Feststoff Uber Kieselgel
chromatographiert mit PE/EE 1:1 (Rf = 0,6).

Zur Acetylierung wurde 0,17 mmol von Verbindung 15 (50mg) in 2mL
Essigsaureanhydrid geldst und fur zwei Stunden bei Raumtemperatur geruhrt.
Anschlieend wurden 5 mL Wasser zugegeben und Uber Nacht gerthrt. Der
ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert, in EE geldst, Gber Magnesiumsulfat

getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt.
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15; 4-(4-Amino-2,6-Diethylphenyl)Diazenyl-Benzoesaure:

71,3 mg (0,24 mmol; 35%) orangefarbener Feststoff.

5'H [ppm] (DMSO-d6): 1,15 (t; 7,3 Hz; 6H), 2,48 (q; 7,3 Hz; 4H); 6,10 (s; breit
2H); 6,39 (s; 2H); 7,75 (d; 8,6 Hz; 2H); 8,07 (d; 8,6 Hz; 2H); 12,5 (s; breit; 1H).
53C [ppm] (DMSO-d6): 16,4; 27,5; 113,0; 121,2; 130,9; 131,8; 139,0; 1444;
152,8; 156,6; 167,3.

15%°; 4-(4-Acetamido-2,6-Diethylphenyl)Diazenyl-Benzoeséure:

55 mg (0,24 mmol; 100%) orangefarbener Feststoff (1,4, = 351 nm).

5'H [ppm] (DMSO-d6): 1,11 (t; 7,4 Hz; 6H); 2,08 (s; 3H); 2,72 (q; 7,4 Hz; 4H);
7,48 (s; 2H); 7,74 (d; 8,7 Hz; 2H); 8,12 (d; 8,7 Hz; 2H); 10,22 (s; 1H).

5C [ppm] (DMSO-d6): 16,3; 24,6; 26,0; 118,3; 121,5; 130,7; 138,9; 140,6;
141,6; 145,4; 153,6; 169,0; 170,2.

IV Diisopropyl-Azobenzolderivat 16

NH, NHAC
NH,
1. NaNO, HCl,q Ac,0
—_— N N —_— N"N
2. NH,
COOH COOH
16 16A¢

Das Azobenzolderivat 16 konnte durch direkte Azokupplung von 4-Amino-
Benzoeséure an ungeschuitztes 3,5-Diisopropyl-Anilin synthetisiert werden. Dazu
wurde eine Suspension von 4-Amino-Benzoesaure (0,7 mmol; 95 mg) in 2,1 mL

Wasser und 0,5 mL HCI auf 0°C gekuhlt und unter RUhren tropfenweise mit

konz.
0,7 mmol NaNO, (49 mg) in 0,5 mL Wasser versetzt. Nach vollstandiger Zugabe
wurde 20 min bei 0 C geruhrt, wobei die Suspension unter Bildung des
Diazoniumsalzes aufklarte.

Im zweiten Schritt wurden 0,5 mL Wasser zu 0,67 mmol 3,5-Diethylanilin
(100 mg) gegeben, mit 25%iger HCl,, auf pH 5-6 angesauert, und nach Zugabe
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von 1 mL Ethanol I6ste sich das Anilin auf. Die Losung wurde unter Eiskihlung
schrittweise mit dem Diazoniumsalz versetzt, wobei ein orangefarbener Feststoff
ausfiel. Nach vollstandiger Zugabe wurde mit 2 M NaOH ein pH-Wert von ~4
eingestellt und 3 h bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wurde mit 25 %
HCl,, ein pH-Wert von 1 eingestellt und mit EE (3 X 10 mL) extrahiert. Die
organische Phase wurde Uber MgSO, getrocknet, am Rotationsverdampfer
eingeengt und der erhaltene orangene Feststoff (23 mg) direkt acetyliert.

Dazu wurde das Produktgemisch in 2 mL Essigsaureanhydrid gelost und fir zwei
Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlieend wurden 5 mL Wasser
zugegeben und Uber Nacht geruhrt. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert,

und Uber Kieselgel chromatographiert mit PE/EE 1:1 (Rf = 0,6).

16: 4-(4-Amino-2,6-Diisopropyl)Diazenyl-Benzoeséure:

23 mg orangefarbener Feststoff (verunreinigt).

16°: 4-(4-Acetamido-2,6-Diisopropylphenyl)Diazenyl-Benzoeséure:

~10 mg (35 pmol; < 5%) orangefarbener Feststoff (4,,., = 348 nm).

5'H [ppm] (DMSO-d6): 1,20 (d; 6,8 Hz; 12H); 2,13 (s; 3H); 3,32 (sept.; 6,8 Hz;
2H); 7,66 (s; 2H); 7,94 (d; 8,3 Hz; 2H); 8,21 (d; 8,3 Hz; 2H); 10,22 (s; 1H).

5C [ppm] (DMSO-d6): 24,1; 24,6; 28,1; 114,8; 122,7; 131,3; 134,4; 140,9;
142,1; 145,4; 154,8; 167,7; 169,1.

V Dimethyl-Azobenzolderivat 17

NH, NHAC

NH,

1. NaN()zv HBF4,aq ACQO

4’ ',N 4’ ‘_,N

2. SO;Na N N
COOH kNH \©/

@ COOH COOCH

4a 3. NaOH,q 17 174¢
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Das Azobenzolderivat 17 wurde durch eine Azokupplung von 4a an
Methylensulfonat geschitztes Anilin synthetisiert.

Dabei wurde 4-Amino-3,5-Dimethyl-Benzoesaure (3,9 mmol; 650 mg) in 2,3 mL
HBF (5,5 M) und 4 mL EtOH suspendiert und im Eis/Salz-Bad bei -10°C

4,konz.
tropfenweise mit einer Losung von 4,4 mmol NaNO, (306 mg) in 1 mL Wasser
versetzt. Die resultierende Loésung wurde unter Eiskihlung zu 5 mmol Natrium-
Anilinomethylen-Sulfonat (1,04 g) in 14 mL NaAc,, (0,86 M) getropft, wobei sich
ein intensiv orangefarbener Niederschlag bildete. Nach vollstandiger Zugabe
wurde die Reaktionsmischung fir 14 h auf 4°C gekihlt und der ausgefallene
Feststoff abfiltriert. Dieser wurde anschlieBend in 1IN NaOH,, gelost und 2 h
unter Ruckfluss auf 90°C erhitzt. AnschlieBend wurde mit HCI ein pH-Wert von 1
eingestellt, wobei ein orangefarbener Feststoff ausfiel, welcher abfiltriert und am
Vakuum getrocknet wurde.

Zur Acetylierung wurden 0,35 g der Verbindung 13 in 2 mL Ac,O geldst und 2 h
gerihrt. AnschlieRend wurden 5 mL Wasser zugegeben und tGber Nacht gerihrt.
Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert und Uber Kieselgel chromatographiert
mit PE/EE 2:3 (Rf = 0,5).

17; 4-(4-Aminophenyl)Diazenyl-3,5-Dimetyl-Benzoesaure:

300 mg orangefarbener Feststoff (verunreinigt).

17°°: 4-(4-Acetamidophenyl)Diazenyl-3,5-Dimetyl-Benzoeséaure:

~20 mg (64 pMol; < 5%) orangefarbener Feststoff (4,,., = 353 nm).

5'H [ppm] (DMSO-d6): 2,11 (s; 3H); 2,28 (s; 6H); 7,50 (m; 2H); 7,66 (m; 2H); 7,83
(s; 2H); 10,42 (s; 1H).
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VI Tetramethyl-Azobenzolderivat 18

NH, NHAc

NH,

1. NaNOy, HBF 5. Ac,0

—_—_— _N —_—— N

2. NH, N N
oo /@\ Tf;/ ﬁj

COOH COOH

4a 18 18Ac

Das Azobenzolderivat 18 konnte durch direkte Azokupplung von 4a an
ungeschuitztes 3,5-Dimethyl-Anilin  synthetisiert werden. Bei der Diazotierung
wurde Tetrafluorborsdure verwendet und auf -10°C gekihlt um das
Diazoniumsalz zu stabilisieren und eine Stickstoffabspaltung zu vermeiden. Dazu
wurde eine Suspension von 4a (1,85 mmol; 305 mg) in 3 mL Wasser und 2 mL

HBF im Eis/Salz-Bad auf -10°C gekuhlt und unter Ruhren tropfenweise mit

4.konz.
1,85 mmol NaNO, (127 mg) in 1 mL Wasser versetzt. Nach vollstandiger Zugabe
wurde 20 min bei -10°C gerihrt. Der erhaltene Feststoff wurde bei 0°C
abzentrifugiert und in eiskaltem Ethanol gelost.

Im zweiten Schritt wurden 1 mL Wasser zu 7,4 mmol 3,5-Dimethylanilin (923 uL)

gegeben und mit HBF auf pH 5-6 angesauert. Die Losung wurde unter

4 konz.

Eiskihlung schrittweise mit dem Diazoniumsalz versetzt, wobei ein intensiv
orangefarbener Feststoff ausfiel. Nach vollstandiger Zugabe wurde 3 h bei 0°C
gerthrt. AnschlieBend wurde 20 mL EE zugegeben und mit 1 M HCl,, (3 x
20 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde tber MgSO, getrocknet, am
Rotationsverdampfer eingeengt und der erhaltene orangefarbene Feststoff direkt
acetyliert. Dazu wurde das Produktgemisch in 2 mL Essigsaureanhydrid gelost
und fur zwei Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieRend wurden 5 mL
Wasser zugegeben und Uber Nacht gerthrt. Der ausgefallene Feststoff wurde
abfiltriert, und Gber Kieselgel chromatographiert mit PE/EE 2:3 (Rf = 0,55).

18; 4-(4-Amino-2,6-Dimethylphenyl)Diazenyl-3,5-Dimethyl-Benzoesaure:

100 mg orangefarbener Feststoff (verunreinigt).
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18"°; 4-(4-Acetamido-2,6-Dimethylphenyl)Diazenyl-3,5-Dimethyl-Benzoesaure:
~15 mg (44 pMol; < 5%) orangefarbener Feststoff (4,4, = 340 nm).

5'H [ppm] (DMSO-d6): 2,14 (s; 3H); 2,38 (s; 6H); 2,51 (s; 6H); 7,54 (s; 2H); 7,82
(s; 2H); 10,20 (s; 1H); 12,88 (s; breit; 1H).

53C [ppm] (DMSO-d6): 19,0; 20,7; 24,2; 119,5; 129,3; 129,8; 130,2; 134,0;
140,9; 145,2; 155,0; 167,1; 169,0.

VII Diisopropyl-dimethyl-Azobenzolderivat 19

NHAC
NH,
J\<>/J\ 1. NaNO, HBF, 1. NaNO; HBF g ACQO
Loon /@\ J\E;H\ )\Ej*
COOH COOH
4b 19 19h¢

Das Azobenzolderivat 19 konnte durch direkte Azokupplung von 4b an
ungeschitztes 3,5-Dimethyl-Anilin synthetisiert werden. Bei der Diazotierung
wurde Tetrafluorborsdure verwendet und auf -10°C gekihlt um das
Diazoniumsalz zu stabilisieren und eine Stickstoffabspaltung zu vermeiden. Dazu
wurde eine Suspension von 4b (0,92 mmol; 180 mg) in 1,5 mL Wasser und 1 mL

HBF im Eis/Salz-Bad auf 0°C gekuhlt und unter RUhren tropfenweise mit

4, konz.
0,92 mmol NaNO, (63 mg) in 0,5 mL Wasser versetzt. Nach vollstandiger Zugabe
wurde 20 min bei -10°C gerihrt. Der erhaltene Feststoff wurde bei 0°C
abzentrifugiert und in eiskaltem Ethanol geldst.

Im zweiten Schritt wurde 1 mL Wasser zu 3,7 mmol 3,5-Dimethylanilin (461 pL)

gegeben und mit HBF auf pH 5-6 angesauert. Die Losung wurde unter

4 .konz.
Eiskuhlung schrittweise mit dem Diazoniumsalz versetzt, wobei ein intensiv
orangefarbener Feststoff ausfiel. Nach vollstandiger Zugabe wurde 3 h bei 0°C
gerdhrt. AnschlieBend wurde 20 mL EE zugegeben und mit 1 M HCI,, (3 x

20 mL) gewaschen. Die organische Phase wurde tber MgSO, getrocknet, am
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Rotationsverdampfer eingeengt und das erhaltene orangefarbene Ol direkt
acetyliert.

Dazu wurde das Produktgemisch in 2 mL Essigsaureanhydrid gelost und fir zwei
Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Anschlieend wurden 5 mL Wasser
zugegeben und Uber Nacht gerthrt. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert,
und Uber Kieselgel chromatographiert mit PE/EE 3:2 (Rf = 0,65).

19; 4-(4-Amino-2,6-Diisopropylphenyl)Diazenyl-3,5-Dimethyl-Benzoesaure:

120 mg orangefarbenes Ol (verunreinigt).

19”¢; 4-(4-Acetamido-2,6-Diisopropylphenyl)Diazenyl-3,5-Dimethyl-Benzoesaure:
~10 mg (25 pMol; < 5%) orangefarbener Feststoff (4,,.. = 328 nm).

5'H [ppm] (DMSO-d6): 1,14 (d; 6,8 Hz; 12H); 2,09 (s; 3H); 2,44 (s; 6H); 2,94
(sept.; 6,8 Hz; 2H); 7,49 (s; 2H); 7,85 (s; 2H); 10,17 (s; 1H); 12,79 (s; breit; 1H).
53C [ppm] (DMSO-d6): 20,5; 23,4; 24,3; 27,2; 119,5; 124,7; 129,4; 134,4; 139,0;
141,1; 144,6; 154,6; 167,3; 167,9.

VIl Fmoc-geschitztes Azobenzolderivat 20
Fmoc-ClI,
HOOCONN Aceton HODCON\‘
N@*NHZ N NHFmoc
14 20

2 mmol des Dimethyl-substituierten Azobenzols 14 (538 mg) wurden in 10 mL

Aceton gelost und mit 10 mL Na,CO (10%ig) versetzt. Zu dieser Losung

3,aq.
wurde bei 0°C tropfenweise 2 mmol Fmoc-Cl (517 mg in 10 mL Aceton) gegeben
und 20 Minuten gerihrt. AnschlieRend wurde auf Raumtemperatur erwarmt und
weitere 40 Minuten gerthrt. Der ausgefallene orangefarbene Feststoff wurde
abfiltriert mit Aceton gewaschen und getrocknet. AnschlieRend wurde der
Feststoff in 50 mL siedendem Aceton suspendiert 15 Minuten gekocht und warm

abfiltiriert.
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20: 4-((4-(((9H-Fluoren-9-yl)Methoxy)Carbonyl)Amino)-2,6-dimethylphenyl)-
Diazenyl-Benzoesaure:

653 mg (1,37 mmol; 70%) orangefarbener Feststoff.

5'H [ppm] (DMSO-d6): 2,37 (s; 6H); 4,33 (t; 6,7 Hz; 1H); 4,51 (d; 6,7 Hz; 2H);
7,31 (s; breit; 2H); 7,36 (m; 2H); 7,44 (m; 2H); 7,70 (d; 8,3 Hz; 2H); 7,77 (d; 7,6
Hz; 2H); 7,82 (d; 8,3 Hz; 2H); 8,00 (d; 8,1 Hz; 2H); 9,89 (s; 1H).

5C [ppm] (DMSO-d6): 20,6; 47,0; 66,3; 119,1; 120,7; 122,4; 125,7; 127,7;
128,3; 131,1; 132,6; 134,7; 141,0; 141,3; 144,2; 145,2; 153,8; 155,8; 167,3.

IX Azobenzol-Glutaminsdure-Konjugat 21

Fmoc-Glu(OtBu)-OH,

HATU, HOAt
\ ' O, NHFmoc
Hooc@N. PIPEA, NMP HOOCQN
) —_— \\
N NH, N NH
COOtBu
14 21

Fmoc-Glu(OtBu)-OH (2,5 mmol; 1,12 g), HATU (2,5 mmol; 0,95 g) und HOAt
(4 mmol; 0,54 g) wurden in 20 mL NMP geldst. Nach vollstandiger Auflésung
wurde 850 puL DIPEA (5 mmol) zugegeben und 5 min gerthrt. Zu dieser Lésung
wurde 14 (2,5 mmol; 0,71 g) in 10 mL NMP gegeben und tber Nacht (14 h) bei
RT geruhrt. AnschlieRend wurde die Reaktionsmischung auf 200 mL eiskaltes
Wasser gekippt, der ausgefallene Feststoff abfiltriert und mit wenig eiskaltem
Wasser gewaschen. Der orangefarbene Feststoff wurde in Ethylacetat
aufgenommen, Uber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel am Vakuum
entfernt. Nach saulenchromatographischer Aufreinigung uber Kieselgel mit
DCM/MeOH (15:1) wurde 21 als orangefarbener Feststoff erhalten (Rf = 0,25).

21;  (S)-4-(4-(2-((((9H-Fluoren-9-yl)Methoxy)Carbonyl)Amino)-5-(tert-Butoxy)-5-

Oxopentanamido)-2,6-Dimethylphenyl)Diazenyl-Benzoeséure:
510 mg (0,75 mmol; 30%) orangefarbener Feststoff.

