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Kurzzusammenfassung

Protein-Arrays sind das Mittel der Wahl, um eine Vielzahl von Proteinen parallel
zu untersuchen. Eine groie Anzahl an Proteinen wird dabei auf einer Oberfldche im-
mobilisiert. Diese konnen simultan und mehrfach hintereinander mit einer Fiille von
potentiellen Bindern zur Interaktion gebracht werden. Ziele dieser Untersuchungen sind
meistens Proteininteraktionsnetzwerke zu entdecken oder besser verstehen zu koénnen.
Bisher wurden die benétigten Proteine fast ausschliefSlich mit biologischen Methoden
gewonnen. Diese bieten allerdings keinen generellen Zugang zu posttranslational-modi-
fizierten (PTM)-Proteinen. Somit war es bisher nicht moglich den Einfluss von PTMs
auf Protein-Protein-Interaktionen (PPIs) im Arrayformat zu untersuchen. Die Chemi-
sche Synthese kann dagegen Proteine mit ortsspezifischen PTMs liefern. Daher ist es
verwunderlich, dass bislang noch keine Berichte iiber chemisch hergestellte PTM-Pro-
tein-Arrays existieren, besonders da PTMs meist entscheidend fiir proteomische Inter-
aktionsnetzwerke sind.

In der vorliegenden Arbeit wird eine Methodik beschrieben, die es erméglicht PTM-
modifizierte Protein-Doménen-Arrays auf der Oberflache zu synthetisieren und zu ana-
lysieren. Dies wurde erreicht durch: (1.) Immobilisierung von N-terminalen Thio-Pep-
tidhydraziden auf Aldehyd-modifizierten Mikrotiterplatten mit Hilfe der Hydrazonliga-
tion. (2.) Anschlieflende native chemische Ligation (NCL) mit Peptidthioestern, die
mittels einer optimierten selbstreinigenden Peptidthioestersynthese erhalten wurden.
(3.) Die bestédndige Oberflachenverankerung gestattet es, radikalische Entschwefelungs-
reaktionen durchzufiihren. (4.) Die Ausbeute wird durch HRP-SA-Analyse tiberpriift.
(5.) Zuletzt kénnen die SH3-Doménen parallel auf ihre Affinitdten zu Fluorophor-mar-
kierten Bindern untersucht werden.

Mit der Methodik wurden 20 SH3-Doménen synthetisiert und 64 PPIs gemessen.
Neben vier Hefe-SH3-Doménen wurden je acht humane (Phospho)SH3-Doménen der
Abl- und Arg(Abl2)-Tyrosinkinase synthetisiert und funktionell untersucht. Es wurde
gefunden, dass die Ligandenspezifitdt von Abl-SH3-Doménen durch Phosphorylierung
feinreguliert wird. Je nach Phosphorylierungsmustern wurde die Affinitat fiir spezifi-
sche Liganden erhoht oder erniedrigt. Der Ursprung dieser Phosphoregulierung wurde
fiir die Abl-SH3-Doméne mit Hilfe der NMR-Spektroskopie und durch Zellexperimente

versucht zu entschliisseln.

Schliisselworter: chemische Proteinsynthese, Protein-Arrays, Phosphorylierung,

native chemische Ligation, Entschwefelung, Immobilisierung, Abl, Arg, Pulldown
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Abstract

Protein-arrays are the method of choice to investigate a variety of proteins in a
parallel fashion. For that purpose, a large number of proteins are immobilized on a
surface. These may interact simultaneously and repeatedly with a wealth of potential
binders. Objectives of these studies are mostly to discover or to investigate protein
interaction networks. So far, the necessary proteins were almost exclusively gained by
biological methods. Unfortunately, generic access to proteins bearing post-translational
modifications (PTM) is not provided by these techniques. Therefore, it was not possible
to investigate the impact of PTMs on protein-protein-interactions (PPIs) on arrays so
far. Chemical synthesis in contrast offers proteins with site-specific PTM incorporation.
In this context, it is surprising, that chemical methods of PTM-protein array synthesis
remained virtually unexplored, especially since these modifications are usually crucial
for proteomic interaction networks.

In this thesis, a methodology is described, that allows to synthesize and functional
analyse post-translationally modified protein domain arrays on the surface. This was
achieved by: (1) Immobilization of N-terminal thiolated peptide hydrazides on aldehyde
modified microtiter plates via hydrazone ligation. (2) Subsequent native chemical liga-
tion (NCL) with biotinylated peptide thioesters, obtained by an optimized self-purify-
ing peptide thioester synthesis, gave the full-length domain. NaCNBHj in ligation buffer
reduced the hydrazone to a stable N-alkyl hydrazide. (3) The robust surface anchorage
allowed a radical induced desulfurization to the native SH3 domains. (4) The synthetic-
success could be quantified through the biotin load by an enzymatic HRP-SA assay.
(5) The affinities of the SH3 domains for fluorophore-labeled binders were investigated
in parallel.

By using this methodology, 20 SH3 domains were synthesized and 64 protein-pep-
tide interactions were measured. In addition to 4 yeast SH3 domains, 8 human (phos-
pho) SH3 domains of the Abl and Arg(Abl2) tyrosine kinase were synthesized and
functionally investigated. The experiments revealed that phosphorylation might serve
as a means to fine tune the ligand recognition. Depending on the phosphorylation
pattern the affinity to specific interaction partners were enhanced or reduced. The
origin of this phosphoregulation was further investigated for the Abl SH3 domain by

means of NMR spectroscopy and cellular experiments.