91



5'H [ppm] (DMSO-d6): 1,39 (s; 9H) ; 1,81-2,01 (m; 2H); 2,39-2,23 (m; 2H) ; 2,45
(s; 6H); 4,17-4,35 (m; 4H); 6,38 (s; 1H) ; 7,31-7,36 (m; 2H); 7,40-7,44 (m; 2H) ;
7,52 (s; 2H); 7,74-7,78 (m; 2H); 7,90 (m; 4H) ; 8,14 (m; 2H); 10,26 (s; 1H); 13,00
(s; breit; 1H).

53C [ppm] (DMSO-d6): 20,1; 27,0; 27,7; 31,4; 46,6; 54,8; 65,7; 79.9; 119,7;
120,1; 122,0; 125,2; 127,0; 127,6; 130,5; 132,6; 133,7; 139,4; 140,8; 143,7;
145,2; 155,1; 167,3; 171,4; 171,7; 172,4.

m/z: 699,4 [M+Na'] (berechnet: 699,7).

6.2.3 Synthese des Rhodamin-Derivates

O COOH i O OH : O @J\/\QOH
WO WO e O e
y y J

~ \ .

Rhodamin B 22 23

Verbindung 22 wurde von A. Niederwieser (AG Wittmann, Universitat Konstanz)
nach Nguyen et al. aus Rhodamin B synthetisiert™® und zur weiteren
Modifikation zur Verfugung gestellt.

Dabei wurde Verbindung 22 (1,17 mmol; 600 mg) mit Bernsteinsaureanhydrid
(1,14 mmol; 114 mg) und 4-Dimethylamino-Pyridin (1,14 mmol; 139 mg) in
3,6 mL DCM gelost und tropfenweise mit Triethylamin (1,14 mmol; 157 pL)
versetzt. Nach 20 h wurde das Reaktionsgemisch zwischen 10 mL EE und 10 mL

1MK,CO separiert und die wassrige Phase 3-mal mit 10 mL EE gewaschen.

3, aq.
Anschlielend wurde NaCl bis zur Sattigung zugegeben und mit 10 mL eines
Gemischs aus Isopropanol und DCM (2:1) extrahiert. Die organische Phase
wurde tUber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel am Vakuum entfernt. Der
erhaltene Feststoff wurde in Chloroform geldst, filtriert und wiederum eingeengt,

wobei ein violetter Feststoff ausfiel.
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23: 605 mg (0,99 mmol; 80%) violetter Feststoff.

5'H [ppm] (CD,0OD): 1,30 (t; 7,0 Hz 12H); 2,54 (m; 2H); 2,59 (m; 2H); 3,41 (m;
8H); 3,69 (q; 7,0 Hz; 8H); 6,96 (m; 2H); 7,09 (s; 2H); 7,28 (m; 2H); 7,52 (m; 1H);
7,70 (m; 1H); 7,77 (m; 2H).

5'°C [ppm] (CD,OD): 13,0; 28,9; 30,3; 40,4; 43,1; 47,1; 50,0; 97,5; 115,0; 115,6;
129,1; 131,4; 131,9; 132,4; 133,3; 136,7; 140,1; 157,1; 157,3; 169,6; 172,8;
176,7.

6.2.4 Fluorouracil-Derivate

| Bernsteinsaure-Monobenzylester 24124

o BnOH, 0O
o) 0 DMAP
v\j » HOJ\/WOBn

o}
24

Benzylakohol (24,9 mmol; 2,59 mL) wurde mit Bernsteinsaureanhydrid (30 mmol;
3 g) und 4-Dimethylamino-Pyridin (24,9 mmol; 3,04 g) in 100 mL DCM geldst und
18 h bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieBend wurden 100 mL Na,CO;,,
(10%ig) zugegeben und die wassrige Phase isoliert. Diese wurde anschliel3end

mit 25%iger HCI,, angesauert und 2-mal mit 25 mL EE extrahiert. Die

organische Phase wurde anschlie3end 2-mal mit 25 mL NaCl gewaschen,

ag.,ges.

tiber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel am Vakuum entfernt.

24: Monobenzyl-Succinat: 4,74 g (22,8 mmol; 92%) weilRer Feststoff.

5'H [ppm] (DMSO-d6): 2,51-2,54 (m; 2H); 2,57-2,61 (m; 2H); 5,11 (s; 2H); 7,31-
7,41 (m; 5H); 12,25 (s; breit; 1H).

5C [ppm] (DMSO-d6): 28,6; 28,7; 65,5; 127,8; 127,9; 128,4; 136,2; 172,0;
173,4.
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Il Adipinsaure-Monobenzylester 24134

0 BnOH, 0
pTos-OH
H » B
o] o}

25

Benzylakohol (360 mmol; 41,0 mL) wurde mit Adipinsaure (250 mmol; 36,5 g)
und para-Toluolsulfonsaure (2,5 mmol; 0,5 g) in 200 mL Toluol geldst und unter
Verwendung eines Wasserabscheiders bei 140°C gekocht. Nachdem 6,5 mL
Wasser abgeschieden waren, wurde die Reaktionsmischung abgekihlt, mit

150 mL Wasser versetzt, mit NaOH auf einen pH von ~8 eingestellt und

ag., konz.
die wassrige Phase 2-mal mit 100 mL Diethylether gewaschen. AnschlieRend

wurde mit 25%iger HCl,, Auf pH 1,5 angesauert und mit 100 mL Et,O extrahiert.
Die organische Phase wurde dann 2-mal mit 50 mL NaCl,, ... gewaschen, tber

MgSO, getrocknet und das Losungsmittel am Vakuum entfernt.

25; Monobenzyl-Adipat: 6,00 g (25 mmol; 10%) weilRer Feststoff.

5'H [ppm] (CDCl,): 1,64-1,79 (m; 4H); 2,41 (m; 4H); 5,14 (s; 2H); 7,32-7,43 (m;
5H); 10,96 (s; breit; 1H).

53C [ppm] (CDCL): 24,1; 24,3; 33,7, 33,9; 66,3; 128,2; 128,3; 128,6; 135,9;
173,2; 179,6.

Il Synthese der (Methylsulfanyl)Methylester 26 und 27!

CsCO;
HOJ\H/U\OBn > \SAOMJ\OBn
n=2:24 n=2:26
n=4:25 n=4:27

Die einfach benzylgeschitzten Carbonsauren 24 (21 mmol; 4,54 g) oder 25
(21 mmol; 5,00 g) wurden jeweils mit CsCO; (21 mmol; 6,9 g) in 25 mL DMF

suspendiert, tropfenweise mit Chlormethylsulfid versetzt und 14 h bei

Raumtemperatur gerthrt. Anschlie3end wurde die Suspension fur 10 Minuten auf
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70°C erhitzt und nach Abkuhlung auf Raumtemperatur mit 50 mL Wasser
verdinnt. Die Reaktionsmischung wurde mit 50 mL EE extrahiert und die
organische Phase 3-mal mit 50 mL NacCl gewaschen, uber MgSO,

ag.,ges.

getrocknet und das Losungsmittel am Vakuum entfernt.

26; Benzyl-(Methylthio)Methyl-Succinat: 5,38 g (19,5 mmol; 90%) gelbes Ol.

5'H [ppm] (DMSO-d6): 2,22 (s; 3H); 2,68-2,74 (m; 4H); 5,15 (s; 2H); 5,16 (s; 2H);
7,29-7,42 (m; 5H).

5'3C [ppm] (DMSO-d6): 15,3; 29,0; 29,2; 66,6; 68,5; 128,2; 128,3; 128,6; 135,8;
171,9;171,9.

27; Benzyl-(Methylthio)Methyl-Adipat: 5,89 g (20 mmol; 94%) gelbes Ol.

5'H [ppm] (DMSO-d6): 1,51-1,63 (m; 4H); 2,18 (s; 3H); 2,32-2,42 (m; 4H); 5,10
(s; 2H); 5,15 (s; 2H); 7,29-7,41 (m; 5H).

5C [ppm] (DMSO-d6): 15,1; 24,3; 24,3; 33,5; 33,6; 65,8; 67,9; 128,4; 128,4;
128,9; 136,7; 172,9; 173,0.

IV Synthese der Benzyl-geschiitzten Fluorouracilderivate 30 und 31"

0 o o Flurouracil,

0 O
~s70 OBn ————> CI/\OJ\H/U\OBn —— I\/g n
n
07N

4:29 ::i "
Verbindung 26 (10 mmol; 2,68 g) oder 27 (10 mmol; 2,96 g) wurde jeweils in
20 mL DCM gel6st und bei 0°C tropfenweise mit Sulfurylchlorid (11 mmol in
11 mL DCM) versetzt. 10 min nach Beendigung der Zugabe wurde das Eisbad
entfernt und weitere 30 min bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend wurde
das Losungsmittel am Vakuum entfernt und das erhaltene gelbe Ol (Verbindung
28, 29) direkt weiterverwendet.

Dieses Ol wurde in 10 mL DMF gelost und tropfenweise zu einer Lésung von 5'-
Fluorouracil (7,7 mmol; 1 g) und Triethylamin (23,1 mmol; 3,22 mL) in 10 mL
DMF gegeben. Nach 16 h Ruhren bei Raumtemperatur wurde das entstandene

Triethylamin-Hydrochlorid abfiltriert und das Losungsmittel am Hochvakuum
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entfernt. Der Ruckstand wurde anschlieBend tber Kieselgel mit DCM/EE (3:2,
Verbindung 30 (Rf = 0,5); 3:1, Verbindung 31 (Rf= 0,4)) chromatographiert.

30; Benzyl-((5-Fluoro-2,4-Dioxo-3,4-Dihydropyrimidinyl)Methyl)-Succinat:

1,5 g (4,12 mmol; 54%) weilRer Feststoff.

5'H [ppm] (DMSO-d6): 2,64 (m; 4H); 5,09 (s; 2H); 5,58 (s; 2H); 7,29-7,41 (m;
5H); 8,11(d; 6,8 Hz; 1H); 12,00 (s; breit; 1H).

5C [ppm] (DMSO0-d6): 28,3; 28,4; 65,6; 70,5; 127,9; 128,0; 128,5; 129,5 (d; 32
Hz); 135,9; 139,2 (d; 230 Hz); 149,2; 157,4 (d; 26 Hz); 171,7; 171,7.

31; Benzyl-((5-Fluoro-2,4-Dioxo-3,4-Dihydropyrimidinyl)Methyl)-Adipat:

1,25 g (3,30 mmol; 43%) weil3er Feststoff.

5'H [ppm] (DMSO-d6): 1,49-1,59 (m; 4H); 2,32-2,42 (m; 4H); 5,08 (s; 2H); 5,57
(s; 2H); 7,29-7,41 (m; 5H); 8,13 (d; 6,7 Hz; 1H); 11,99 (s; breit; 1H).

53C [ppm] (DMSO-d6): 24,0; 24,2; 33,2; 33,5; 65,8; 71,0; 128,4; 128,4; 128,9;
129,5 (d; 32 Hz); 136,7; 139,9 (d; 231 Hz); 149,7; 157,9 (d; 26 Hz); 172,9; 173,0.

V Benzylentschitzung der Fluorouracilderivate 32 und 33"

6 0 10%PAIC o 0
P N0 o hogn  AcOH o
= =
I\i o) " ~0Bn I\l 0 - o
07 N0 @ 07 N0
H H
n=2:30 n=2:32
n=4:31 n=4:33

Verbindung 30 (3,3 mmol; 1,2 g) oder 31 (3,3 mmol; 1,25 g) wurde jeweils in
19 mL entgaster Essigsaure gelost und unter Argon-Atmosphare mit 1,1 g
Palladium auf Aktivkohle (10%) sowie 1,4-Cylohexadien (17,4 mmol; 1,66 mL)
versetzt. Diese Suspension wurde 3 h bei Raumtemperatur gerthrt, bevor die

Aktivkohle abfiltriert und das Losungsmittel am Hochvakuum entfernt wurde.

32; ((5-Fluoro-2,4-Dioxo-3,4-Dihydropyrimidin-1-yl)Methyl)-Succinat:
0,6 g (2,31 mmol; 70%) weil3er Feststoff.
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5'H [ppm] (DMSO-d6): 2,41-2,61 (m; 4H); 5,58 (s; 2H); 8,11(d; 6,6 Hz; 1H); 12,00
(s; breit; 2H).

33; ((5-Fluoro-2,4-Dioxo-3,4-Dihydropyrimidin-1-yl)Methyl)-Succinat:
0,48 g (1,65 mmol; 50%) weil3er Feststoff.

5H [ppm] (DMSO-d6): 1,43-1,57 (m; 4H); 2,21 (m, 2H); 2,36 (m; 2H); 5,57 (s;
2H); 8,13 (d; 6,7 Hz; 1H); 11,99 (s; breit; 2H).

6.2.5 Paclitaxel-Derivate

| Paclitaxel-Bernsteinsaureester und -Glutarsaureester 34, 35(139]

Paclitaxel

Paclitaxel (234 pMol; 200 mg) wurde mit Bernsteinsaureanhydrid (3,6 mmol;
360 mg) oder Glutarsaureanhydrid (3,6 mmol; 411 mg) in 5 mL Pyridin gel6st und
3 h bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wurde das Pyridin am
Hochvakuum entfernt und der erhaltene weil3e Feststoff in ~4 mL Aceton geldst.
Diese Losung wurde in eine Kiristallisierschale gegeben und 2 mL Wasser
zugesetzt. Mit zunehmender Verdunstung des Acetons féllt ein wei3er Feststoff

aus, der abfiltriert und mit Wasser gewaschen wurde.

34: 180 mg (187 uMol; 80%) weil3er Feststoff.
5'H [ppm] (CDCL,): In Ubereinstimmung mit der Literatur™ (Abbildung 6.1a,

violettes Spektrum).
m/z: 976,7 [M+Na'] (berechnet: 976,3).
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35: 208 mg (215 pMol; 92%) weilRer Feststoff.
5'H [ppm] (CDCL,): In Ubereinstimmung mit der Literatur™ (Abbildung 6.1b,

violettes Spektrum).

Il Paclitaxel-Aktivester-Derivate 36, 37!*%°

n=
n=

Verbindung 34 (105 uMol; 100 mg) oder 35 (105 uMol; 102 mg) wurde mit DCC
(105 pMol; 22 mg) in 1 mL trockenem Tetrahydrofuran (THF) geldst und unter
Argon-Atmosphare zu N-Hydroxy-Succinimid (100 uMol; 12 mg) gegeben. Nach
13 h bei Raumtemperatur wurde der ausgefallene Feststoff abfiltriert und mit
0,8mL THF gewaschen. Das Filtrat wurde anschlieBend am
Rotationsverdampfer eingeengt und der erhaltene weil3e Feststoff Uber Kieselgel
mit DCM/Aceton (4:1) chromatographiert.

36: 45 mg (43 uMol; 43%) weilRer Feststoff.
5'H [ppm] (CDCL,): In Ubereinstimmung mit der Literatur™® (Abbildung 6.1a,

blaues Spektrum).
m/z: 976,7 [M+Na'] (berechnet: 976,3).

37: 38 mg (36 puMol; 36%) weil3er Feststoff.
5'H [ppm] (CDCL,): In Ubereinstimmung mit der Literatur™® (Abbildung 6.1b,

blaues Spektrum).
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Abbildung 6.1: *H-NMR-Spektren (CDCIl,) der Paclitaxel-Derivate 34 und 36 (a) sowie 35 und 37
(b), jeweils im Vergleich zu freiem Paclitaxel (rote Spektren). Charakteristisch sind die
hinzukommenden Signale im aliphatischen Bereich (1,8 - 3,0 ppm) sowie die Anderung der
chemischen Verschiebung des Protons geminal zur modifizierten OH-Gruppe von 4,82 ppm im
freien Paclitaxel auf 5,47 ppm bzw. 5,52 ppm in den modifizierten Derivaten.

6.3 Peptidsynthese

Alle Peptide wurden per Festphasenpeptidsynthese manuell in einer

Kunststoffspritze (2 mL oder 5mL, Norm-Ject® HSW) mit eingesetztem
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Polyethylen-Filter synthetisiert. Dabei wurde mit einer Ansatzgrof3e von 50 pmol
begonnen und dieser im Verlauf der Synthese in kleinere Ansatze (5-20 pumol)
aufgeteilt, um die verschiedenen Peptidsequenzen mit den jeweiligen
Modifikationen herzustellen. Als polymerer Trager wurde Polystyrol AM RAM®

(Rapp Polymere) verwendet.

6.3.1 Peptid-Elongation

Ein kompletter Synthesezyklus fur die Elongation des Peptids an der festen
Phase um eine Aminosaure ist in folgendem Schema fir eine Ansatzgréf3e von

20 umol exemplarisch dargestellt:

1) Quellen des Harzes in DMF (nur bei erster Kupplung) ca.1lh

2) Fmoc-Abspaltung mit 2 mL 20% Piperidin (in DMF) 5 x5 min

3) Photometrische Bestimmung der Ausbeute

4) Waschen mit a) ~1 mL DMF 10 x 1 min
b) ~1 mL DCM 2 X 3 min

5) Kupplung mit 5 eq der aktivierten Carbonsaure 2-16 h

6) Waschen mit a) ~1 mL DMF 10 x 1 min
b) ~1 mL DCM 2 X 3 min

7) Kaiser-Test

8) Capping mit 2 mL 10% Ac,O (in DMF) 2 X 15 min

9) Waschen mit a) ~1 mL DMF 10 x 1 min
b) ~1 mL DCM 2 X 3 min

Fur groRere bzw. kleinere Ansatze wurden die Volumina der eingesetzten

Ldsungen bei gleichbleibenden Reaktionszeiten entsprechend angepasst.