Keywords: chemical protein synthesis, protein arrays, protein phosphorylation, na-

tive chemical ligation, desulfurization, immobilization, Abl, Arg, pulldown assay
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,Wenn es uns gelingt, in dem dunklen Gebiet der organischen Natur auf einen
lichten Punkt zu treffen, der uns wie einer der Fingange erscheint, durch die wir viel-
leicht auf die wahren Wege zur Erforschung und Erkennung dieses Gebietes gelangen

konnen, so hat man immer Ursache sich Gliick zu wiinschen, selbst wenn man sich

der Unerschopftheit des vorgesetzten Gegenstandes bewusst ist.”

— F. Wéhler und J. Liebig, Ann. Pharm. 1833, 3, 249
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1. Kapitel: Einleitung

Nachdem das Humane Genome Project weniger als 21‘000 proteinkodierende Gene
im Menschen identifiziert und kartiert hattel!!, war die wissenschaftliche Gemeinschaft
schockiert. Denn zum einen waren dies weniger Gene als manche Pflanzenarten haben,
wie beispielsweise Mais (32°000).% Zum anderen deckten die Gene nur 1.2% der 3 Mil-
liarden gefundenen Basenpaare ab.’ Was ist also dann der Ursprung der biologischen
Komplexitat des Menschen? Kann eventuell die Zahl und Diversitiat der humanen Pro-

teine als Mafl der Komplexitat verwendet werden?

Proteine konnen im Gegensatz zu DNA nicht vervielfaltigt werden und sind che-
misch viel heterogener als DNA und RNA. Um diese Herausforderungen in einer ge-
meinsamen Anstrengung zu begegnen, wurde 2010 das Human Proteom Project ins
Leben gerufen.” Hierbei sollten alle Proteine der entsprechenden Gene im Menschen
gefunden werden und zusétzlich nach posttranslationalen Verdnderungen gesucht wer-
den. Rund 85% der unverandert tibersetzten Proteine wurden gefunden. Neben diesen
wurden allerdings hunderttausende andere Proteine gefunden, die nicht direkt im
menschlichen Genom kodiert vorliegen. Die Menge an Genen kann daher nicht als Mafl
fiir die Komplexitat eines Organismus herangezogen werden. Denn die Komplexitéit der
aus einem Gen resultierenden Proteinvielfalt unterscheidet sich stark zwischen den Spe-
zies. So ist z.B. das alternative Splielen ein normaler Vorgang bei Eukaryoten.l® Im
Menschen unterliegen ~95% der multi-exonen Gene dem alternativen Splieen. Die

Diversitéat, die sich daraus ergibt, ist uniiberschaubar.

Die Proteindiversitdt erhoht sich weiter nach der Translation. Mit Hilfe von post-
translationaler Modifikationen (PTM) werden Proteine durch vielfiltige chemische Mo-
difikation weiter verdndert. Kiister et al. haben nahezu eine Million einzigartige Proteo-
formen mittels Massenspektrometrie gefunden.® 2011 waren 304 PTMs bekannt, wobei
immer wieder neue PTMs entdeckt werden.’ Die Phosphorylierung stellt mit 57191
Eintragen innerhalb der 530°264 Eintrage (Stand Juli 2011) in der UniProt Datenbank
die haufigste PTM dar.”!

Dieser iiberwiltigenden Vielfalt an Proteinen steht eine noch gréflere Mannigfaltig-
keit an Interaktionsmoglichkeiten gegeniiber. Eine statischste Herangehensweise berech-
nete die moglichen Protein-Protein-Interaktionen im Menschen auf ca. 650°000. Das ist
eine Groflenordnung mehr als bei Drosophila. Lediglich weniger als 0.3% dieser vorher-

gesagten Wechselwirkungen im Menschen waren 2008 identifiziert.'” Seitdem hat eine
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1. Kapitel: Einleitung

intensive Forschungsleistung mit exponentiellen Wachstum humane Interaktionen ge-

funden. 210'000 Eintrage wurden 2015 gezahlt.!M

Dieses rasche Wachstum wurde durch die Protein-Array-Technologie ermoglicht. Die
schnelle Analyse ganzer Proteome kann mit Hilfe von Proteinmikroarrays durchgefiihrt
werden. Mit den Techniken, welche urspriinglich fiir die Herstellung von DNA-Mikro-
arrays entwickelt worden sind, kénnen tausende Proteine auf einem Chip appliziert
werden. Nachfolgend wird eine biologische Probe aufgetragen und bindende Proteine
konnen analysiert werden.'” Eine Erforschung des Proteininteraktionsnetzwerkes ist
essentiell fiir das Verstehen von gesunden sowie krankhaften Signalwegen. Es wurde
erkannt, dass Proteine, die an vielen Interaktionen teilnehmen, Schliisselelemente und

Startpunkte vieler Krankheiten sind.!"!?)

Rekombinante Methoden kénnen zwar mit grofem Aufwand tausende von Proteinen
sequenzspezifisch liefern,/'>!Y eine Herstellung von gezielten post-translational modifi-
zierten Proteinen im Hochdurchsatz ist allerdings nicht moglich. Selbst die haufigste
PTM - die Phosphorylierung — ist nicht ortsspezifisch realisierbar. Die mangelnde Ver-
fligharkeit von Kinasen, die quantitativ und regiospezifisch gewiinschte Aminosauren
phosphorylieren, verhindert somit eine globale Analyse des Proteininteraktionsnetz-
werks der Phosphorylierung. Eine solche Analyse ist wiinschenswert, da Phosphorylie-
rung als Schalter in vielen Signalwegen fungiert, der besonders in Krebszellen haufig

beharrlich an- oder ausgeschaltet ist.["

Die chemische Synthese bietet hingegen den gezielten quantitativen Einbau ge-
wiinschter PTMs an der Stelle des Interesses. Die geringe Reichweite in der Léange der
Peptidkette ist der wesentliche Nachteil chemischer Methoden. Kettenlangen von iiber
50 Aminosduren mittels Festphasenpeptidsynthese zeigen héufig schlechte Ausbeuten
und nicht 16sbare Aufreinigungsprobleme. Eine konvergente Synthesestrategie, bei der
zwei oder mehr Peptidfragmente verkniipft werden, 16st das Reichweitenproblem. Wiin-
schenswert ist eine Methodik, die es ermoglicht PTM-modifizierte Peptidfragmente in
einem Arrayformat zu kombinieren, um immobilisierte PTM-funktionalisierte Proteine

zu erhalten und diese anschlieSend funktionell zu untersuchen.

Die Entwicklung einer solchen Methodik und die Analyse, der mit Thr erhaltenen
Daten, sind Gegenstand dieser Arbeit.




2. Kapitel: Stand der Forschung

Peptide und Proteine sind die vitalen Komponenten jedes Organismus. Sie sind
entscheidend fiir das Uberleben und die Funktionsweise jeder einzelnen Zelle. Des Wei-
teren libernehmen sie vielfdltigsten Funktionen in biologischen Systemen: Vom Wirk-
stoff zum Giftstoff, iiber Transporter bis hin zum Strukturgeber der Zelle, sind sie das

ubiquitare Multifunktionswerkzeug der Natur.

Proteine funktional auf einer molekularen Ebene zu verstehen, ist das nicht endende
Ziel der Lebenswissenschaften. Die erste Bedingung, um eine solche Studie zu beginnen,
ist die zu untersuchenden Proteine in ausreichender Reinheit und Quantitédt zu erhal-
ten. Es gibt drei Vorgehensweisen, um das gewtinschte Material zu erhalten: (1.) Die
Proteinextraktion aus natiirlichen Quellen, (2.) rekombinante Methoden, also die Ex-
pression der Proteine in Zellen, und (3.) die chemische Totalsynthese der Proteine.!'f
Jede der drei Methoden hat ihre spezifischen Vor- und Nachteile. Die Proteinextraktion
liefert meist nur eine duflerst geringe Menge. Dieses Problem loste die Proteiniiberex-
pression. Dieses molekularbiologische Verfahren sorgte fiir wissenschaftliche Durchbrii-
che in der Biologie. Die Methode ermoglichte aulerdem Proteintherapeutika, welche
die Medizin erheblich bereichert haben. Limitierend ist allerdings die Beschrankung auf
die zwanzig genetisch kodierten Aminosduren (AS). Unnatiirliche Aminosduren oder
PTMs konnen nur vereinzelt und unter sehr groflen Anstrengungen in Proteine einge-
baut werden. In der Lénge scheint es kaum Einschrankungen zu geben. Allerdings las-
sen sich nicht alle gewiinschten Proteine und diese nicht in beliebigen Mengen expri-
mieren. Zum Beispiel stellt die Expression von Transmembranproteinen haufig ein

Problem dar.

Die chemische Synthese hingegen ermdoglicht einen mannigfaltigen Einbau von z.B.:
atomspezifischen Isotopenmarkierungen, Fluorophoren, unnatiirlichen Aminosauren
und D-Aminosduren. Sie bietet in der Regel den verldsslichen Erhalt einer grofien Pep-
tidmenge. Aulerdem lassen sich theoretisch alle PTMs sequenzspezifisch einbauen. Die

chemische Synthese hat aber eine Achillesferse; die erreichbaren Léngen der Proteine.

2.1 Die chemische Peptidsynthese — Stetige Erweiterung der Kettenlangen

Seit dem Beginn der chemischen Peptidsynthese (Dipeptide), der um die letzte Jahr-
hundertwende begann, sind die momentan erreichbaren Léangen bei iiber 300 Amino-

sauren angekommen.!'” Der gegenwartige Rekord wird von der Arbeitsgruppe Brik mit
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2. Kapitel: Stand der Forschung

der Synthese des 334 Aminosiuren langen Tetraubiquitins gehalten.l'™ Die folgende
historische Ubersicht beschrinkt sich auf wenige Hohepunkte in der Geschichte der
chemischen Peptidsynthese im Kontext dieser Arbeit und hat keinen Anspruch auf

Vollstandigkeit.

In der wissenschaftlichen Literatur wird haufig die Hydrolyse des Diketopiperazin
von Glycin im Jahr 1901 zum Diglycin® oder die direkte Amidkniipfung mittels des
Saurehalogenids des Glycin von 1903 durch Flischer et al. als Beginn der Peptidchemie
bezeichnet. Sinnvoller erscheint allerdings die 19 Jahre altere Synthese von Curtius als
Beginn der Peptidchemie anzusehen. 1882 wurde das erste /N-geschiitzte Dipeptid (Ben-
zoylglycylglycin) durch Behandlung des Silbersalzes von Glycin mit Benzoylchlorid syn-

thetisiert.2"