Zu Schritt 3) Photometrische Bestimmung der Ausbeute

Anhand der charakteristischen Absorption des Dibenzofulven-Piperidin-Addukts,
das bei der Fmoc-Entschitzung entsteht, wurde mit dessen bekanntem
Extinktionskoeffizienten bei 301 nm (g4, = 7800 M'em™)!**l die Konzentration
Uber das Lambert-Beer'sche-Gesetz berechnet (Gleichung 6.1). Durch Vergleich
mit dem vorherigen Wert konnte aul3erdem die Ausbeute der Kupplung bestimmt

werden.
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R (6.1)

Die Ausbeuten aller Kupplungen lagen typischerweise Uuber 95%. Eine
Gesamtausbeute der Peptidsynthese war aufgrund der divergenten
Synthesestrategie mit mehrmaligem Aufteilen des Reaktionsansatzes nicht

maglich.

Zu Schritt 5) Aktivierung und Kupplung der Carbonsaure
In Abbildung 6.2 sind die Carbonsaure-Derivate aufgelistet, welche bei der

Festphasen-Peptidsynthese als OBt-Aktivester eingesetzt wurden.

0 NHFmoc
(0] NHFmoc HO
HO
cootB HN>_
u NHPbf
HN
Fmoc-Glu(OtBu)-OH Fmoc-Arg(Pbf)-OH
23
0O O
(0] 0] NHFmoc E J\H/”\
>—®7Nﬁ rw/“o “oH
HO N NH
0 H/&O
COOtBu
21 n=2:32
n=4:33

Abbildung 6.2: Verwendete Bausteine bei der Festphasen-Peptidsynthese.

Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH und Verbindung 23 wurden mit
HBTU/DIPEA aktiviert. Fur eine Ansatzgrof3e von 20 pmol wurden dazu 100 pmol
der jeweiligen Substanz mit 95 pmol HBTU und 200 pmol DIPEA in 1 mL NMP
geldst und nach 5 min in die Spritze mit dem entschiitzten Harz aufgezogen.

Die Verbindungen 21, 32 und 33 wurden mit DCC/HOBt aktiviert. Fur eine
AnsatzgréRe von 20 pmol wurden dazu 100 pmol der jeweiligen Substanz mit
100 pmol DCC und 150 pmol HOBt in 1 mL NMP geldst und nach 5 min zum

entschitzten Harz gegeben.
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Zu Schritt 7) Kaiser-Test

Zur Uberpriifung der Vollstandigkeit einer Kupplung diente der Kaiser-Test, ein
sehr empfindlicher Nachweis auf freie Aminofunktionen %8, Dazu werden wenige
Polymerkugeln mit jeweils 2-3 Tropfen der unten aufgefiihrten Losungen versetzt
und 10 Minuten im Wasserbad auf 80°C erhitzt. Sind aufgrund unvollstandiger
Kupplung freie Aminogruppen vorhanden, wird der intensiv blaue Farbstoff
Ruhemanns Purpur gebildet (Abbildung 6.3). In diesem Fall wurde die Kupplung
mit frischen Reaktanden wiederholt (Schritt 5-7).

Losung 1: 5 g Ninhydrin in 100 ml Ethanol
Lésung 22 2mL 1 mM KCN,, in 98 mL Pyridin

Losung 3: 80 mg Phenol in 20 mL Ethanol

Abbildung 6.3: Aus Ninhydrin entstehender Farbstoff beim Kaisertest (Ruhemanns Purpur).

Um Peptide mit freiem N-terminalen Amin zu erhalten wurde vor der Abspaltung
vom Harz noch die Fmoc-Schutzgruppe entfernt (Schritt 2-4); fur die N-terminal
acetylierten Peptide wurde zusatzlich Schritt 8 und 9 durchgefuhrt.

6.3.2 Peptid-Abspaltung

Zur Abspaltung von der festen Phase und der Entfernung der Seitenketten-
schutzgruppen wurden 2 mL einer Lésung von 2,5% Wasser und 2,5%
Triisopropylsilan in TFA in die Spritze mit dem Harz aufgezogen, fir 2h
geschuttelt und anschlieBend in -20°C kalten tert-Butylmethylether (MTBE)
getropft. Danach wurde noch 2-mal mit jeweils 1,5 mL frischer Abspaltldsung fur
5 min gewaschen und wiederum in -20°C kalten MTBE getropft. Die MTBE-
Losung wurde bei -20°C gelagert und der ausgefallene Feststoff am néchsten

Tag abzentrifugiert (30 min, 4°C, 5000 g). Das Produkt wurde noch zwei weitere
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Male in MTBE aufgeschlammt, abzentrifugiert und abschlieend in Wasser gelost
und lyophilisiert.

6.3.3 Paclitaxel-Modifikation der Peptide

)=o0
o O OH
O” 'NH O

\ ; R-NH,,
o T \O  DMF
; .
6. .o OOHO >/_ — >
£
(0N
0
2: 36
3:37

n
n

Zur Modifikation mit Paclitaxel wurden 1,5 umol des jeweiligen Peptids in 600 pL
DMF gelést und zu 10,5 umol des Paclitaxelaktivesters 36 oder 37 gegeben.
Nach 48 h bei Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch in 10 mL MTBE bei
-20°C ausgefallt, abzentrifugiert und mit weiteren 5 mL MTBE gewaschen. Die
modifizierten Peptide konnten durch RP-HPLC gereinigt werden und durch
Integration der Absorption der Produkt- und Eduktfraktionen bei 355 nm, wo nur
das Azobenzol absorbiert, konnten die Ausbeuten der Reaktionen auf 70% (72
“*E4Rg) bzw. 65% ("*“*°E,R,) bestimmt werden.
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Abbildung 6.4: RP-HPLC Chromatogramm der ausgefallten Reaktionsmischung nach der
Modifikation des Peptides EgRy mit Verbindung 36. In griin ist der verwendete
Lésungsmittelgradient dargestellt (A: 5% Acetonitril, 0,1% TFA in Wasser; B: 5% Wasser, 0,1%
TFA in Acetonitril). Detektiert wurde die Absorption bei 3 verschiedenen Wellenlangen Aasg
(schwarz), Asgg (pink) und Asss (blau). Nach 12 min eluiert das unmodifizierte Peptid, wahrend das
gewilnschte Konjugat eine Retentionszeit von 21 min aufweist. Durch Integration der beiden
Peaks bei 355 nm konnte die Ausbeute der Reaktion auf 70 % bestimmt werden.

6.4 Peptidreinigung und -charakterisierung

Die erhaltenen Peptide wurden anschlielend tber RP-HPLC gereinigt. Diese
wurde an einem AKTApurifier® (GE Healthcare) unter Verwendung von 250/4
oder 250/10 Nucleosil® 100-5 C18-Saulen (Macherey-Nagel) und einer Flussrate
von 1 mL/min bzw. 4 mL/min durchgefthrt. Als Laufmittel wurden 5% Acetonitril
(MeCN) und 0,1% Trifluoressigsaure (TFA) in Wasser (Eluent A) sowie 5%
Wasser und 0,1% TFA in MeCN (Eluent B) verwendet, wobei der verwendete

Gradient an das jeweilige Trennproblem angepasst wurde.
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Tabelle 6.1: Parameter der Reinigung der Peptide per RP-HPLC, sowie deren Charakterisierung
per ESI-MS (bzw. MALDI-TOF-MS fiir das Peptid "E,R,).

_ RP-HPLC RP-HPLC
Peptid M/Zops. m/Zeac _ _ )

Retentionszeit Gradient
"ER, 2490,2 2490,3 [M+H]* 28 min 10-32% B in 50 min
"EGR, 2877,0 2877,4 [M+H]' 13 min 15-35% B in 25 min
"E,R, 1014,3  1014,5 [M+3H]*' 20 min 28-48% B in 30 min
"EgR, 1048,8  1048,5 [M+3H]** 24 min 20-50% B in 30 min
"E,R, 17142 1714,8 [M+2H* 26 min 20-50% B in 35 min
FUE R, 2690,2 2690,3 [M+H]" 14 min 15-40% B in 30 min
FUE R, 1539,9  1539,3 [M+2H]* 23 min 15-25% B in 35 min
FUEGR, 2718,8 2718,4 [M+H]" 18 min 15-33% B in 30 min
FUE R, 1553,2  1553,3 [M+2H]* 16 min 15-30% B in 25 min
FUiGlu 411,0 411,1 [M+Na]" 12 min 0-20% B in 25 min
FUeipro 379,0 379,1 [M+Na]" 17 min 0-20% B in 25 min
FUcegly 439,1 439,1 [M+Na]" 18 min 0-20% B in 25 min
EoR, 1418,3 1418,2 [M+2H]** 11 min 15-30% B in 30 min
PEGR, 1885,7  1885,9 [M+2H]* 21 min 10-60% B in 25 min
PacSE R, 1892,8  1892,9 [M+2H]** 31 min 20-40% B in 32 min

6.5 Zellkultur und -handhabung

Alle verwendeten Zelllinien wurden in einem wassergesattigten Inkubator beli
37°C in einer 5%igen CO,-Atmosphare kultiviert. Als Medium wurde Dulbecco’s
Modified Essential Medium (DMEM) verwendet, welches mit 100 uL/mL fotalem
Kalberserum (fetal bovine serum, FBS) und Antibiotika (100 Einheiten/mL
Penicillin; 100 pg/mL Streptomycin) ergéanzt wurde.

Fir die Durchflusszytometrie wurden pro Well 20.000 Zellen in 1 mL DMEM in

6-Well-Platten ausgelegt. Nach 24 Stunden wurden die Zellen fur 30 Minuten mit
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den fluoreszenzmarkierten Peptiden bei 37°C inkubiert. AnschlielRend wurden die
Zellen 3-mal mit ~1 mL PBS gewaschen, durch Trypsinverdau vom Substrat

abgel6st und in CO,-unabhangigem Medium resuspendiert.

Fur die Konfokale Mikroskopie wurden 24 h vor Gebrauch 40.000 Zellen in

h35mm, high h35mm, high,

2 mL Medium in einer Mikroskopierschale (p-Dis

G500, ibidi GmbH) ausgelegt. Vor der Analyse wurde DMEM gegen CO,-

oder p-Dis

unabhéangiges Medium ausgetauscht, welches ebenfalls mit 100 uL/mL FBS und
Antibiotika (100 Einheiten/mL Penicillin; 100 pg/mL Streptomycin) ergédnzt wurde
und die entsprechenden Peptide in einer Konzentration von 1 uM oder 3 uM
enthielt.

Fur den AlamarBlue®-Toxizitatstest wurden pro Well 100 pL einer Zelllssung
(5.000 bis 20.000 Zellen/mL) in einer 96-Well-Platte ausgelegt. Nach 24 h
wurden die Zellen mit der jeweiligen Verbindung fir unterschiedliche Zeitraume
inkubiert, bevor die Viabilitat bestimmt wurde. Das dazu verwendete Medium
wurde entweder mit 10% der kommerziell erhaltichen AlamarBlue®-Lésung
(Invitrogen) oder mit 10% einer Resazurin-Losung (1,25 mg/mL) versetzt, wobei
die Ergebnisse, wie in der Literatur beschrieben™?, vergleichbar waren. Die
Zellen wurden 40 Minuten mit diesem Medium inkubiert, bevor die Fluoreszenz
des gebildeten Resorfurins an einem infinite®200 plate reader (Tecan), der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. J. Hartig an der Universitat Konstanz, ausgelesen
wurde. Das Resorfurin wurde dabei in einem Bereich von 535 - 545 nm angeregt

und die Fluoreszenz zwischen 580 nm und 600 nm detektiert.
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Teil Il: Struktur, Dynamik und Funktion der LIM2/3

Tandem-Domane des Proteins Paxillin

1. Einleitung

1.1 Zellmigration und Fokale Adhéasionen

Die gerichtete und koordinierte Bewegung von Zellen und Zellverbanden ist ein
elementarer Prozess in verschiedenen Lebensstadien eines Organismus. Sie
spielt dabei bei vielen physiologischen Vorgangen wie der Embryogenese, der
Entwicklung des neuronalen Netzwerks, bei Entzindungsprozessen oder der
Gewebereparatur eine zentrale Rolle.[*3

a) b)

Aktin Polymerisation/
ng von Lammelipodia
y 4
e e — \ .
. /
Bildung von Fokalen -
=

Komplexen
an der Zellfront

Bewegung des Zsllkérpers
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Adhasionen an
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P

Abbildung 1.1: Schematische Darstellung der zweidimensionalen, mesenchymalen Zellmigration
im Querschnitt (a) und als Aufsicht auf eine Zelle (b). Orange ist jeweils die Extrazellulare Matrix
dargestellt, griin das Aktinzytoskelett und rot die Fokalen Komplexe/Adh&sionen.
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Jedoch sind auch viele pathologische Prozesse eng mit einer veranderten
Zellmotilitdt verkntpft, wobei eine erhohte Beweglichkeit vor allem fir die
Entwicklung und Metastasierung von Tumoren charakteristisch ist.**? Ein
detailliertes Verstandnis der Zellbewegung und der zugrundeliegenden
molekularen Mechanismen ist daher von groRem Interesse und in den letzten
Jahrzehnten wurden bedeutende Fortschritte bei deren Aufklarung erzielt. 39144
Essenziell fur die Bewegung sind drei grundlegende Prozesse: Eine Polarisation
der Zelle entlang der Bewegungsrichtung, die Umgestaltung des Aktin-
Zytoskeletts sowie der Auf- und Umbau von Kontakten zur Umgebung der Zelle
(Abbildung 1.1).*%! Die Verbindungspunkte der Zelle mit der extrazellularen
Matrix (extracellular matrix, ECM) sind dabei hochkomplexe und dynamische
Gebilde, aufgebaut aus einer Vielzahl an Proteinen. Hierbei unterscheidet man
meist zwischen den transienten, noch relativ kleinen Fokalen Komplexen
(d < 0,5 um) und den daraus durch weitere Proteinanlagerungen entstehenden
Fokalen Adhasionen (d = 1-5 pm).!*4®!

Diese Fokalen Adhasionen (FA) bilden einerseits einen Angriffspunkt far
Kontraktionskrafte, wodurch die oben beschriebene Zellbewegung mdglich wird,
anderseits stellen sie eine Plattform fur die bidirektionale Signaltibertragung tber
die Zellmembran dar."**® |n Abbildung 1.2 ist eine solche Fokale Adhasion

schematisch dargestellt, und die beteiligten Proteine sind aufgelistet.

Zellfront

ECM

l @ o = ¢ @€ ¢ \ o

Integrin FAK Paxillin Talin  Vinculin Zyxin VASP  o-Aktinin  Aktin

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung einer Fokalen Adhé&sion. Die Positionierung der
jeweiligen Proteine entlang der Z-Achse wurde experimentell durch hochaufloésende Mikroskopie
bestimmt**®, die Stochiometrie ist hingegen nur abgeschéatzt. (ZD — Zytoplasmatische Domane;
ED — Extrazellulare Domane). Abbildung entnommen aus ™.
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Im Zentrum stehen dabei die Integrine, Transmembranproteine, welche die
Vernetzung des Zytoskeletts in der Zelle mit der extrazellularen Matrix bewirken

und auf die im folgenden Abschnitt n&her eingegangen wird.

1.2 Integrine — Zellanker und Signaltbertrager

Integrine sind Transmembranrezeptoren, die als heterodimere Komplexe aus
einer a- und einer B-Einheit aufgebaut sind. In S&ugetieren existieren 18
a-Integrine und 8 B-Integrine, woraus 24 nachgewiesene Kombinationen
ausgebildet werden und ein breites Spektrum an Substraten erkannt werden
kann.'*® Beide Sub-Einheiten besitzen groRe extrazellulire Domanen (> 600
Aminosauren) an deren Kontaktflachen Liganden binden und eine umfassende
Konformationsanderung auslosen konnen. Diese Anderungen wirken sich auch
auf die Orientierung der beiden Transmembranhelices zueinander aus, wodurch
nachgeschaltete Signalkaskaden in der Zelle ausgelést werden (outside-in
signalling). Die meist kurzen zytoplasmatischen Doméanen (cd) der beiden
Einheiten (< 50 Aminosauren, mit Ausnahme von 4-Integrin) stellen den Kontakt
zum Zellinneren her, indem sie als Andockstelle fir verschiedene
zytoplasmatische Proteine dienen, an denen wiederum die Fokalen Adhé&sionen
aufgebaut werden. Dabei kann auch eine intrazellulare Interaktion eine
Separierung der Transmembranhelices und eine darauffolgende Aktivierung der
extrazellularen Domanen der Integrine bewirken (inside-out signalling).*>!