Nach vielen Erfolgen der Peptidsynthese in Losungl® (z.B. die Oxytocin-Synthese
1953 durch du Vigneaud et al., Nobelpreis 1955)2! war ein entscheidender weiterer
Meilenstein die Entwicklung der Festphasenpeptidsynthese (engl. solid phase peptide
synthesis, Abk. SPPS) durch Merrifield 1963 (Nobelpreis 1984).%” Die Durchfiihrung
der Peptidsynthese wurde dadurch deutlich vereinfacht und ermoglichte demgeméf lan-
gere Peptide. Ein weiterer Meilenstein war die Kombination der Fliissigchromatogra-
phie (engl. liquid chromatography, Abk. LC) mit der Massenspektrometrie (MS)
1968.23 Welche letztendlich zur Verkniipfung der Hochdruckflissigkeitschromatogra-
phie (engl. high pressure liquid chromatography, Abk. HPLC) mit der Elektrosprayio-
nisation (ESI) gefiihrt hat (Nobelpreis 2002).24 Die HPLC und die stetige Verbesserung
derselben, seit der ersten Publikation im Jahr 1971, stellt ebenfalls ein Meilenstein
dar.” Die HPLC-ESI(MS) ermoglichte die Analyse der Substanzgemische, die typi-
scherweise bei der SPPS anfallen. Durch die praparative HPLC konnten diese dann
getrennt werden. Chemisch synthetische Meilensteine waren auflerdem die Erfindung
der tempordren N-terminalen Aminosiure-Schutzgruppen tert-Butyloxycarbonyl (Boc)
19572 und der dazu orthogonalen Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) Schutzgruppe
19702" durch Carpino et al. Obwohl einige kleine Proteine durch die rein lineare SPPS
dargestellt worden sind, war die lineare Synthese groflerer Proteine haufig schwierig
oder unmoglich. Das kann zum einen mit der intrinsisch geringen Ausbeute der linearen
Synthese erklart werden. Die Gesamtausbeute ist das Produkt der einzelnen Kupp-
lungsausbeuten. So ist die Gesamtausbeute bei 100 Kupplungen, bei einer jeweiligen
Effizienz von 95%, lediglich 0.6%. Zum anderen wird Ausbeuteverlust hiufig durch
Aggregation wahrend der Elongation der Peptidkette erklart. Die Tendenz zur Aggre-
gation ist stark sequenzabhéingig. So sind Peptide, die reich an B-Faltblattstrukturen
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sind und auch im nativen Zustand einen Hang zur Aggregation haben (z.B. B-Amyloid),
meist sehr schwer zu synthetisieren.” Um der Aggregation wihrend des Kettenwachs-
tums durch hydrophobe Wechselwirkung oder Wasserstoffbriicken des Amidriickrades
entgegenzuwirken, wurden viele Zuséitze erprobt. Dazu zdhlen der Einsatz von Dime-
thylsulfoxid (DMSO)®) magic mixturé® sowie die Zugabe chaotroper SalzeP!. Eine
grofle Verbesserung wurde durch die Verdnderung des polymeren Trégers erreicht. Die
Verwendung von Polyethylenglycol (PEG) minimiert durch seinen amphiphilen Cha-
rakter die Aggregation. Diese Idee hat zunéchst zu Polystyrol-PEG-Kopolymeren ge-
fithrt, wie z.B. Tentagel®?. Spater wurden ausschliefllich PEG-basierte Harzsysteme
hervorgebracht, wie superpermeable organic combinatorial chemistry resin (SPOCC)P?
und ChemMatrix (CM)PY. PEG-basierte Harze ermoglichten die Synthese von B-Amy-
loid in einer Reinheit des Rohprodukts von 91%. Die 99 Aminoséduren lange HIV-Pro-
tease wurde auf PEG-Harz linear synthetisiert.* Eine weitere Moglichkeit lingere Pep-
tide herzustellen ist die Verwendung der Mikrowellenstrahlung.? Die erhohten
Temperaturen zwischen 50-80°C sorgen fiir schnelle Reaktionszeiten und Kupplungs-
ausbeuten. Mit Hilfe eines Mikrowellen-Synthesizers wurde beispielsweise das 109 Ami-

nosauren lange humane Exon 1 Huntingtin Peptid synthetisiert.?"

Zur Reduzierung des Aggregationspotentials des wachsenden Peptids ist es hilfreich,
Amide temporar zu schiitzen, um durch die Substitution des Amidprotons die Aggre-
gation liber Wasserstoffbriickenbindungen zu stéren. Sheppard et al. haben dafiir 1993
die MN-(-2-Hydroxy-4-methoxybenzyl) (Hmb) Gruppe entwickelt.® Es wurde festge-
stellt, dass der Einbau von L-Pro Aggregation entgegenwirkt.? Pseudoproline (yPro),
die 1992 von Mutter et al. entwickelt wurden, erfiillen diesen Zweck ebenso. Sie erzeu-
gen durch die cissAmidbindung einen ,,Knick“ in der Peptidkette. Der Knick beugt der
Entstehung von B-Faltblatt und a-Helixstrukturen vor."* wPro wurden erst als oxazo-
lidine-geschiitzte Aminosaurebausteine verwendet. Die nachfolgende Kupplung lieferte
allerdings nur sehr geringe Ausbeuten. Daher werden sie heutzutage kommerziell als
Dipeptide verwendet, wobei die C-terminale Aminoséure ein Serin, Threonin, oder Cys-
tein ist."Y Eine weitere Moglichkeit die synthetischen Ausbeuten zu verbessern sind O-
Acyl-Isopeptide. Diese Dipeptide bestehen aus einem /N-Boc-geschiitzen Ser- oder Thr-
Rest, wobei die Hydroxylgruppe durch eine Fmoc-Aminoséure acyliert ist. Nach Einbau
des Dipeptids weist das so gebildete Depsipeptid einen Knick auf (dhnlich der Pseu-
doproline) dieser bleibt auch nach Behandlung mit TFA bestehen. Der Knick und die
zusatzliche Aminogruppe sorgt fiir eine verbesserte Loslichkeit, was die HPLC Reini-