Ein prototypisches Protein, das diese Art der Integrinaktivierung bewirkt, ist das
FA-assoziierte Talin, welches an die zytoplasmatische Domane von (3-Integrin
bindet.’*? Der Mechanismus dieser Interaktion wurde auf molekularer Ebene
aufgeklart™®® wobei Talin als eines derjenigen Proteine identifiziert wurde, das
sehr frih an fokale Komplexe lokalisiert. Ein weiteres Protein, das ahnlich friih an
Fokalen Komplexen nachgewiesen wurde ist Paxillin™*®!, welches ebenfalls in der
untersten Schicht der Adhasionen in unmittelbarem Kontakt zu den

[149 1n diesem Fall sind

zytoplasmatischen Doméanen der Integrine lokalisiert
jedoch keine molekularen Details bekannt, wie Paxillin an die frihen Fokalen

Komplexe rekrutiert wird.
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Abbildung 1.3: a) Strukturelles Modell eines allbp3-Heterodimers in seiner geschlossenen,
inaktiven Form (links) und nach der Aktivierung (rechts). Abbildung entnommen aus ** b)
Schematische Darstellung der Integrinaktivierung durch einen extrazellularen Liganden (lila) oder
ein zytoplasmatisches Protein (orange). Die a-Untereinheit der Integrine ist jeweils rot dargestellt,
die B-Untereinheit blau.

1.3 Paxillin — Mehr als passives Gertist-Protein

Paxillin ist ein Multidomanen-Protein mit einer Gré3e von 68 kDa, das exklusiv in
Eukaryoten vorkommt und zwischen den Spezies hoch konserviert ist.'*® Es
konnten zwei alternative Splice-Varianten nachgewiesen werden (3, y), und die
Proteinfamilie umschliel3t noch drei weitere Vertreter: Hic-5, Leupaxin und PaxB (
Abbildung 1.4). Die Varianten unterscheiden sich dabei hauptsachlich in den N-
terminalen Sequenzen, wobei nicht endgultig geklart ist, ob und welche Paxillin-
Funktionalitaten durch die homologen Proteinen komplementiert werden und
wann sie als Antagonisten fungieren.!**® Eine Deletion von Paxillin in transgenen
Mausen fihrt zum Tod in einem frihen embryonalen Stadium, was die
Bedeutung dieses Proteins bei der Entwicklung demonstriert.**® AuRerdem
konnte gezeigt werden, dass die Paxillin-Expression in vielen malignen Tumoren
hochreguliert ist.1*>" %!

Strukturell lasst sich Paxillin in zwei grol3e Segmente unterteilen: Der N-terminale
Bereich besitzt eine Prolin-reiche Sequenz und 5 Leucin- und Asparaginsaure-
reiche Motive (LD-Motive) und dient nicht nur als Interaktionsplattform fir eine

Vielzahl an Proteinen, sondern kann Uber verschiedene Phosphorylierungsstellen
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auch komplex reguliert werden.™*® Der C-terminale Bereich besteht aus vier LIM-
Domanen (LIM = Lin-11, Isl-1, Mec-3), Uber deren Funktion und Interaktionen
jedoch bedeutend weniger bekannt ist im Vergleich zum N-teminalen Teil von
Paxillin. LIM-Doméanen sind jedoch ein weit verbreitetes Motiv, welches
hauptsachlich in Protein-Protein-Interaktionen involviert ist und auf deren genaue

Struktur in Abschnitt 1.3.2 ndher eingegangen wird.

Y31 Y118 $5188/190
LD2 LD3 LD4 LDS

Cc Paxillin
A

‘ i
1 PPPVPPPP B I

C Hic-5

LD2 LD3 LD4

1 566

Abbildung 1.4: Doméanenstruktur von Paxillin, seinen Splice-Varianten (8, y) und den weiteren
Proteinen der Paxillin-Proteinfamilie. Abbildung entnommen aus **°,

1.3.1 Paxillin Interaktionen und deren Regulation

Durch die modulare Aneinanderreihung der verschiedenen Protein-Protein-
Interaktionsstellen (LD-Motive und LIM-Domanen) fungiert Paxillin in erster Linie
als vielseitiges Adapter-Protein. Dabei werden neben strukturellen Proteinen wie
Vinculin®™® auch eine Vielzahl an regulatorischen Proteinen an die Fokalen
Adhésionen rekrutiert. Zu diesen Proteinen zahlen die Proteintyrosin-Kinasen

FAK™® (Fokale Adhesions Kinase) und Srci*®?, die durch die Adhasion aktiviert

123



werden und, unter anderem, auch Reste am N-Terminus von Paxillin
phosphorylieren. Auf diese Weise kdnnen zusatzliche nachgeschaltete Effektoren
gebunden werden, wie zum Bespiel das Adapterprotein Crk™®%, wodurch
intrazellulare Signalkaskaden ausgelost werden. Aber auch fir negative
Regulatoren wie dem Src-Inhibitor CSK (C-terminale Src-Kinase) oder die
Phosphotyrosin-Phosphatase(PTP)-Pest  konnte eine direkte Interaktion

[162-163]

nachgewiesen werden , womit Paxillin eine zentrale Rolle bei den uber

Fokale Adhasionen vermittelten Signalprozessen zukommt.

FA-Lokalisation

Vinculin

C Paxillin

|
1 PPPVPPPP

VS

Abbildung 1.5: Uberblick iber einige zentrale Paxillin-Interaktionspartner und deren
Bindestellen. Die phosphorylierbaren Tyrosine (Y), Serine (S) und Threonine (T) sind annotiert.
FAK — Fokale Adhesions Kinase, CSK — C-terminale Src Kinase, PTP - Phosphotyrosin-
Phosphatase. Abbildung teilweise entnommen aus ¢,

| PTP-Pest |

Zusétzlich konnte in Deletionsstudien gezeigt werden, dass LIM2 und LIM3 fir
die Paxillin-Lokalisation an Fokalen Adhasionen essenziell sind.*** Des Weiteren
wurden drei putative Phosphorylierungsstellen identifiziert (T403, S457, S481),
wodurch eine Maglichkeit zur Regulation der Adhasionskinetik nahe liegt.*®® Der
Interaktionspartner an der Plasmamembran, der die unmittelbare Lokalisation
von Paxillin an neu gebildeten Fokalen Komplexen bewirkt, ist jedoch noch nicht
abschlieBend bekannt. Experimente basierend auf Immunopréazipitation legen
eine Interaktion mit den zytoplasmatischen Doméanen der B-Integrine nahe*®°168]
jedoch fehlt bisher ein definitiver Nachweis einer direkten Wechselwirkung sowie

eine Aufklarung der exakten Bindeepitope.
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1.3.2 LIM-Doméanen

LIM-Doméanen sind Tandem-Zinkfinger-Domanen, die aus etwa 55 Aminosauren
aufgebaut sind, wobei die 8 zinkkoordinierenden Reste, meist Cysteine oder
Histidine, hochkonserviert sind (Abbildung 1.6).%! Der Abstand zwischen den
beiden Zinkfingern ist invariant und besteht aus zwei meist hydrophoben
Aminosauren.” Auch die Abstande zwischen den koordinierenden Resten 1
und 2, 3 und 4, 5 und 6 sowie 7 und 8 betragen bis auf wenige Ausnahmen zwei
Aminosauren und sind konformationell daher stark eingeschrankt. Die restlichen
Bereiche (zwischen den koordinierenden Resten 2 und 3 sowie 6 und 7) sind
hingegen sowohl sequenziell als auch strukturell flexibel und damit hauptséachlich
fur die Erkennung und Bindung der vielfaltigen Substrate verantwortlich, wobei

meist Protein-Protein-Interaktionen vermittelt werden. X6

a)
® @ @ ¢ 06 P
C(X)2C(X)16-23(H/C)(X)2/4(C/H/E)(X)2C(X)2C(X)14-21(C/H)(X)2/1/3(C/H/D/E)X
b) ‘J'rr'r‘:“‘ | ’;"':f'i’\r_

Abbildung 1.6: a) Konsensus-Sequenz einer LIM-Domane: Die 8 Zinkkoordinierenden
Aminosauren sind mit violetten Kreisen gekennzeichnet. Die nicht fett annotierten Varianten
treten in weniger als 10% der Falle auf. X — beliebige Aminoséure, C — Cystein, H — Histidin, D —
Asparaginsure, E — Glutaminséure. b) Topologie der LIM-Doménen: Die Zink-koordinierenden
Aminosauren sind mit violetten Kreisen gekennzeichnet. Fur die Faltung essenzielle Reste sind
zusétzlich hervorgehoben: Konservierte hydrophobe Aminosduren sind grin; Reste, deren
Anwesenheit fir einen korrekten Abstand wichtig ist, sind rot gekennzeichnet. Abbildung
entnommen aus ™,

In vielen Proteinen, wie auch in Paxillin, sind mehrere LIM-Doméanen

hintereinander  angeordnet. Diese  Modularitat  bringt  verschiedene
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Bindungspartner gleichzeitig in rAumliche Nahe, wodurch indirekt Protein-Protein-
Interaktionen vermittelt werden kénnen. Eine gleichzeitige Bindung von mehreren
identischen Interaktionspartnern an solche modularen LIM-Doméanen hétte eine
Bundelung dieser zur Folge.

Strukturell wurden diverse LIM-Domanen per NMR-Spektroskopie oder
Rontgenkristallographie aufgeklart, teilweise auch im Komplex mit gebundenen
Interaktionspartnern (Abbildung 1.7).2"**" Die Strukturbestimmung einer freien
Tandem-LIM-Domane ohne gebundenen Interaktionspartner wurde jedoch noch

nicht realisiert.[*6%

(
<9 g
¥ N\ \
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Abbildung 1.7: Drei Beispielstrukturen fir LIM-Domanen, die per NMR-Spektroskopie aufgeklart
und unter den angegebenen 4-Zeichen-Codes in der protein data bank (PDB) hinterlegt wurden.
Die grauen Kugeln entsprechen jeweils den gebundenen Zinkatomen. 1A7I: N-terminale LIM-
Doméane des Proteins CRP2 (cysteine rich protein 2, Wachtel) ™™ 1CTL: C-terminale LIM-
Doméne des Proteins CRP1 (Huhn)™: 1M3V: N-terminale LIM-Domane des Proteins LMO4
(LIM-domain only 4, Maus) im Komplex mit der LIM-Interaktions-Doméne (LID) des Proteins IDB1
(inhibitor of DNA-binding 1). Zur Aufklarung der Komplexstruktur wurde die LID (rot) dabei Uber
einen Glycin-reichen, flexiblen Linker (grau) an den C-Terminus der LIM-Doméne fusioniert.*"®
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2. Zielsetzung

Paxillin ist ein zentrales Protein in Fokalen Adhasionen, Proteinkomplexen, die
den Integrin-vermittelten Kontakt zwischen dem Zellinneren und der
Extrazellularen Matrix herstellen und sowohl an der Signaltbermittlung tber die
Zellmembran beteiligt sind, als auch eine zielgerichtete Zellbewegung
ermdglichen. Der N-terminale Bereich des Multidomanen-Proteins Paxillin ist
relativ gut charakterisiert, wohingegen uber die vier C-terminalen LIM-Domanen
strukturell und funktionell nur wenig bekannt ist.

Ziel dieses Teils der Arbeit war die Strukturbestimmung der LIM2/3-Tandem-
Doméne aus humanem Paxillin, die essenziell fir die Lokalisation des Proteins
an Fokalen Adhasionen ist. Dazu sollte das Proteinkonstrukt **C- und *°N-
markiert und per multidimensionaler, heteronuklearer NMR-Spektroskopie
analysiert werden. Zunéchst sollte hierfir eine komplette Resonanzzuordnung
durchgefiihrt werden, die dann zusammen mit NMR-basierten Abstands- und
Winkelinformationen in einer Molekul-Dynamik-basierten Strukturberechnung
verwendet werden sollten, um eine hochaufgeloste Struktur der LIM-Tandem-
Domane zu erhalten. Diese kénnte nicht nur einen Einblick in die Funktion von
Paxillin geben, sondern auch von modularen LIM-Doméanen im Allgemeinen, da
bisher noch keine Struktur einer freien LIM-Tandem-Domane ohne gebundenen
Interaktionspartner gelost werden konnte.

Des Weiteren sollte im Rahmen dieser Arbeit die direkte Interaktion von Paxillin-
LIM2/3 mit der zytoplasmatischen Doméane von Integrin-B3 mittels chemical shift
perturbation-Experimenten nachgewiesen und charakterisiert werden. Dadurch
wirde ein weiteres Puzzleteil des hochkomplexen Interaktionsnetzwerks an den
Fokalen Adh&sionen eingefiigt und eine Antwort auf die Frage nach dem
Mechanismus der friihzeitigen Rekrutierung von Paxillin an neu gebildete Fokale

Komplexe erhalten.
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3. Methoden

3.1 Protein NMR-Spektroskopie

Die Grundlagen der NMR-Spektroskopie wurden im ersten Teil dieser Arbeit
bereits erlautert und die wichtigsten zweidimensionalen NMR-Experimente mit
dem jeweiligen Informationsgehalt vorgestellt. Mit zunehmender Gro3e der zu
untersuchenden Molekule stof3en diese einfachen Experimente jedoch schnell an
ihre Grenzen, da die Signale zunehmend uberlagern und die Empfindlichkeit
aufgrund der schnelleren Relaxation meist geringer ist. Die detaillierte Analyse
von Biomakromolekiilen per NMR-Spektroskopie bedarf daher einer Optimierung
der Messbedingungen und der verwendeten Pulssequenzen.*’"178

Zur Verringerung der Signaliberlagerung werden multidimensionale NMR-
Spektren aufgenommen, wobei verschiedene Kerne des untersuchten Systems
korreliert werden konnen. Um auch Kohlenstoff- und Stickstoff-Kerne
untersuchen zu kénnen, werden die Proteine isotopenmarkiert exprimiert. Dabei
werden die ansonsten seltenen Isotope *3C (1,1% nat. Haufigkeit) und **N (0,4%
nat. Haufigkeit) eingeflihrt, da diese einen Kernspin von | = 1/2 aufweisen und
daher im Gegensatz zu den haufigsten natirlichen Isotopen *2C (I = 0; 98,9%
nat. Haufigkeit) und **N (I = 1; 99,6% nat. Haufigkeit) fur die NMR-Spektroskopie
geeignet sind. Das allgemeine Vorgehen bei der Erzeugung mehrdimensionaler
Spektren ist in Abbildung 3.1 schematisch gezeigt. Dabei werden
Entwicklungszeiten in die Pulssequenz eingefihrt, wahrend derer sich eine
ausgewahlte Koharenz des Systems unter dem Einfluss bestimmter Faktoren wie
der chemischen Verschiebung des jeweiligen Kerns entwickelt. Durch eine
Inkrementierung dieser Zeit kann bei der finalen Fourier-Transformation (FT) eine
weitere Dimension im frequenzbasierten Spektrum generiert werden. Die
Einfuhrung von Mischsequenzen erlaubt schlieRlich eine Koharenz-Ubertragung
von einem Kern auf skalar oder dipolar gekoppelte Kerne, wodurch Informationen

Uber Konnektivitaten und raumliche Anordnungen gewonnen werden kdnnen.
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Abbildung 3.1: Schematisches Vorgehen bei der Erzeugung mehrdimensionaler NMR-Spektren.

3.1.1 NMR-Spektroskopische Resonanzzuordnung

Essenziell fir die Strukturbestimmung von Proteinen ist eine moglichst komplette
Zuordnung aller Resonanzen. Die Grundlagen hierfir wurden vor etwa 25 Jahren
gelegt, indem verschiedene mehrdimensionale Experimente entwickelt wurden,
die eine sequenzielle Zuordnung der Resonanzen der Rickgrat-Atome
erlauben.f’” 17181 |n Tabelle 3.1 sind einige wichtige Experimente hierfir
aufgelistet. Das zentrale Spektrum dieser Zuordnungsstrategie ist das *H-'°N-
HSQC (heteronuclear single quantum coherence), welches Stickstoffatome mit
direkt gebundenen Protonen korreliert, wobei in Proteinen fir jedes Amid des
Rickgrats genau ein Signal erhalten wird (auf3er fur Prolin, das tertidre Amide
bildet). Die Lage und Verteilung der Signale ist dabei fiur jedes Protein
charakteristisch, und aus diesem Spektrum kdnnen bereits Rickschlisse auf

Homogenitat und Faltung der betrachteten Proteinprobe gezogen werden.
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Tabelle 3.1: Ausgewdahlte mehrdimensionale NMR-Spektren zur Resonanzzuordnung der
Ruckgratatome, sowie deren Informationsgehalt.

Experiment Informationsgehalt
1H-1N-HSQC!# Korrelliert Stickstoffe und direkt gebundene Protonen
HNCOUE! Korreliert die NH-Resonanzen eines Amids mit dem Carbonyl-

Kohlenstoff der vorhergehenden AS

Korreliert die NH-Resonanzen eines Amids mit dem Carbonyl-

[183]
HN(CACO Kohlenstoff der vorhergehenden und der eigenen AS
CBCANHIE Korreliert die NH-Resonanzen eines Amids mit den C*und C"-
Kohlenstoffen der vorhergehenden und der eigenen AS
CBCA(CO)NHE2! Korreliert die NH-Resonanzen eines Amids mit den C®-und CP-

Kohlenstoffen der vorhergehenden AS

Aufbauend auf diesem Experiment werden dann verschiedene 3D-Spektren
aufgenommen, wobei in der zusatzlichen Dimension Korrelationen zu Ruckgrat-
und Seitenkettenatomen der vorhergehenden und/oder der eigenen Aminosaure
aufgeldst werden. Dadurch werden Informationen Uber die Verkntpfungen der
Aminosauren erhalten und bei der sequenziellen Analyse der einzelnen
Spinsysteme sollten idealerweise alle Resonanzen des Proteinrickgrats
zugeordnet werden kénnen. Die Software CARA®®! (computer aided resonance
assignment) mit dem implementierten Programm Autolink!*®® bietet dabei die
Moglichkeit einer semiautomatisierten Zuordnung.