gung vereinfacht. Eine Anpassung des pH-Werts auf > 8 fihrt zu einem O—N
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Acyltransfer und somit zum Erhalt des nativen Peptids. Die Technik wurde von Sohma
et al. mit einer Veresterung auf dem Syntheseharz vorgestellti*? und durch die Arbeits-

gruppe von Kiso durch die Kupplung von O-Acyl-Isopeptid-Dipeptiden etabliert!*.

2.2  Konvergente chemische Totalsynthese von Proteinen

Trotz der herausragenden Verbesserungen in der linearen Peptidsynthese waren die
erreichbaren Kettenldngen héaufig noch zu gering, um funktionelle Proteine totalsyn-
thetisch zu generieren. Auch wenn die Proteinldngen teilweise erreicht wurden, waren
die Ausbeuten zu gering oder die Aufreinigungsprobleme zu herausfordernd. Die Aus-
wirkung der Multiplikation der Einzelausbeuten (z.B. 95%) auf die Gesamtausbeute
wurde bereits diskutiert. Wird ein 100 Aminosduren langes Peptid hingegen aus zwei
50-mer Fragmenten konvergent aufgebaut betrigt die Gesamtausbeute 8% (bei quanti-
tative Fragmentverkniipfung), statt 0.6% bei linearer Synthese. Daher war die Etablie-
rung einer konvergenten Peptidsynthese ein kontinuierliches Ziel, welches parallel zur
Optimierung der linearen Synthese betrieben wurde.

(o]

A ;
>L° NH i) NOZ', H* Xf N2H3 NH3
X=Nj o

. HOLo'|\ 6

o) i) o
-] —> [ pepida A Peptias |
H

Peptid A

X i)
1, X =N2H3 HO 3 4 HO

HO 2, X=Ns HO

Schema 2.1: Peptidfragmentverknipfung nach Curtius. i) Aus dem Peptidhydrazid 1 wird das Peptidazid unter sau-
ren Bedingungen mittels Nitrit generiert. ii) Das Azid wir vom N-Terminus des Fragments B 3 nukleophil angegriffen
und somit werden beide Fragmente verknupft. iii) AnschlieRend werden alle Schutzgruppen entfernt und das ge-
winschte Verknipfungsprodukt 4 erhalten.

Die ersten konvergenten Totalsynthesen von Proteinen basierten auf Fragmentver-
kniipfungen von geschiitzten oder teilgeschiitzten Peptidfragmenten. Dies wurde zu-
nichst durch die Verwendung von Peptidsiaurechloriden nach Fischer' erreicht, dann
aber vermehrt mittels Peptidaziden nach Curtius*. Der Vorteil der Azidmethode, die
durch Rudinger et al. 1961% sowie durch A/feeva und anderen 19951 verbessert wurde,
ist die geringe Tendenz zur Oxazol-5(4H)-on-Bildung, wodurch die Racemisierung mi-
nimiert wird. Hierbei werden zuerst C*terminale Peptidhydrazide 1 in Peptidazide 2
tiberfithrt (Schema 2.1). Das Azid 2 unterliegt Aminolyse der N-a-Aminofunktion des
Peptidfragments 3. Die Peptidfragmente miissen teilgeschiitzt eingesetzt werden, da

Amino- und Carbonsidurefunktionen die Reaktionsfolge storen. Mit dieser Methode
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konnten einige Proteine erfolgreich synthetisiert werden, z.B. die Ribonuklease A" und
iso-1-cytochrome c/*. Ein Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass sie in relativ hohen
Konzentrationen durchgefithrt werden muss (~50 mM), in der sich die Fragmente auf
Grund der nétigen Schutzgruppen nur schwer l6sen. Ebenso zéhlen geringe Ausbeuten

und langsame Reaktionszeiten (~20 h) zu den spezifischen Problemen.

2.2.1 Die Natiirliche Chemische Ligation (NCL) ungeschiitzter Peptide

Die chemoselektive Verkniipfung von ungeschiitzten Peptiden in Wasser wurde 1992
von der Arbeitsgruppe Kent vorgestellt.*”) Dabei wurde ein 50 Aminosiduren langes /N-
terminales Fragment der HIV-1 Protease als Thiosdure mit einem Bromoacetyl modi-
fizierten C*terminalen Fragment (46-mer) innerhalb von 3 h in Wasser umgesetzt. Ob-
wohl die native Gly-Gly Bindung durch einen Thioessigsdurerest (Gly-S-CH,-CO) er-
setzt wurde, zeigte die Protease die gewiinschte enzymatische Aktivitdt. Diese
Verkniipfungsreaktion 16ste viele Probleme: es konnten ungeschiitzte Peptide eingesetzt
werden, die bendtigten Konzentrationen verringerten sich um eine Groéflenordnung (~4
mM) und die Reaktion konnten in wéssrigen Puffersystemen durchgefiihrt werden. Den-
noch hatte die Methode die Nachteile, dass keine nativen Verkniipfungsstellen erhalten

werden und keine Sequenzen mit Cysteinresten verwendet werden kénnen.