Fir eine Strukturbestimmung reichen diese Informationen jedoch nicht aus, und
eine komplette Zuordnung aller Kerne inklusive der Seitenketten ist nétig, wobei
wiederum eine Vielzahl von mehrdimensionalen Spektren mit zum Tell

redundantem Informationsgehalt eingesetzt wird (Tabelle 3.2).
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Tabelle 3.2: Ausgewdahlte mehrdimensionale NMR-Spektren zur Resonanzzuordnung der
Seitenketten, sowie deren Informationsgehalt.

Experiment Informationsgehalt
'H-13C-HSQC Korreliert Kohlenstoffe und direkt gebundene Protonen, optimiert
ali/aro™®" auf den aliphatischen oder aromatischen Bereich

H(C)CH-TOCSY/
(H)CCH-
TOCSY!88

Korreliert CH-Resonanzen mit allen weiteren Protonen bzw.
Proton-gebundenen Kohlenstoffen eines Spinsystems

H(C)CH-COSY/ Korreliert CH-Resonanzen mit allen geminal (3J) oder vicinal (2J)
(H)CCH-cosY!#! gekoppelten Protonen bzw. Proton-gebundenen Kohlenstoffen

TOCSY-"N- Korreliert die NH-Resonanzen eines Amids mit allen weiteren
HSQC! Protonen des Spinsystems
H(CCCO)NH/ Korreliert die NH-Resonanzen eines Amids mit allen aliphatischen
(H)C(CCO)NHM Protonen bzw. Kohlenstoffatomen der vorhergehenden AS

3.1.2 NMR-Spektroskopische Strukturbestimmung

Ausgehend von einer kompletten Resonanzzuordnung kénnen mit weiteren
NMR-Experimenten strukturelle Informationen des betrachteten Molekils
erhalten werden. Aus skalaren Kopplungen kénnen gemafl der Karplus-
Beziehung Torsionswinkel berechnet werden*®?, und residuale dipolare
Kopplungen (RDCs) beinhalten Informationen Uber die relative Orientierung
verschiedener Gruppen des Molekiils zueinander.**¥! Die bei weitem wichtigsten
und meist verwendeten Strukturinformationen sind jedoch Abstandsbeziehungen,
die aufgrund der dipolaren Interaktion zweier rdumlich benachbarter Kerne und
dem daraus resultierenden Kern-Overhauser-Effekt (NOE) messbar sind.!*941%!

Als NOE wird die Anderung der Intensitat von NMR-Ubergéangen eines Kerns i
bezeichnet, wenn die Besetzungszustadnde eines dipolar gekoppelten Kerns j aus
der thermodynamischen Gleichgewichtslage gestort werden (Sattigung oder

Inversion). Die dipolare Kreuzrelaxationsrate (o;;) und damit die Intensitat des
transienten NOEs (n;;) hangt dabei vom Abstand r;; der Kerne ab und die

Aufbaurate des NOE ist proportional zu 1/r®, wodurch unter der Voraussetzung

kurzer Mischzeiten auch die Intensitdten der Kreuzsignale im NOESY (nuclear
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Overhauser enhancement and exchange spectroscopy)-Spektrum diese
Abhangigkeit zeigen.!*%®!

. Ko h2y4( 67, )
= — C k= (= - 3.1
%y = mit (47'[) 10 \1 +4w2ez ¢ 3-1)
Nij = Tm * 0y (3.2)

Da sich die Beweglichkeit und damit die Rotationskorrelationszeit (z.) in
verschiedenen Teilen von Biomakromolekilen deutlich unterscheiden kénnen,
hat auch dieser Faktor einen Einfluss auf die Intensitat des NOEs. Fur Kernpaare
mit anndhernd konstantem Abstand kann aus der Intensitdt des NOEs daher
direkt auf 7., und damit auf die Flexibilitit des betrachteten Kernpaars
rickgeschlossen werden. Hierbei wird oft der heteronukleare NOE zwischen
Amid-Stickstoffatomen und direkt gebundenen Amid-Protonen bestimmt, woraus
die Dynamik des Protein-Ruckgrats in der ps-us-Zeitskala abgeschatzt werden

kann.

Prap. Entw. Detektion
I t, I Tm t,
'H
\*J
Mix

Abbildung 3.2: Pulssequenz eines Homonuklearen 2D-NOESY-Experiments, bei dem Protonen
korreliert werden, die sich in rdumlicher Nahe befinden. Die schwarzen Balken entsprechen
jeweils 90° -Pulsen.

Die einfachste 2D-NOESY-Pulssequenz ist in Abbildung 3.2 dargestellt. Eine
teilweise Inversion der Besetzung wird durch den zweiten 90°c-Puls bewirkt,
wodurch sich der NOE wéhrend der Mischzeit entwickeln kann. Fir die Protein-
NMR-Spektroskopie wurden wiederum mehrdimensionale Spektren entwickelt,
um die Auflosung zu verbessern und eine eindeutige Zuordnung der

Kreuzsignale zu erleichtern.
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Tabelle 3.3: Mehrdimensionale NOESY-Spektren zur Bestimmung internuklearer Absténde,
sowie deren Informationsgehalt.

Experiment Informationsgehalt

Korrelliert *°*N-gebundene Protonen und raumlich

NOESY-**N-HsQc!"
Q benachbarte Protonen

Korrelliert **C-gebundene Protonen und raumlich

13 [190]
NOESY-"C-HSQC benachbarte Protonen

Die Auswahl und Zuordnung der typischerweise tber 1000 NOESY-Kreuzsignale
kann dabei wiederum von Computerprogrammen unterstiitzt werden: ATNOS!®!
(automated NOESY peak picking) identifiziert und quantifiziert die Kreuzsignale
wahrend CANDID™®® (Combined automated NOE assignment and structure
determination  module) diese dann  unter  Berilcksichtigung  der
Resonanzzuordnung einem Kernpaar zuschreibt und einen Abstand zwischen
diesen definiert. Im Optimalfall wird so ein engmaschiges Abstandsnetzwerk
generiert, das im finalen  Schritt der  Molekildynamik-basierten
Strukturberechnung mit Programmen wie Cyana**” (Combined assignment and
dynamics algorithm for NMR applications) oder Xplor-NIH?% eingesetzt wird, um

eine hochaufgeloste Molekdlstruktur zu berechnen.

3.1.3 Chemical shift perturbation basierte Interaktionsstudien

Die Larmorfrequenz eines Kernspins hangt von seiner elektronischen Umgebung
ab, und Veranderungen dieser Umgebung fihren meist zu einer Stérung der
chemischen Verschiebung (chemical shift perturbation, CSP). Dieses Phanomen
kann ausgenutzt werden, um Protein-Ligand-Interaktionen oder strukturelle
Anderungen von Proteinen nachzuweisen und charakterisieren.

Um eine Interaktion eines Proteins mit einem Liganden zu untersuchen, bedient
man sich oft *H->°N-HSQC-Spektren, da diese schnell aufgenommen werden
kbnnen, eine grofie Dispersion der Signale zeigen und bei vorhandener
Resonanz-Zuordnung direkt eine Lokalisation der Bindungstasche erlauben.
Dazu wird das zu untersuchende Protein '°N-markiert vorgelegt und mit

zunehmenden Konzentrationen des unmarkierten Liganden versetzt. Bindet der
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Ligand an das Protein, &uf3ert sich dies in einer Veranderung der Signallagen,
wobei in Abhangigkeit der Austauschkinetik und der Differenz der chemischen
Verschiebungen im freien und gebundenen Zustand verschiedene Effekte
beobachtet werden kdnnen: Unter der Bedingung eines schnellen Austauschs
zwischen gebundenem und freiem Zustand beobachtet man eine graduelle
Verschiebung der Signale mit zunehmender Ligandkonzentration (Abbildung 3.3b
links), wahrend beim langsamen Austausch das urspriingliche Signal der freien
Form schrittweise abnimmt und das Signal des gebundenen Komplexes in
gleichem Mal3e an einer anderen Position im Spektrum erscheint (Abbildung 3.3b

rechts).

a) P+l === PL  Kq=kokon = [PILV[PLI

b) schneller Austausch langsamer Austausch
koﬂ>>A8max koﬂ<<A6max.

_C 5N \ SN

L

Abbildung 3.3: a) Reaktionsgleichung zur Beschreibung der Bindung eines Liganden (L) an ein
Protein (P) zum Protein-Ligand-Komplex (PL), sowie die thermodynamischen und kinetischen
Parameter der Reaktion. b) Schematische Darstellung eines Amid-Signals eines Proteins im 'H-
®N-HSQC-Spektrum bei der Titration mit einem Bindungspartner (blau: geringe Ligand-
Konzentration, rot: hohe Ligand-Konzentration). k .. Dissoziationsrate des Protein-Ligand-
Komplexes in Hz; Ad: Unterschied der chemischen Verschiebung des Signals der freien und
gebundenen Form in Hz. c¢) Schematische Titrationskurve einer Interaktion mit schneller
Austauschkinetik, woraus die Dissoziationskonstante K, durch Regression mit Funktion 3.3 (siehe
nachste Seite) bestimmt werden kann. Abbildung teilweise entnommen aus fe0),
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Liegt die Dissoziationsrate des Protein-Ligand-Komplexes im Bereich der

Differenz der chemischen Verschiebungen (kqrf = Abpgy, intermediarer

Austausch), kommt es zu einer Signalverbreiterung. Diese kann dazu fuhren,
dass Signale mit zunehmender Ligandkonzentration verschwinden und erst bei
sehr groRen Uberschiissen an Ligand wieder mit der chemischen Verschiebung
des Komplexes auftauchen.

Zusatzlich zur qualitativen Beschreibung einer Protein-Ligand-Interaktion kdnnen
die thermodynamischen Parameter der Bindung per CSP auch quantifiziert
werden. Durch die Auftragung der Anderung der chemischen Verschiebung
gegen die Ligandkonzentration und einer Annéherung der erhaltenen Kurve mit
Funktion 3.3 kann die Dissoziationskonstante K; bestimmt werden. Diese
Funktion ist fur eine 1:1 Interaktion von Protein und Ligand gltig. Die Herleitung
dieser Gleichung sowie komplexere Félle mit multivalenten Interaktionen werden

im Ubersichtsartikel von Williamson ausfiihrlich beschrieben. %!

([P]+ [L] + Kq) — /([P] + [L] + K4)? — 4[P][L] (3.3)
2[P] '

AS ([L]) = Adpax
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4. Ergebnisse und Diskussion

4.1 Paxillin- und Integrin-Konstrukte

Zur Aufklarung der Struktur der zweiten und dritten LIM-Domane von Paxillin
(Paxillin-LIM2/3) und fur die Interaktionsstudien mit der zytoplasmatischen

Domane von Integrin B3 (IntegrinB3-cd) wurden zwei Konstrukte als His,-SUMO-

Fusionsproteine rekombinant exprimiert (Abbildung 4.1).

His,-SUMO-Paxillin-LIM2/3:

TPLRRLMEAF

MGHHHHHHGS DSEVNQEAKP EVKPEVKPET

AKRQGKEMDS LRFLYDGIRI QADQTPEDLD

24 34 44
VVTALDRTWH PEHFFCAQCG AFFGPEGFHE

HINLKVSDGS

MEDNDIIEAH

54
KDGKAYCRKD

SEIFFKIKKT

1 4
REQIGGSPRC

14
YYCNGPILDK

64
YFDMFAPKCG

74
GCARATILENY

84 94 104
ISALNTLWHP ECFVCRECFT PFVNGSFFEH

114
DGQPYCEVHY

124
HERRGSPEYF

KNG

His,-SUMO-Integrin3-cd:
MGHHHHHHGS DSEVNQEAKP EVKPEVKPET
AKRQGKEMDS LRFLYDGIRI QADQTPEDLD

24 34 44
KEFAKFEEER ARAKWDTANN PLYKEATSTF

HINLKVSDGS

MEDNDIIEAH

52
TNITYRGT

SEIFFKIKKT

1 4
REQIGGRPDP

TPLRRLMEAF

14
GKLLITIHDR

Abbildung 4.1: Aminosauresequenzen der exprimierten His,-SUMO-Fusionsproteine. Rot
dargestellt ist der N-Terminale His-tag, grin die SUMO-Domane, blau der C-Terminale Nef-tag
und violett Artefakte der Klonierung. Die ULP1-Schnittstelle ist durch eine Schere gekennzeichnet
und die finalen AS-Sequenzen, mit denen die NMR-Experimente durchgefihrt wurden, sind durch
Unterstreichung hervorgehoben. Im weiteren Verlauf werden die 127 bzw. 52 Aminoséurereste
dieser Konstrukte von eins beginnend gezahlt (schwarze Nummerierung), die jeweilige
Aminosaureposition im VolllAngenprotein ist orange dargestellt.
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Am N-Terminus befindet sich dabei jeweils ein His,-tag wodurch das Protein
mittels Ni?*-Affinitatschromatographie gereinigt werden kann.’?°? Die Expression
als SUMO-Fusionsprotein (SUMO: small Ubiquitin-like modifier) erlaubt eine
Herstellung des Zielproteins in groRen Mengen und unterstitzt dessen korrekte
Faltung®®. AuRerdem kann die SUMO-Domane sehr selektiv und riickstandslos
durch die Protease ULP1 (Ubiquitin-like-specific protease 1) abgespaltet
werden.?® paxillin-LIM2/3 besitzt zusétzlich einen Nef-tag (C-terminale Sequenz
des lentiviralen Proteins negative regulatory factor), der ein Antigen fur einen
etablierten und sehr selektiven Antikorper darstellt und fiar einen

immunologischen Nachweis des Proteins verwendet werden kann.

4.2 Strukturaufklarung von Paxillin-LIM2/3

Zur Strukturaufklarung von Paxillin-LIM2/3 wurde einerseits versucht das Protein
zu kristallisieren, wobei jedoch unter keiner der getesteten Bedingungen Kristalle
erhalten wurden, die eine Analyse per Rontgenbeugung ermdglicht hatten. Daher
wurde eine Aufklarung der Struktur per NMR-Spektroskopie angestrebt, wobei

das Protein fiir die Resonanzzuordnung **C- und N-markiert exprimiert wurde.

4.2.1 Resonanzzuordnung der Ruckgratatome

Zunachst sollten die Resonanzen der Ruickgratatome zugeordnet werden.
Grundlage hierfir war das *H-"’N-HSQC-Spektrum, das eine groRe
Signaldispersion und einheitliche Signalintensitaten und Halbwertsbreiten
aufweist, wie es fur globular gefaltete Proteine typisch ist (Abbildung 4.2a). Zur
Resonanzzuordnung wurden zusétzlich verschiedene dreidimensionale NMR-
Spektren aufgenommen (vgl. Tabelle 3.1). In Abbildung 4.2b sind beispielhaft
Ausschnitte aus dem HNCO- und dem HN(CA)CO-Spektrum gezeigt. Im HNCO
(jeweils linker Streifen mit blauen Signalen) wird die Amidresonanz mit dem
Carbonyl-Kohlenstoff der vorhergehenden Aminosaure korreliert, das HN(CA)CO

(jeweils rechter Streifen mit roten Signalen) zeigt Ublicherweise ein intensives
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Kreuzsignal zum eigenen Carbonyl-Kohlenstoff und ein schwéacheres Kreuzsignal

zum Carbonyl-Kohlenstoff der vorhergehenden Aminosaure.
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Abbildung 4.2: a) Ausschnitt des 1H-15N-HSQC-Spektrums von N-"*C-Paxillin-LIM2/3. Rot
hervorgehoben sind die 5 Kreuzsignale der Aminosauren E26-C30, anhand derer die
Zuordnungsstrategie veranschaulicht werden soll. b) Ausschnitte aus dem 3D-HNCO-Spektrum
(links, blaue Signale) und dem 3D-HN(CA)CO-Spektrum (rechts, rote Signale). Gezeigt ist jeweils
ein Streifen der *C-Dimension bei den gekennzeichneten 'H und N chemischen
Verschiebungen. Bedingungen: 500 pM 13c-°N-Paxillin-LIM2/3, 150 mM NaCl, 50 mM Na,HPO,,
4 mM NaN,, 1 mM DTT, 5% D,O, pH = 7.5.
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Durch sequenziellen Abgleich konnten die verschiedenen Spinsysteme korreliert
und einer Aminosauresequenz zugeordnet werden, was in Abbildung 4.2b am
Beispiel der Sequenz E26-C30 gezeigt ist. Auf diese Weise konnten 97,3% der
Ruckgratatome (HY, N, CO, C% H% zugeordnet werden. Alle zugewiesenen
Amidsignale sind in Abbildung 4.2a mit einem roten Kreuz gekennzeichnet (die
komplette Resonanzzuordnung ist auf der beigelegten CD-Rom verfugbar).
Neben den Prolinen, die tertidare Amide bilden und daher kein Signal im *H-*>N-
HSQC zeigen, wurden auch fur die beiden Asparagine N98 und N126 keine
Kreuzsignale gefunden, worauf im weiteren Verlauf der Arbeit noch eingegangen

wird.

4.2.2 Renonanzzuordnung der Seitenkettenatome

Durch die Aufnahme weiterer dreidimensionaler Spektren (vgl. Tabelle 3.2)
konnte auch ein Grof3teil der Seitenkettenresonanzen zugeordnet werden (96,6%
der Proton-gebundenen Kohlenstoffatome sowie 90,8% der '3C- oder °N-
gebundenen Protonen, inklusive der austauschbaren Protonen von Lysinen,
Argininen und Histidinen). Problematisch war dabei vor allem die Zuordnung der
aromatischen Resonanzen der 13 Phenylalanine, die stark Gberlagern und daher
nicht immer zweifelsfrei zugeordnet werden konnten. In Abbildung 4.3 sind die
jeweiligen 'H-*C-HSQC-Spektren des aliphatischen und des aromatischen
Bereiches gezeigt. Auch hier ist eine grofR3e Dispersion der Signale zu erkennen
sowie stark hochfeldverschobene aliphatische Resonanzen (z.B: &H (HY,
111) = -0,42 ppm), die wiederum fur eine globulare Proteinfaltung typisch sind.

Die Resonanz-Zuordnung wurde auferdem durch die Aufnahme von 3D-
NOESY-Spektren unterstitzt. In erster Linie wurden diese Spektren jedoch zur
Bestimmung von internuklearen Abstanden aufgenommen, welche dann als Input

fur die Strukturberechnung verwendet wurden.
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Abbildung 4.3: 'H-"*C-HSQC-Spektren von '*N-*C-Paxillin-LIM2/3 optimiert auf den
aliphatischen (a) oder aromatischen Bereich (b). Jedes rote Kreuz entspricht einer zugeordneten
C-H-Gruppe und die Spektren sind so editiert, dass C-H-Gruppen mit keinem oder zwei direkt
benachbarten aliphatischen/aromatischen Kohlenstoffatomen negative Signale ergeben (grin),
wahrend Signale von C-H-Gruppen mit einem oder drei direkt benachbarten
aliphatischen/aromatischen Kohlenstoffatomen positiv sind (blau).[187] 500 uM B3¢ °N-Paxillin-
LIM2/3, 150 mM NaCl, 50 mM Na,HPO,, 4 mM NaN,, 1 mM DTT, 100% D,O, pH =7,5.
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4.2.3 Struktur und Dynamik von Paxillin-LIM2/3

Zur Bestimmung der Proton-Proton-Abstande wurden vier NOESY-Spektren
aufgenommen: Ein *®N-NOESY-HSQC und ein *C,-NOESY-HSQC, jeweils in 95%
H,0/5% D,0O sowie ein Ca-NOESY-HSQC und ein *Cao-NOESY-HSQC in
100% D,O. Die Messung in reinem D,O hat den Vorteil, dass keine Uberlagerung

von Resonanzen — vor allem der a-Protonen — mit dem Wasser-Signal auftritt,

jedoch konnen in reinem D,O keine NOEs zu austauschbaren Protonen wie

Amiden detektiert werden.

Die Signale dieser Spektren wurden mithilfe von ATNOS identifiziert und
guantifiziert, und die erhaltenen Peaklisten wurden bei der Strukturberechnung
mit CYANA verwendet. Zusétzlich wurden mit TALOS-NP%! ¢- und y- Rickgrat-
Winkel auf der Basis der ermittelten chemischen Verschiebungen berechnet,
wobei letztlich 158 Winkel verwendet wurden, die mit ,strong’ gekennzeichnet
und damit sehr zuverlassig sind.

Die Zinkkoordination wurde in den ersten Zyklen der Strukturberechnung noch
nicht berlcksichtigt und es konnte nachgewiesen werden, dass die 4 durch
Sequenzverglich vorhergesagten Zinkkoordinierenden Reste (C4, C7, H24, H27
koordinieren Zn I; C30, C33, C51, D54 koordinieren Zn II; C63, C66, H83, C86
koordinieren Zn |Ill; C89, C92, C110, H113 koordinieren Zn V) mit den
gegebenen Strukturinformationen bereits eine Anordnung annehmen, in der sie
raumlich benachbart liegen. In den weiteren Zyklen der Strukturberechnung
wurde dann die Geometrie der Zinkkordination konkret definiert, wobei die
Abstands- und Winkelparameter aus Tabellen enthommen wurden, die auf
hochaufgeldsten Kristallstrukturen beruhen (Anhang A1).2%!

Wahrend Cystein Uber das SY-Atom an Zink koordiniert, kann Histidin, die
zweithaufigste zinkkoordinierende Aminosaure, eine Metallbindung Uber beide
aromatischen Stickstoffatome (N®* oder N®?) eingehen. Fir die Struktur-
berechnung ist es essenziell, den richtigen Koordinationsmodus zu definieren.
Hierbei sind verschiedene Methoden bekannt, um diesen aus den chemischen
Verschiebungen der Kerne des aromatischen Systems zu bestimmen. Zum einen
ist die chemische Verschiebung der beiden Ringstickstoffe ein eindeutiger

Indikator und kann mittels *H-*N-HMBC-Spektren bestimmt werden®*”. zZum
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anderen sind auch die Frequenzen der C% und C*-Atome sowie die Differenz
zwischen diesen von der Zink-Koordination abhangig (Abbildung 4.4).12%!

Fur Paxillin liegen die Differenzen der chemischen Verschiebungen der vier Zink-
bindenden Histidine jeweils deutlich Gber 17 ppm (Tabelle 4.1), was in allen

Fallen eine Zink-Koordination iber N°* nahelegt.

100 - M B N’'-koordiniert
[0 N*-koordiniert

©
=)
|

60 =

40 —

Anzahl der Falle

- ;ﬂJ
S ,*—-.—._._‘
15 20 25

10

5 C"- 8 C" [ppm]

Abbildung 4.4: Statistische Verteilung der Differenz der 13C-chemischen Verschiebung der c®
und C'-Atome von zinkkoordinierenden Histidinen aus aufgeklarten und in Datenbanken
hinterlegten Strukturen (266 Falle). Abbildung entnommen aus °®,

Tabelle 4.1. Analyse der Koordinationsmodi, der vier zinkbindenden Histidine anhand der
chemischen Verschiebungen der aromatischen Kohlenstoffatome C% und C*'.

Histidin 5C"-5C%?[ppm] Zinkkoordination uber
24 18,4 N°!
27 24,3 N°!
83 19,0 N°!
113 19,7 N°!

Die Strukturberechnung wurde mit dem Cyana-Script ,AUTO.cya‘ durchgefuhrt,
wobei pro Rechnung 7 Zyklen von NOE-Zuordnung und MD-Simulation unter
Bedingung der simulierten Abkihlung (simulated annealing) durchlaufen wurden.
Dabei wurden jeweils 100 Strukturen berechnet, wovon diejenigen 20 Strukturen
mit der geringsten Energie der Cyana-Zielfunktion (E =5,75+ 0,5) detailliert
untersucht wurden.
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Ea) Automatisch gepickte NOE-Kontakte: Manuell gepickte NOE-Kontakte:

All : 1094 100.0% All : 132 100.0%
Intraresidue, |i-j|=0 : 303 27.7% Intraresidue, |i-j|=0 : 0 0.0%
Sequential, |i-j|=1 : 339 31.0% Sequential, |i-j|=1 : 15 14.7%
Short-range, |i-jI<=1 : 642 58.7% Short-range, |i-jI<=1 : 15 14,7%
Medium-range, 1<|i-j|<5: 138 12.6% Medium-range, 1<|i-j|<5: 13 12.7%
Long-range, |i-j|>=5 : 314 28.7% Long-range, |i-j|>=5 : 104 78.8%

LIM2 (P2-F59)

ausgerichtet

RMSD Riickgratatome: 0,77 + 0,17 A RMSD Riickgratatome: 0,78 + 0,30 A
RMSD Heteroatome: 1,20 + 0,16 A RMSD Heteroatome: 1,21 + 0,24 A

Ramachandran Statistik: Ramachandran Statistik:

core: 82,4% core: 75,8%

allowed: 16,6% allowed: 23,3%

generous: 1,0% generous: 0,8%

disallowed: 0,0% disallowed: 0,1%

AS-Rest

Abbildung 4.5: a) Statistik der NOE-Kontakten, die bei der finalen Strukturberechnung verwendet
wurden. b) Ensemble der 10 Strukturen mit der geringsten Energie der Cyana-Zielfunktion, wobei
jeweils die Reste der LIM2-Doméne (links) oder der LIM3-Doméne (rechts) optimal Uberlagert
sind. Die Zinkatome der energetisch besten Struktur sind als graue Kugeln dargestellt, B-
Faltblatter als gruine Pfeile und a-Helices als blaue Spiralen. In LIM3 ist der flexible Loop (V97-
F101) rot hervorgehoben sowie 4 Aminoséauren, auf die im Zuge der CSP-Interaktionsstudien
eingegangen wird. c) Heteronuklearer 'H-">N-NOE in Abhangigkeit der AS-Position. Werte
zwischen 0,8 und 0,9 indizieren rigide Bereiche wéahrend eine zunehmende Flexibilitdt der
entsprechenden Reste zu reduzierten 'H-"’N-NOEs fiihrt. Fehlerbalken geben die
Standartabweichung dreier unabhé&ngiger Messungen an.
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Die Eingabe-Dateien einer Strukturberechnung wurden aufbauend auf der
Analyse der vorhergehenden Rechnung modifiziert und als Startstruktur wurde
die finale Struktur einer vorhergehenden Rechnung verwendet. Auf diese Weise
wurde die Struktur sukzessive verfeinert und die Eingabe-Parameter der finalen,
funfzigsten Berechnung sind auf der beigefiugten CD-Rom aufgelistet. Das
Ergebnis dieser Strukturberechnung ist in Abbildung 4.5b dargestellt, und es ist
eine gute Konvergenz der einzelnen Domanen zu erkennen, wéhrend die
Ausrichtung der beiden Domanen zueinander nicht komplett rigide ist.

Der Winkel zwischen den Hauptachsen der beiden Domanen (ermittelt aus einer
Geraden durch die beiden Zinkatome einer Domane) liegt zwischen 100° und
130° und diese gewinkelte Orientierung wird durch 15 NOE-Kontakte zwischen
den beiden Domanen stabilisiert, welche in Tabelle 4.2 aufgelistet sind.
Residuale Dipolare Kopplungen koénnten weiteren Aufschluss (ber die
Ausrichtung der beiden Doménen zueinander geben. Jedoch wurden RDC-
Messungen im Rahmen dieser Arbeit nicht durchgefiihrt, da dafir eine partielle
Ausrichtung der Proteine vonnéten ist, was wiederum mit erheblichem

experimentellem Aufwand verbunden ist.

Tabelle 4.2: NOE-Kontakte zwischen Protonen der LIM2 und der LIM3 Domaéane, sowie die
berechneten Abstande aus dem Volumen der NOESY-Kreuzsignale.

Proton in LIM2 Proton in LIM3 Abstand [A]
HE K53 HB2 L81 5.50
HE K53 HG2 T80 4,11
HE K53 H T80 4,84
HE K53 HB T80 4,75

HD2 K53 HA T80 4,35
HD3 K53 HA T80 4,35
HB K53 HD L81 5,44
HG K53 HD L81 5,26
HD K53 HL81 4,40
HD K53 HD L81 3,70
HE F56 HG R68 4,51
HD F56 HG3 R68 5,50
HD F56 HG2 R68 5,50
HE F56 HB R68 5,47
HZ F56 HE K62 4,64
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Man erkannt sowohl in LIM2 (G38-F42) als auch in LIM3 (V97-F101) einen
Bereich, in dem das Strukturensemble eine starke Divergenz aufweist, und die
Flexibilitat dieser beiden Loops konnte durch die Messung von heteronuklearen
'H-1>N-NOEs bestatigt werden (Abbildung 4.5c). AuRerdem konnten mit diesen
Messungen zwei weitere Bereiche mit einer erhdhten Flexibilitait des
Proteinrickgrats identifiziert werden (L12-K14 in LIM2 und L71-N73 in LIM3).

Ein struktureller Vergleich der individuellen LIM-Domanen aus Paxillin mit in der
PDB hinterlegten Strukturen unter Verwendung des Webservers PDBeFold!?*!
zeigt eine gute Ubereinstimmung mit bereits hinterlegten LIM-Domanen
(Abbildung 4.6). Die Sekundarstrukturelemente wurden mit der Software
DSSPP Kiassifiziert, wobei fir jede Domane zwei kurze antiparallele B-
Faltblatter identifiziert wurden (B1+B2 sowie B3+p4 in LIM2 und B5+B6 sowie
B7+p8 in LIM3), wobei die beiden paarenden Strange in allen Fallen Uber eine B-
Schleife vom Typ I (Wasserstoffbriicke zwischen Rest i und i+3)?12t2
verbunden sind. Am C-Terminus der beiden Domanen ist jeweils eine kurze a-
Helix lokalisiert (a1 in LIM2 und a2 in LIM3).

2D8X Paxillin-LIM2 Paxillin-LIM3 2013

Abbildung 4.6: Vergleich der Strukturen der individuellen LIM-Domanen mit den ahnlichsten in
der PDB hinterlegten Strukturen 2D8X (zweite LIM-Doméane des humanen Proteins PINCH[213])
und 2013 (C-terminale LIM-Doméne des humanen Proteins MLP/CRP3***).

4.3 Paxillin-Deamidierung

Wie bereits erwahnt, wurden fur die beiden Asparagine N98 und N126 keine

Rickgrat-Amidsignale im *H->N-HSQC gefunden. AuRerdem wurde im Verlauf
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der Messungen Uber mehrere Wochen eine langsame Veranderung der
Signallagen im 'H-N-HSQC festgestellt, wobei die Resonanzen der
Aminosauren des flexiblen Loops (V97-F101) verschwanden und stattdessen
jeweils zwei neue Signale an anderen Stellen im Spektrum aufkamen (Abbildung
4.7b). Der Grund hierflr ist eine Deamidierung des Asparagins N98, welche zu
Aspartat (N98D) oder iso-Aspartat (N98isoD) verlaufen kann (Abbildung 4.7a).
Eine detalllierte Untersuchung dieser Reaktion ergab, dass die beiden Isomere
dabei ungefahr in aquivalenten Mengen entstehen und die Halbwertszeit der

Reaktion bei 37°C und einem pH-Wert von 8,0 ungefahr zwei Tage betragt.
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Abbildung 4.7: a) Mechanismus der Deamidierung von N98: Im ersten Schritt findet unter
Ammoniak-Abspaltung eine Zyklisierung zum Aspartimid statt, welches dann von Wasser zu
Aspartat (violett) oder iso-Aspartat (griin) hydrolysiert werden kann. b) lH-15N-HSQC-Spektrum
von ‘°N-Paxillin-LIM2/3 vor der Deamidierungsreaktion (blau) und danach (rot). Die grinen und
violetten Pfeile zeigen die Signaldnderungen der vier hervorgehobenen Aminoséduren an. c)
VergroRerter Ausschnitt aus dem ‘H-N-HSQC-Spektrum, mit dem zeitlichen Verlauf der
Signalintensitaten am Beispiel von F101. Die drei Insets sind Querschnitte durch die jeweiligen
Signale zu Beginn (blau), nach einem Tag (cyan), nach zwei Tagen (orange) und nach vier Tagen
(rot) bei 37°C. 200 pM N-paxillin-LIM2/3, 150 mM NaCl, 50 mM Na,HPO,, 4 mM NaN,, 1 mM
DTT, 5% D,0, pH = 8,0.
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Auch bei Asparagin N126 wurde eine Deamidierung beobachtet. Da sich diese
Aminosaure aber im unstrukturierten Bereich des C-terminalen Nef-tags befindet,
hat die Modifikation keinen Einfluss auf Struktur und Funktionalitat von Paxillin
und wurde nicht weiter analysiert. Die Deamidierung von Proteinen ist ein
bekannter Prozess und tritt oft bei Asparaginen in flexiblen Bereichen auf,
insbesondere wenn die darauffolgende Aminosaure ein Glycin ist.[?*52% |n
manchen Beispielen konnte ein direkter Einfluss der Deamidierung auf die
Funktion von Proteinen nachgewiesen werden. Es wird spekuliert, dass diese
spontane Reaktion als molekularer Timer fir biologische Ereignisse fungiert und
im Zusammenhang mit Protein-turnover, Entwicklung und Alterung steht.[?*"!

Inwieweit die beobachtete Deamidierung von Paxilllin einen Einfluss auf dessen
Funktion besitzt und ob dieser Prozess eine physiologische Relevanz besitzt,

konnte in dieser Arbeit jedoch nicht abschliel3end geklart werden.

4.4 Interaktionsstudien mit der zytoplasmatischen

Domane von Integrin33

Um eine direkte Interaktion zwischen Paxillin-LIM2/3 und der zytoplasmatischen
Doméane von Integrin B3 (IntegrinB3-cd) nachzuweisen, wurden CSP-
Experimente durchgefiihrt, wobei jeweils ein Protein *>N-markiert vorgelegt wurde
und 'H-">N-HSQC-Spektren mit zunehmenden Konzentrationen des
unmarkierten Bindungspartners aufgenommen wurden (Abbildung 4.8/4.9).