+ +
NH; NH;
HO HO. O
o HoN Thiolaustausch O HN
4N Peptid B ES Peptid A ~ Peptid B
(ER HS - (E
o
SH SH
o5 6 o] 7
+
NH;

S—N-Acylitransfer

Peptid B -

SH

Schema 2.2: Prinzip der nativen chemischen Ligation (NCL). In dem ersten Schritt findet ein reversibler Thiolaus-
tausch zwischen dem C-terminalen Peptidthioester 5 und dem N-terminalen Cystein des Peptids 6 statt. Nachfol-
gend greift die Aminofunktion des Cysteins den internen Thioester im Intermediat 7 an. Dieser S=>N Acyltransfer
liefert das gewlinschte Ligationsprodukt 8 mit einer nattrlichen Amidbindung.

Wieland et al. stellten 1953 die chemoselektive Verkniipfung von Aminosédure-Thio-

estern mit Cystein zu Dipeptiden vor.’” Von Dawson et al. wurde das Konzept auf

ungeschiitzte Peptide tibertragen und native chemische Ligation (engl. native chemical
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ligation Abk. NCL) genannt.’!! Die NCL stellte einen wahren Durchbruch in der che-
mischen Proteinsynthese dar. Diese Verkniipfung von C*terminalen a-Peptidthioestern
5 und MN-terminalen Cysteinylpeptiden 6 ist schnell, verlésslich, chemoselektiv, ldsst

sich in Wasser durchfiihren und erméglicht hohe Ausbeuten (Schema 2.2).

Die Reaktion der beiden Peptidfragmente besteht aus zwei Schritten. Zuerst findet
durch den Angriff der Thiolfunktion des Cysteinylrestes des C-terminalen Fragments 6
an dem Thioester 5 ein reversibler Thiolaustausch statt. Das Intermediat 7 unterliegt
einem schnellen intramolekularen S—N Acyltransfer, der iiber einen fiinfgliedrigen
Ubergangszustand verliuft und das Ligationsprodukt 8 sowie eine native Amidbindung

liefert.

Die Methode ist zwar theoretisch allgemein anwendbar, doch gibt es grofle Unter-
schiede auf Grund der adressierten Verkniipfungsstelle. Die Geschwindigkeit der Reak-
tion wird hauptséchlich iiber die sterischen und elektronischen Eigenschaften der Ami-
nosiure, welche den o-Thioester bildet, bestimmt.’ Wihrend Cterminale Histidin-,
Glycin- sowie Cysteinbenzylthioester die schnellsten (< 4h) Aminosauren fiir die NCL
darstellen und quantitativen Umsatz liefern, zeigen B—verzweigte Aminosduren und
Prolin selbst nach zwei Tagen keine vollstindige Reaktion. Dariiber hinaus sind Aspar-
tat- und Glutamatreste anfillig fiir eine intramolekulare Anhydridbildung. Die Offnung
dieses Anhydrids im Zuge der NCL fiihrt zu einem Produktgemisch bestehend aus
nativer a—Amid- sowie ungewiinschter B- oder y-Amidverkniipfung bei Asparaginsidure
oder Glutaminsaure.’ Entscheidenden Einfluss auf die Geschwindigkeit nimmt auch
der organische Rest an der Thiol Komponente des Thioesters. Arylthioester reagieren
deutlich schneller als Alkylthioester. Somit korreliert die Reaktionsgeschwindigkeit mit
den Fluchtgruppeneigenschaften des wahrend des Thiolaustausches austretenden Thi-
olats.’” Aufgrund der hoheren Stabilitdt im Rahmen der Synthese und bei der Lagerung
werden dennoch héufig Alkylthioester synthetisiert, die wahrend einer NCL durch Zu-

satz von Thiolen zu reaktiveren Thioestern umgesetzt werden kénnen.

Neben den vielen Vorziigen der NCL wird sie allerdings durch zwei Limitationen
beschriankt. Eine Limitation ist die geringe natiirliche Haufigkeit von Cystein in Prote-
inen (1.3%)F°. Dies fiihrte zu Methoden, die auch andere Verkniipfungsstellen ermogli-
chen (Abschnitt 2.2.3, Seite 10). Die zweite Limitation ist die die relativ schwierige
Synthese und Handhabung von Peptidthioestern (Abschnitt 2.2.4, Seite 13).
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2.2.2 Die Expressed Protein Ligation (EPL)

Die Reichweite der NCL kann erhcht werden, indem chemisch synthetisierte Peptide
mit rekombinanten Fragmenten zur Reaktion gebracht werden. Zum einen werden
SPPS Peptidthioester mit rekombinanten /MN-terminalen Cysteinyl-Peptidfragmenten
kondensiert. Dieses Verfahren wurde erstmals 1996 von der Arbeitsgruppe Verdine ver-
offentlicht. Zum anderen konnen exprimierte Peptidthioester generiert werden und
mit synthetischen Cysteinylpeptiden zur Reaktion gebracht werden. Dies wurde im
Jahr 1998 von den Gruppen Muir und Xu unabhéngig beschrieben und expressed pro-

tein ligation (EPL)P" sowie intein-mediated expressed protein ligation (IPL)P® genannt.