Bei der Titration von *N-Paxillin-LIM2/3 mit Integrinp3-cd konnten bei mehreren
Signalen signifikante Veranderungen beobachtet werden, wahrend bei der
Zugabe von Hisg-SUMO (Negativkontrolle) keine Anderungen der Signallagen
oder -intensitaten auftraten. Die Reste, welche die groRten CSPs erfuhren, sind
in Abbildung 4.8a hervorgehoben (Y74, V97, F101, F102) und liegen alle im
Bereich des flexiblen Loops der LIM3-Domane (vgl. Abbildung 4.5b), in welchem
auch die Deamidierung beobachtet wurde. Fur die homologen Reste in der LIM2-
Domane (V15, F42, H43) konnten ebenfalls CSPs beobachtet werden, jedoch in
deutlich geringerem Ausmalf3. Vermutlich kbnnen also beide LIM-Domé&nen mit
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unterschiedlichen Affinitaten an die zytoplasmatische Doméne von Integrin-f3

binden.
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Abbildung 4.8: a) CSP-Interaktionsstudien zur Untersuchung der Paxillin-Integrin Interaktion. In
den VergroRerungen sind die Signale gezeigt welche die groRten CSPs erfuhren. 200 pM oN-
Paxillin-LIM2/3 vorgelegt (blau); + 0,5 eq (griin); + 1 eq (rot); + 2 eq (violett) IntegrinB3-cd (linke
VergroRerung) oder His-SUMO (Negativkontrolle, rechte VergroRerung). Puffer-Bedingungen:
150 mM NaCl, 50 mM Na,HPO,, 4 mM NaN,, 1 mM DTT, 5% D,O, pH=8,0. b) CSP in
Abhangigkeit des Aminosaurerests, berechnet mit der angegebenen Formel.”®" ¢) CSP-mapping
auf die Struktur von Paxillin LIM2/3. Die Aminosdure-Reste sind dabei folgendermalfien angefarbt:
Rot: A5>0,03ppm; orange: A5>0,015ppm; gelb: A5>0,01ppm; hellgrau: Ad<0,01ppm; dunkelgrau
sind Reste, die nicht zugeordnet werden konnten (hauptséchlich Proline).
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Die umgekehrte Titration, bei der *°N-Integrin3-cd vorgelegt und mit
zunehmenden Konzentrationen von Paxillin-LIM2/3 versetzt wurde, zeigte ein
ahnliches Bild und mehrere Signale anderten sowohl ihre Lage, als auch ihre
Intensitat. Die Resonanzzuordnung von IntegrinB3-cd ist in der Literatur
beschrieben®'® und in der BMRB hinterlegt (BMRB-Eintrag: 15552). Die groften
Signaldnderungen traten dabei sowohl bei C-terminalen (T45, Y49, G51) als

auch bei N-terminalen Resten (19, T10) auf. Bei der Kontrolltitration mit Hisg-

SUMO konnten ebenfalls CSPs an den Resten am N-Terminus beobachtet
werden, wohingegen die C-terminalen Aminosduren keine Anderung erfahren.
Vermutlich interagiert der sehr hydrophobe, membrannahe Bereich von Integrin-
B3 (Sequenz: KLLITI) unspezifisch mit mehreren Proteinen, und es ist nicht
endgultig geklart, inwieweit dieser Bereich noch in der Membran eingebettet ist
und damit fur Protein-Protein-Interaktionen tberhaupt zuganglich ist.*** Die
Bindung von Paxillin am C-Terminus von Integrin-B3 scheint hingegen spezifisch
zu sein und weitergehende Studien in unserer Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass
verklrzte Integrin-B3-Konstrukte ohne den hydrophoben membrannahen Bereich
immer noch an Paxillin-LIM2/3 binden und dort vergleichbare CSPs

hervorrufen.?*9
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Abbildung 4.9: CSP-Interaktionsstudien zur Untersuchung der Paxillin-Integrin Interaktion. In den
VergréRerungen sind die Signale gezeigt welche die groten CSPs erfuhren. 50 pM °N-
IntegrinB3-cd vorgelegt (blau); +1 eq (grin); + 3 eq (rot) Paxillin-LIM2/3 (linke VergroRerung)
oder His-SUMO (Negativkontrolle, rechte Vergré3erung). Puffer-Bedingungen: 150 mM NaCl,
50 mM Na,HPO,, 4 mM NaN,, 1 mM DTT, 5% D,O, pH = 6,2. Die betroffenen Reste sind aul3er-
dem in der Integrinsequenz hervorgehoben (rot: spezifisch mit Paxillin, violett: unspezifisch).

150



Die in dieser Arbeit verwendeten Konstrukte lieRen keine Bestimmung der
Dissoziationskonstante der Interaktion per CSP-mapping zu, da die Uberlagerung
der unspezifischen und der spezifischen Interaktion zu einer drastischen
Verbreiterung der Signale mit zunehmender Integrinkonzentration fiihrten und
somit kein Endpunkt der Titration erreicht werden konnte. Die betrachtete
Bindung ist aber eher am niedrig-affinen Ende des Spektrums der biologisch
relevanten Interaktionen anzusiedeln, mit einer abgeschéatzten Dissoziations-

konstante K, im hohen mikromolaren Bereich. In dieser Affinitatsregion liegen

auch die charakterisierten Interaktionen von léslichen zytoplasmatischen Integrin-
Domanenen mit Talin®®? oder Filamin??!), wobei gezeigt wurde, dass die Affinitat
bei membrangebundenen Integrinen, aufgrund von zuséatzlichen Interaktionen mit
der Membran um ein Vielfaches hoher liegen kann.??? Zudem ist nicht sicher, ob
die untersuchten Konstrukte den Zustand der hochsten Affinitat darstellen.
Phosphorylierungen der zytoplasmatischen Domé&nen der Integrine haben
nachgewiesener Weise einen Einfluss auf die Ausbildung des Interaktoms an
Fokalen Adhasionen, und auch in Paxillin-LIM2/3 wurden putative
Phosphorylierungsstellen identifiziert, die eine Regulation dieser direkten
Interaktion erméglichen kénnten. %!

Die erhaltenen Ergebnisse beziiglich einer direkten Interaktion zwischen Paxillin
und Integrin konnten weiterhin durch zellbiologische und fluoreszenz-
mikroskopische Experimente im Rahmen der Dissertation von C. Paone in der
Arbeitsgruppe von Prof. Dr. C. R. Hauck (Zellbiologie, Universitat Konstanz)

bestatigt werden.?*!
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Paxillin ist ein essenzielles Multidomanen-Protein, welches in Fokalen
Adhasionen gefunden wird, wo es eine zentrale Rolle bei der Initiierung und
Regulation von Prozessen der Zellmigration und der Signalibertragung
einnimmt. Mit seiner Vielzahl an Protein-Protein-Interaktionsdomanen stellt
Paxillin dabei eine Plattform fir den Aufbau und die Maturation von Fokalen
Adhasionen dar und steht in Zusammenhang mit physiologischen Prozessen wie
der embryonalen Entwicklung aber auch pathologischen Vorgangen wie
Wachstum und Metastasierung von Tumoren.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die Struktur der LIM2/3-Tandem-Doméane aus
Paxillin, die essenziell fur die Lokalisation des Proteins an Fokalen Adhé&sionen
ist, per NMR-Spektroskopie aufgeklart werden. Zunachst wurde dazu mit Hilfe
von multidimensionalen heteronuklearen NMR-Experimenten eine
Resonanzzuordnung durchgefuhrt, wobei 97,3% der Rickgrat- und ein Grof3teil
der Seitenketten-Resonanzen bestimmt werden konnten. Auf3erdem wurden
verschiedene heteronuklear dispergierte NOESY-Spektren aufgenommen,
woraus Abstandinformationen gewonnen werden konnten, die dann zusammen
mit der Resonanzzuordnung zur Strukturberechnung verwendet wurden.
Individuell betrachtet konnten die beiden Domanen mit einem RMSD von 0,77 A
(LIM2) und 0,78 A (LIM3, Riickgratatome der 20 energetisch niedrigsten
Strukturen) erhalten werden, wéahrend der Winkel zwischen den beiden Doménen
in den berechneten Strukturen des Ensembles variiert und Werte von 100°-130°
einnimmt.

Die in dieser Arbeit aufgeklarte Struktur gibt zum ersten Mal einen Einblick in die
Anordnung und Dynamik einer freien LIM-Tandem-Domane und kdnnte zum
weiteren Verstandnis der Funktionsweise dieses oftmals repetitiv vorkommenden
Strukturelements beitragen. Die Berechnung wurde mit Cyana im Torsionswinkel-
Raum durchgefihrt. Fir eine detailliertere Analyse und eine weitere Verfeinerung
der Struktur konnten zukilnftig Rechnungen mit Kraftfeldern auf Basis von
kartesischen Koordinaten (AMBER, X-PLOR) und unter Bertcksichtigung von

explizitem Wasser durchgefuhrt werden. AulRerdem sollte die Aufnahme von
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residualen dipolaren Kopplungen dabei helfen, die Struktur an sich und
insbesondere die Orientierung der beiden Domé&nen zueinander zu validieren.

Im weiteren Verlauf der Arbeit wurden chemical shift perturbation (CSP)-
Experimente durchgefuhrt, und es konnte eine direkte Interaktion zwischen
Paxillin und der zytoplasmatischen Domane von Integrin-B3 nachgewiesen
werden. Die vorhandene Resonanzzuordnung erlaubte aufl3erdem die Identifi-
kation des Bindungsepitops in Paxillin LIM3, wobei Aminosauren im Bereich
eines flexiblen Loops (V97-F101) die intensivsten Anderungen der chemischen
Verschiebung erfuhren und daher vermutlich hauptsachlich an der Interaktion
beteiligt sind. In Integrin-B3 konnte sowohl eine unspezifische, hydrophobe
Proteinbindestelle im membrannahen Teil als auch ein fur Paxillin spezifisches
Bindungsepitop am C-Terminus (T45-T52) identifiziert werden. Eine exakte
Bestimmung der Dissoziationskonstante konnte aufgrund der Uberlagerung der
unspezifischen und der spezifischen Interaktion, mit den in dieser Studie
verwendeten Konstrukten nicht erreicht werden, vermutlich liegt sie jedoch im
hohen mikromolaren Bereich. Fir eine exakte quantitative Bestimmung der
Dissoziationskonstante in zuklnftigen Studien sollte zum einen das Konstrukt der
zytoplasmatischen Domane von Integrin-B3 optimiert werden, indem die
hydrophoben Aminoséurereste des C-Terminus deletiert werden. Zum anderen
konnten weitere biophysikalische Methoden wie Oberflachen-Plasmonen-
Resonanz, Isotherme Titrations-Kalorimetrie oder Thermophorese verwendet
werden, um die CSP-basierten Experimente zu erganzen.

Der Nachweis dieser direkten Interaktion zwischen Paxillin und Integrinen
schliel3t eine lange bestehende Liicke im Verstandnis vom Aufbau der Fokalen
Adhésionen und erklart die Rolle der LIM-Domé&nen bei der friihen Lokalisation
von Paxillin an neu gebildeten Fokalen Komplexen. Damit wurde die Basis flr
weitere Studien gelegt, die nun auf die exakte Quantifizierung der thermodyna-
mischen Parameter der Interaktion und die Aufklarung der dreidimensionalen
Struktur des Proteinkomplexes abzielen. Des Weiteren soll zukinftig die
Regulation dieser Interaktion durch Phosphorylierungen in Bindungsstudien und
auch in zellularem Kontext untersucht werden, um einem ganzheitlichen
Verstandnis der Prozesse an Fokalen Adhasionen einen weiteren Schritt néaher

zu kommen.
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6. Experimenteller Teil

6.1 Protein-Expression und -Reinigung

Die Expression und Reinigung der Proteine wurde von C. Paone und S. Feindler-
Boeckh in der Arbeitsgruppe von Prof. C. Hauck an der Universitat Konstanz
durchgefiihrt.??® Dabei wurde jeweils ein peT24a Plasmid verwendet auf dem

das entsprechende His,-SUMO-Fusionsprotein codiert ist (Die Sequenzen der

jeweiligen Plasmide sind auf der beigelegten CD-ROM hinterlegt). Dieses wurde
in E.coli BL21 (DE3) transformiert, wodurch die Uberexpression mit Isopropyl-B-
D-thiogalactopyranosid (IPTG) induziert werden konnte (0,5 mM IPTG bei einer
optischen Dichte von etwa 0,5). Die Aufzucht der Bakterien wurde in LB-Medium
(unmarkierte  Proteine) oder M9-Medium  (**N/**C-markierte  Proteine)
durchgefihrt und fur die Expression von Paxillin-LIM2/3 wurde zusatzlich 100 pM

ZnSO, zugesetzt.

LB-Medium: M9-Minimalmedium:
10 g/L Trypton 1 g/L NaCl
5 g/L Hefe-Extrakt 3 g/L KH,PO,
5 g/L NaCl 6 g/L Na,HPO,
autoklaviert und abgekdihlt 1 g/L **NH,ClI
50 mg/l. Kanamycin pH mit 1 M NaOH auf 7,4 eingestellt
(100 UM ZnS0,) autoklaviert und abgekihlt
2 mM MgSO,
100 pM CacCl,

10 mL/L 100 x BME-Vitamine
20 mL/L 20%ige (**C-)Glukose
100 mg/L Celtone (**C/**N)

50 mg/L Kanamycin

(100 uM ZnSO,)
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Nach dem Zellaufschluss durch Ultraschallbehandlung fir 3 x 2 min, wurden die
unléslichen Zellbestandteile abzentrifugiert (50.000 g, 60 min) und der l6sliche
Uberstand Uber Nickel-Affinitatschromatografie gereinigt, wobei die His,-
getaggten Proteine bei einer Imidazolkonzentration von ~200 mM eluiert wurden.
Die Probe wurde anschlie3end dialysiert und durch Zugabe von ULP1 (1 mg pro
20 mg Hisg-SUMO-Fusionsprotein) wurde der His,-SUMO-tag entfernt. Das
Abspaltprodukt sowie die ebenfalls His,-getaggte ULP1 wurden anschlieend
durch eine erneute Nickel-Affinitatschromatografie vom gewunschten Protein

separiert. Die Pufferbedingungen der Reinigung waren wie folgt:

Lysepuffer:
50 mM Na,HPO,; pH 8,0; 1 M NaCl; Proteaseinhibitoren (PMSF 10 uM, Aprotinin

10 pg/mL, Pefablock 10 pg/mL, Leupeptin 5 pg/mL).

His-Trap-Puffer A:
50 mM Na,HPO,; pH 8,0; 1 M NacCl.

His-Trap-Puffer B:
50 mM Na,HPO,; pH 8,0; 0,5 M NaCl; 0,5 M Imidazol.

Dialysepuffer:
25 mM Na,HPO,; pH 8,0; 150 mM NaCl.

6.2 NMR-Spektroskopie

Alle NMR-Spektren wurden an einem Bruker Avance Il 600 MHz Spektrometer
mit H/C/N-TCI-cryo-Probenkopf aufgenommen. Prozessiert und analysiert
wurden die Spektren mit dem Programm Topspin® v2.1-3.2 (Bruker).
Dreidimensionale Spektren wurden unter Bedingungen des non-uniform sampling
(NUS)??¥ aufgenommen, um die Aufldsung in den indirekten Dimensionen bei
gleicher Messzeit zu verbessern. Typischerweise wurden dabei 25% der

Datenpunkte aufgenommen (50% bei NOESY-Spektren, um Artefakte auf Grund
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der grof3en Anzahl an Signalen zu vermeiden). Bei der Prozessierung wurden die
Daten per rekursiver multidimensionaler Dekomposition (R-MDD, implementiert
in Topspin® v3.1)?° zum kompletten Spektrum rekonstruiert. Die NOESY-
Mischzeit betrug jeweils 120 ms. Die Proteine wurden fur die NMR-Experimente
durch Ultrafiltration (Amicon Ultra-4 Ultracel-3 kDa Zentrifugen-Filtern (Millipore))
umgepuffert und aufkonzentriert. Die Proteinkonzentration wurde per UV/Vis-
Spektroskopie anhand der Extinktion bei 280 nm (A,5,) gemal dem Lambert-
Beerschen-Gesetz bestimmt: ¢ = A,50/(€280 * d). Die Extinktionskoeffizienten der
Proteine bei 280 nm wurden mit der Software ProtParam (ExPASy Web-
Server)?® aus der Sequenz der Proteine bestimmt (Paxillin-LIM2/3:
€550 = 22920 M'cm™; IntegrinB3-cd: €,4, = 8480 M'cm™). Tabelle 6.1 gibt eine
Ubersicht  Uber die aufgenommenen NMR-Spektren. Die finalen
Pufferbedingungen der verwendeten Proben waren folgendermalen:

Probe A: 600 pL ®C-°N-Paxillin-LIM2/3 (500 uM), 150 mM NaCl, 50 mM
Na,HPO,, 4 mM NaN,, 1 mM DTT, 95% H,0/5% D,O, pH = 7,5.

Probe B:  500uL 3C-*N-Paxillin-LIM2/3 (500 pM), 150 mM NaCl, 50 mM
Na,HPO,, 4 mM NaN,, 1 mM DTT, 100% D,O, pH =7,5

Titration T1: 180 pL *N-Paxillin-LIM2/3 (200 pM) vorgelegt; titriert mit IntegrinB3-
cd (660 uM); jeweils in:150 mM NacCl, 50 mM Na,HPO,, 4 mM
NaN,, 1 mM DTT, 95% H,0/5% D,0, pH = 8,0.

Titration T2: 180 uL  '°N-Paxillin-LIM2/3 (200 pM); titriert mit His,-SUMO
(660 uM); jeweils in: 150 mM NaCl, 50 mM Na,HPO,, 4 mM NaNj,,
1 mM DTT, 95% H,0/5% D,0, pH = 8,0.

Titration T3: 200 pL **N-IntegrinB3-cd (50 uM) vorgelegt; titriert mit Paxillin-

LIM2/3 (500 pM); jeweils in: 150 mM NaCl, 50 mM Na,HPO,, 4 mM
NaN,;, 1 mM DTT, 5% D,O, pH = 6,2

157



Titration T4: 200 uL "°N-Integrin@3-cd (50 uM) vorgelegt; titriert mit >N-His-
SUMO (500 pM); jeweils in: 150 mM NaCl, 50 mM Na,HPO,, 4 mM
NaN;, 1 mM DTT, 5% D,0O, pH =6,2

Tabelle 6.1: Liste der durchgefiihrten NMR-Experimente. Die Orginaldatensatze kénnen sowohl
auf dem storecenter der NMR-facility der Universitat Konstanz
(/nethdd/FB_Chemie/nmr_data/zita600_M520a/Andi_Prestel/...) als auch unter dem fileserver der
AG-Moller (/minerva/andi/Spektren/data/andi/nmr/...) unter den genannten Ordnern gefunden

werden.

Probe/

Bruker

o Experiment Ordnername
Titration Pulsprogramm
A '"H-"N-HSQC hsqcetf3gpsi AP_131017_Paxillin/2
NHCO hncogp3d AP_131017_Paxillin/8
A NH(CA)CO hncacogp3d AP_131022_Paxillin/5
A CBCA(CO)NH chcaconhgpwg3d AP_131017_Paxillin/12
A CBCANH cbcanhgpwg3d AP_131030_Paxillin/5
A HNCA hncagpwg3d AP_131022_ Paxillin/12
A HBHA(CO)NH hbhaconhgpwg3d AP_131022_Paxillin/15
A (H)CC(CO)NH hccconhgpwg3d3 AP_131107_Paxillin/3
A H(CCCO)NH hccconhgpwg3d2 AP_131107_Paxillin/4
A NOESY-"°>N-HSQC noesyhsqcf3gpwg3d AP_131030_Paxillin/7
A NOESY—BCa”_—HSQC noesyhsqcetgpsi3d AP_131107_Paxillin/é
A 'H-N-NOE-HSQC hsqcnoef3gpsi AP 131120 _Paxillin/2-4
B 'H-YC,_,-HSQC hsqcctetgpsp AP_131122_Paxillin/é
B 'H-¥C_ -HSQC hsqcctetgpsp AP_131210_Paxillin/13
B H(C)CH-TOCSY hcchdigp3d AP_131122_Paxillin/7
B (H)CCH-TOCSY hcchdigp3d2 AP_131122_Paxillin/9
B H(C)CH-COSY hcchcogp3d AP_131127 Paxillin/4
B NOESY-BCa“_-HSQC noesyhsqcetgpsi3d AP_131127_Paxillin/3
B NOESY-*C__ -HSQC noesyhsgqcetgpsi3d AP_140124 _Paxillin/4
T1 'H-N-HSQC hsqcetf3gpsi AP_140402_Paxillin
T2 'H-®N-HSQC hsqcetf3gpsi AP_140403_Paxillin
T3 '"H-°N-HSQC hsqcetf3gpsi AP_140728 Beta3Integrin_1
T4 'H-N-HSQC hsqcetf3gpsi AP_140728_Beta3Integrin_2
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6.2.1 Bestimmung der Riickgratdynamik aus *H-""N-NOEs

Fur die Auswertungen der heteronuklearen *H-'>N-NOEs wurde ein Spektrum
ohne NOE (unter *H-Sattigung) und ein Spektrum in Gegenwart des *H->°N-NOE
aufgenommen (Bruker-Pulsprogramm: hsgcnoef3gpsi). Die Signale dieser beiden
Sub-Spektren wurden mit CARA v1.8.4.2 integriert und das Verhaltnis
(I.onoe!Inog) PEStimmt. Insgesamt wurden drei solcher Datensétze aufgenommen
und ausgewertet. Deren Mittelwerte und Standartabweichungen sind in

Abbildung 4.5c gegen die Aminosaurenummer aufgetragen.

6.2.2 Untersuchung der Deamidierung

Um die Deamidierung zu untersuchen wurde Paxillin-LIM2/3 (200 puM; 500pL;
Pufferbedingungen: 150 mM NaCl, 50 mM Na,HPO,, 4 mM NaN;, 1 mM DTT,

95% H,0/5% D,0O, pH = 8,0) bei 37°C gelagert und in Abstanden von einem Tag

wurden *H-"N-HSQC-Spektren aufgenommen.

6.3 Verwendete Computerprogramme

Die Extinktionskoeffizienten der Proteine bei 280 nm wurden mit der Software
ProtParam (ExPASy Web-Server)??® aus der Sequenz der Proteine bestimmt.
Die Resonanzzuordnung wurde mit CARA v1.8.4.21®% durchgefiihrt, wobei die
Signale in den verschiedenen 3D-Spektren zunachst manuell indiziert wurden,
um dann mit dem implementierten Programm Autolink 1l v0.8.7® automatisiert
zugeordnet zu werden, wobei ~85% der Systeme erhalten wurden. Die restliche
Ruckgrat-Zuordnung sowie die Zuordnung der Seitenketten wurden manuell
durchgefihrt.

Die Indizierung und Quantifizierung der NOESY-Kreuzsignale wurde mit dem
Programm ATNOSM™"! (implementiert im Softwarepaket UNIO’10 v2.0.2%%7)
durchgefuhrt.
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Mit TALOS-NP%! wurden ¢- und y- Riickgrat-Winkel auf der Basis der ermittelten
chemischen Verschiebungen berechnet.

Die Strukturberechnung wurde mit Cyana v3.0"°¥ durchgefiihrt, wobei als Input
die Proteinsequenz, Resonanzzuordnung (CARA), NOESY-Peaklisten (ATNOS),
Winkel-restraints (TALOS-N) sowie in spateren Zyklen Abstands- und Winkel-
restraints der Zinkkoordination diente. Als Startstruktur wurde zu Beginn eine
random coil Peptidkette verwendet und bei sukzessiven Runs jeweils die finale
Struktur einer vorhergehenden Rechnung. Der Input wurde dabei durch Analyse
der Strukturverletzungen der vorhergehenden Rechnung verfeinert, indem
fehlerhaft zugeordnete NOEs oder Winkel entfernt und manuell zugeordnete
NOE-Kontakte eingefligt wurden.

Die Strukturen wurden mit PyMOL v1.3 (DelLano Scientific) visualisiert und

analysiert.
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Anhang

Al) Restraints zur Definition der Zinkkoordination

a) znligands.upl (obere Abstandsbeschrankungen):

# ZN Ligands 1
4 CYSZ ZN 7 CYS- CB 3.2
4 CYSZ ZN 4 CYSZ CB 3.2
4 CYSZ ZN 7 CYS- SG 2.4
4 CYSZ ZN 24 HIST ND1 2.2
4 CYSZ ZN 24 HIST CG 3.1
4 CYSZ ZN 4 CYSZ SG 2.4
4 CYSZ ZN 27 HIST ND1 2.2
4 CYSZ ZN 27 HIST CG 3.1
# ZN Geometry 1
4 CYSZ SG 7 CYS- SG 3.9
4 CYSZ SG 24 HIST ND1 3.7
7 CYS- SG 24 HIST ND1 3.7
4 CYSZ SG 27 HIST ND1 3.7
7 CYS- SG 27 HIST ND1 3.7
24 HIST ND1 27 HIST ND1 3.5
# ZN Ligands 2
30 CYSZ ZN 33 CYS- CB 3.2
30 CYSZ ZN 51 CYS- CB 3.2
30 CYSZ ZN 30 CYSZ CB 3.2
30 CYSZ ZN 33 CYS- SG 2.4
30 CYSZ ZN 51 CYS- SG 2.4
30 CYSZ ZN 30 CYSZ SG 2.4
30 CYSZ ZN 54 ASP O0OD1 2.2
30 CYSZ ZN 54 ASP CG 3.1
# ZN Geometry 2
30 CYSZ SG 33 CYS- SG 3.9
30 CYSZ sSG 51 CYS- SG 3.9
33 CYS- SG 51 CYS- SG 3.9
30 CYSZ SG 54 ASP O0OD1 3.7
33 CYS- SG 54 ASP OD1 3.7
51 CYS- SG 54 ASP 0Dl 3.7
# ZN Ligands 3
63 CYSZ ZN 66 CYS- CB 3.2
63 CYSZ ZN 86 CYS- CB 3.2
63 CYSZ ZN 63 CYSZ CB 3.2
63 CYSZ ZN 66 CYS- SG 2.4
63 CYSZ ZN 86 CYS- SG 2.4
63 CYSZ ZN 63 CYSZ SG 2.4
63 CYSZ ZN 83 HIST ND1 2.2
63 CYSZ ZN 83 HIST CG 2.9

10.00E+00
1.00E+00 #Defined in 1lib
10.00E+00
10.00E+00
10.00E+00
10.00E+00
.00E+00
.00E+00

.00E+00
.00E+00
.00E+00
.00E+00
.00E+00
.00E+00

10.00E+00
10.00E+00
1.00E+00 #Defined in 1lib
10.00E+00
10.00E+00
10.00E+00
10.00E+00
10.00E+00

.00E+00
.00E+00
.00E+00
.00E+00
.00E+00
.00E+00

10.00E+00
10.00E+00
1.00E+00 #Defined in 1lib
10.00E+00
10.00E+00
10.00E+00
10.00E+00
10.00E+00
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ZN Geometry 3

63 CYSZ SG 66 CYS- SG 3.9 10.00E+00
63 CYSZ SG 86 CYS- SG 3.9 10.00E+00
66 CYS- SG 86 CYS- SG 3.9 10.00E+00
63 CYSZ SG 83 HIST ND1 3.7 10.00E+00
66 CYS- SG 83 HIST ND1 3.7 10.00E+00
86 CYS- SG 83 HIST NDI1 3.7 10.00E+00
ZN Ligands 4
89 CYSZ ZN 92 CYS- CB 3.2 10.00E+00
89 CYSZ ZN 110 CYS- CB 3.2 10.00E+00
89 CYSZ ZN 89 CYSZ CB 3.2 1.00E+00 #Defined in 1lib
89 CYSZ ZN 92 CYS- sSG 2.4 10.00E+00
89 CYSZ ZN 110 CYS- sG 2.4 10.00E+00
89 CYSZ ZN 89 CYSZ SG 2.4 10.00E+00
89 CYSZ ZN 113 HIST ND1 2.25 10.00E+00
89 CYSZ ZN 113 HIST CG 3.1 10.00E+00

89 CYSZ SG 92 CYS- SG 3.9 10.00E+00
89 CYSZ SG 110 CYs- SG 3.9 10.00E+00
92 CYS- SG 110 CYS- SG 3.9 10.00E+00
89 CYSZ SG 113 HIST ND1 3.7 10.00E+00
92 CYS- SG 113 HIST ND1 3.7 10.00E+00
110 CYsS- sG 113 HIST ND1 3.7 10.00E+00

4 CYSZ ZN 7 CYS- CB 3.0 10.00E+00
4 CYSZ ZN 4 CYSZ CB 3.0 1.00E+00 #Defined in 1lib
4 CYSZ ZN 7 CYS- SG 2.25 10.00E+00
4 CYSZ ZN 24 HIST ND1 1.95 10.00E+00
4 CYSZ ZN 24 HIST CG 2.9 10.00E+00
4 CYSZ ZN 4 CYSZ SG 2.25 10.00E+00
4 CYSZ ZN 27 HIST ND1 1.95 10.00E+00
4 CYSZ ZN 27 HIST CG 2.9 10.00E+00
ZN Geometry 1
4 CYSZ sSG 7 CYS- SG 3.7 10.00E+00
4 CYSZ SG 24 HIST ND1 3.5 10.00E+00
7 CYS- SG 24 HIST ND1 3.5 10.00E+00
4 CYSZ SG 27 HIST ND1 3.5 10.00E+00
7 CYS- SG 27 HIST ND1 3.5 10.00E+00
24 HIST ND1 27 HIST ND1 3.3 10.00E+00
ZN Ligands 2

30 CYSZ ZN 33 CYsS- CB 3.0 10.00E+00
30 CYSZ ZN 51 CYs- CB 3.0 10.00E+00
30 CYSZ ZN 30 CYSz CB 3.0 1.00E+00 #Defined in 1lib
30 CYSZ ZN 33 CYS- SG 2.25 10.00E+00
30 CYSZ ZN 51 CYS- SG 2.25 10.00E+00
30 CYSZ ZN 30 CYSZ SG 2.25 10.00E+00
30 CYSZ ZN 54 ASP OD1 1.95 10.00E+00



30 CYSZ ZN 54 ASP CG 2.7 10.00E+00

# _________________________________________________________________
# ZN Geometry 2
# _________________________________________________________________
30 CYSZ SG 33 CYS- SG 3.7 10.00E+00
30 CYSZ SG 51 CYS- SG 3.7 10.00E+00
33 CYS- SG 51 CYS- SG 3.7 10.00E+00
30 CYSZ SG 54 ASP O0OD1 3.5 10.00E+00
33 CYS- SG 54 ASP 0Dl 3.5 10.00E+00
51 CYS- SG 54 ASP 0Dl 3.5 10.00E+00
# _________________________________________________________________
# _________________________________________________________________
# ZN Ligands 3
# _________________________________________________________________
63 CYSZ ZN 66 CYS—- CB 3.0 10.00E+00
63 CYSZ ZN 86 CYS- CB 3.0 10.00E+00
63 CYSZ ZN 63 CYSZ CB 3.0 1.00E+00 #Defined in 1lib
63 CYSZ ZN 66 CYS- SG 2.25 10.00E+00
63 CYSZ ZN 86 CYS- SG 2.25 10.00E+00
63 CYSZ ZN 63 CYSZ SG 2.25 10.00E+00
63 CYSZ ZN 83 HIST ND1 1.95 10.00E+00
63 CYSZ ZN 83 HIST CG 2.9 10.00E+00
# _________________________________________________________________
# ZN Geometry 3
# _________________________________________________________________
63 CYSZ SG 66 CYS- SG 3.7 10.00E+00
63 CYSZ SG 86 CYS- SG 3.7 10.00E+00
66 CYS- SG 86 CYS- SG 3.7 10.00E+00
63 CYSZ SG 83 HIST ND1 3.5 10.00E+00
66 CYS- SG 83 HIST ND1 3.5 10.00E+00
86 CYS- SG 83 HIST ND1 3.5 10.00E+00
# _________________________________________________________________
# _________________________________________________________________
# ZN Ligands 4
# _________________________________________________________________
89 CYSZ ZN 92 CYS- CB 3.0 10.00E+00
89 CYSZ ZN 110 CYS- CB 3.0 10.00E+00
89 CYSZ ZN 89 CYSZ CB 3.0 1.00E+00 #Defined in 1lib
89 CYSZ ZN 92 CYS- SG 2.25 10.00E+00
89 CYSZ ZN 110 CYS- SG 2.25 10.00E+00
89 CYSZ ZN 89 CYSZ SG 2.25 10.00E+00
89 CYSZ ZN 113 HIST ND1 1.95 10.00E+00
89 CYSZ ZN 113 HIST CG 2.9 10.00E+00
# _________________________________________________________________
# ZN Geometry 4
# _________________________________________________________________
89 CYSZ SG 92 CYS- SG 3.7 10.00E+00
89 CYSZ SG 110 CYS- SG 3.7 10.00E+00
92 CYS- SG 110 CYS- SG 3.7 10.00E+00
89 CYSZ SG 113 HIST ND1 3.5 10.00E+00
92 CYS- SG 113 HIST ND1 3.5 10.00E+00
110 CYS- SG 113 HIST ND1 3.5 10.00E+00
# _________________________________________________________________
A2) CD-ROM

Die kompletten Daten der finalen Cyana-Berechnung sind auf der beigelegten
CD-Rom hinterlegt (Ordner: Cyana_final_run50). Der input bestand dabei aus der
kompletten Resonanzzuordung (pax140326.prot), den Peaklisten der NOESY-
Spektren (arod2o.peaks, C13d2o.peaks, C13h2o0.peaks, N15h2o0.peaks), der
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Sequenz-Datei inklusive der 4 Zinkatome (pax 4ZN_2.seq), den Winkel-
restraints (Pax_TalosN.aco), den manuell gepickten NOEs (manualNOE.upl),
den restraints fur die Zinkkoordination (znligands.upl, znligands.lol) sowie den
Cyana-Skripts init.cya und AUTO.cya.

AulRerdem befindet sich in diesem Ordner die pdb-Datei des berechneten
Strukturensembles der 20 Strukturen mit der niedrigsten Energie der Cyana-
Zielfunktion (final.pdb), die final verwendeten NOE-Kontakte (final.upl) sowie ein
Uberblick Giber die verletzten Strukturparameter (final.ovw).

Auf der CD-ROM befindet sich aul3erdem die finale CARA-Datei der
Resonanzzuordnung (Paxillin2.cara), aus Grinden des Speicherplatzes jedoch
ohne die NMR-Spektren, die in den oben genannten Verzeichnissen (Tabelle 6.1)
gefunden werden kdnnen.

Die Sequenzen der verwendeten Plasmide sind sowohl als Textdatei als auch als
Molekuldatei fur das Programm CloneManager auf der CD-ROM hinterlegt.

Dort befindet sich aul3erdem eine Ausgabe dieser Arbeit in elektronischer Form
im PDF-Format.
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