N-terminierte Cysteinproteine sind in der zellularen Umgebung sehr anfillig fiir Ne-
benreaktionen (z.B. Thiazolidinbildung durch Aldehyde). Daher werden sie tiblicher-
weise mit einer Proteasespaltungsstelle (Xal oder TEVP) oder einer Met-Cys Sequenz
exprimiert, die durch Bromcyan gebrochen werden kann, um nach dem Zellaufschluss
das Cysteinprotein zu erhalten. Trotzdem ist die Handhabung relativ komplex, weshalb
sich die in Schema 2.3 dargestellte Herstellung von rekombinanten Polypeptidthioester

nach der EPL als hauptséchlich genutzte Methode durchgesetzt hat.

Rekombinante a-Peptidthioester konnen durch die Verwendung verdnderter Inteine
erhalten werden.P"%l Inteine sind selbst-prozessierende Doménen, die den natiirlich vor-
kommenden Prozess des Proteinspleifiens vermitteln (Schema 2.3 A).[ In diesem post-
translationalen mehrstufigen Prozess wird ein Peptidfragment (Intein) aus der Vorldu-
fersequenz herausgeschnitten, wobei zwei /N- und C-erminal flankierende
Proteinfragmente (V- und C-Extein) zu einem Protein fusioniert werden. Das gegen-
wartige Verstandnis des Mechanismus ist in Schema 2.3 A dargestellt.? Der erste
Schritt beinhaltet einen N—S oder N— O Acylshift, wobei das N-Extein auf die Thiol-
oder Alkoholgruppe des ersten Inteinrestes transferiert wird. Anschliefend erfolgt eine
Umesterung auf einen zweiten konservierten Cys, Ser oder Thr-Rest, der sich auf dem
(-Extein befindet. Die Peptidbindung zwischen Intein und C-Extein wird durch den
Angriff der Amidseitenkette, der konservierten Asn-Aminosédure am Ende des Inteins
gebrochen, wobei ein Succinimid gebildet wird. Der somit freie /N-Terminus des C*
Exteins unterliegt einem S/ O— N Acyltransfer analog der NCL, dabei werden N-Extein
und C-Extein verkniipft. Um dieses Prinzip synthetisch nutzen zu koénnen, wurde die
Methode entwickelt, welche in Schema 2.3 B dargestellt ist. Die Mutation des Asn-
Rests zu Ala blockiert den Spleif3-Prozess und erhélt dauerhaft den a-Thioester. Dieser

kann durch Thiolzugabe vom Intein durch Thiolaustausch getrennt werden. Mehrere
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Schema 2.3: A: Der vorgeschlagene Mechanismus des kanonischen Cystein-Intein gesteuerten Proteinspleiens.®?

B: Expression und Reinigung eines rekombinanten Polypeptidthioesters durch ein modifiziertes Intein*-CBD-Fusi-
onsprotein (CBD, chitin binding domain). In diesem ist der letzte Asn-rest durch Ala ausgetauscht, womit ein S>N
Acyltransfer verhindert wird. Dadurch wird der Thioester erhalten und kann von den Chitin-kugeln mit Thiol che-
misch eluiert werden.[®3

Inteine werden verwendet und sind kommerziell als £. Coli Expressionsvektoren erhélt-
lich. Das am meisten benutzte Intein ist das Mykobakterium xenopy DNA gyrase (Mce
GyrA) Intein. Das Intein wird C*terminal mit einer Affinitatssequenz versehen, die im
IMPACT Verfahren eine Chitinbindungs-Doméne (CBD) darstellt. So kann das Fusi-
onsprotein erst auf Chitin-Sphédren immobilisiert werden und anschlieBend wird der
autokatalytische N—S Acyltransfer ausgenutzt. Danach kann das rekombinante Po-

lypeptid als Thioester durch ein geeignetes Thiol von der Saule eluiert werden.

2.2.3 NCL an cysteinfreien Verkniipfungsstellen

Um die Limitation der geringen natiirlichen Haufigkeit eines Cysteinrestes (1.3%)F

an der Verkniipfungsstelle zu umgehen, wurden verschiedene Strategie erdacht.

Theoretisch ist eine direkte Aminolyse analog der Azidmethode (Schema 2.1) eines
Peptidthioester durch ein MN-terminal ungeschiitztes Peptidfragment B moglich. Um
praktikable Reaktionszeiten zu gewahrleisten, sind aber hohe Peptidkonzentrationen
(20-40 mM), ein basischer pH-Wert (> 8) und erhdhte Temperaturen (37°C) notwendig.

AuBlerdem miissen Lysinseitenketten geschitzt werden. Die eleganteren Methoden,
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2.2. Konvergente chemische Totalsynthese von Proteinen

die eine cysteinfreie Ligation ermoglichen, werden unter dem Begriff ,,erweiterte NCL“
zusammengefasst. Gemeint sind dabei Ligationen mit Hilfe von Auxiliaren oder Ent-

schwefelungsmethoden.

A R,R = H: Cys > Ala
R, R=Me: Pen - Val
Peptld A ,_/ Peptld B Peptld A Peptld B Entschwefelung
SR' HxN VA-044: ,N
TCEP, VA-044, N]

5 9 10  Thiol GSH od. tBuSH EN N=N
Y/

R"-SH RS + PR3—> R"S-PR"3 —>» R" + S=PR" 3
¢ Initiator Pept|d A Peptld B
o o

Schema 2.4: A: Cystein und Penicillamin (Pen) vermittelte Ligation mit anschlieRender metallfreier radikalbasierten
Entschwefelung. B: Mechanismus der radikalinduzierten Entschweflung mittels TCEP. 6

Eine geschickte Moglichkeit um cysteinfreie Ligationsstellen herzustellen ist die Ent-
schwefelungsstrategie, die in der Arbeitsgruppe von Dawson entwickelt wurde und die
Reichweite der moglichen Verkniipfungspunkte signifikant erhohte.! Diese Strategie
wurde zuerst fiir Verkniipfungstellen mit Alanin beschrieben, wobei Cystein als tempo-
rares Surrogat fiir Alanin fungiert. Nach der NCL wird Cystein in einem Entschwefe-
lungsschritt zu Alanin umwandelt (Schema 2.4, R = H). Dieses Konzept wurde bis
heute auf elf verschiedene Aminosduren erweitert. Die essentielle Thiolfunktion wurde
dabei auf das B, y, 8-Kohlenstoffatom ausgedehnt (B: Phel) Val®*l  Arglsl Teul®
Aspl™; y: Val™ Lys™ Thr®l GIn™ Glu™ Prol™, Trp; §: Lys™).™ Mit Ausnahme
von y-Thioprolin und Penicillamin (Pen) sind keine der aufgefiihrten Thioaminosduren
kommerziell erhéltlich, sie bendtigen fast ausschlieBlich mehrstufige Synthesen (acht
dieser Bausteine bendtigen iiber 50 synthetische Schritte).*) Unterschiedliche Ent-
schwefelungsmethoden wurden vorgestellt. Allerdings hat die metallfreie radikalbasierte
Technik von Danishefsky et al. auf Grund ihrer einfachen Handhabung/Aufreinigung
die weiteste Verbreitung gefunden.'®® Eintopfreaktionen von Ligation und Entschwefe-

lung sind moglich, was die intermediare Reinigung des Ligationsprodukts vermeidet. !

Die Verwendung von Penicillamin als Vorldufer von Valin, ist neben Cystein der
niitzlichste Thioaminosaure-Baustein, da dieser in vielen Variationen als SPPS Bau-
steine kommerziell erhaltlich ist. Die generelle Anwendbarkeit wird dadurch deutlich
vereinfacht. Die Verwendung wurde 2008 von Haase et al. vorgestellt (Schema 2.4, R =
Me).l%" Dabei wird ein M-terminales Cysteinyl- oder Penicillamin-Fragment 9 mit ei-

nem o-Peptidthioester 5 zu dem Ligationsprodukt 10 umgesetzt. Radikalische Ent-
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schwefelung mittels Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP), 2,2'-Azobis[2-(2-imidazo-
lin-2-yl)propan]dihydrochlorid (VA-044) 11 und Glutathion!®® (GSH) oder tert-Butyl-
mercaptan®” (¢(BuSH) liefert das Alanin- oder Valinligationsprodukt 12 entsprechend
des Mechanismus in Schema 2.4 B. Die Erweiterung der somit erreichbaren Ligations-

stellen um Ala und Val erhoht die Haufigkeit adressierbarer Ligationsstellen auf rund

0 R' Thiolaustausch —
Peptid A ’ "R Peptid B = | | ,( /‘ o
(ER \Mux—NH Peptid A

5 13 S—Aux 14
S—> N Acyltransfer
\ Auxiliar-
O R abspaltung
- } -
Peptid A N Peptid B Peptld A Peptld B
16 \SH

Schema 2.5: Auxiliar (Aux) vermittelte NCL an cysteinfreien Verknipfungsstellen.

Eine weitere Moglichkeit um cysteinfreie Ligationsstellen zu realisieren ist die Au-
xiliar-vermittelte NCL, die mittlerweile auf fast alle Aminosduren erweitert wurde. Am
N-Terminus des Peptidfragments 13 befindet sich dabei ein thiolhaltiges Auxiliar
(Schema 2.5). Das Thiol des Auxiliars greift den Peptidthioester 5 an. Diesem Thi-
olaustausch folgt ein intramolekularer S—N Acyltransfer, der tiber einen fiinf oder
sechsgliedrigen Ubergangszustand 14 verlduft. Ausgehend vom Ligationsprodukt 15
folgt anschliefend die Auxiliarabspaltung, wobei das Auxiliar-freie Ligationsprodukt 16
erhalten wird. Eine Auflistung wichtiger Auxiliare ist Tabelle 2.1 zu entnehmen. Die
ersten Auxiliare liefen sich nicht abspalten und somit konnten keine nativen Proteine
16 erhalten werden (z.B. das Ethylthiolauxiliar® sowie das Phenylethylthioauxiliar 18
(R4, R = H)B¥). Das Oxyethylthiol 17 lief sich mit Zink spalten und lieferte das erste
native Peptid iiber eine Auxiliar-vermittelte Ligation.*? Daraufhin wurden vor allem
sdurelabile Auxiliare entwickelt, die durch erhohte Elektronendichte im aromatischen
System bis zu einer TFA-Labilitat optimiert wurden. Die Wahl der Ligationsstellen war
sterisch in der Art begrenzt, dass entweder ein Glycin Peptidthioester 5 oder ein /V-
terminales Glycin im Auxiliarpeptid 13 nétig war, um praktikable Reaktionszeiten und
Ausbeuten zu erhalten. Von Loib/ und Seitz wurde 2015 ein 2-Mercapto-phenethyl Au-
xiliar 21 vorgestellt, dass sich mittels TCEP und aminischen Basen, vermutlich iiber
einen radikalischen Mechanismus, abspalten lasst. Es gibt zwei Besonderheiten bei die-
sem Auxiliar. Zum einen kann die Aldehydvorstufe mittels reduktiver Aminierung auf

jede Aminoséaure einfach auf der festen Phase aufgebracht werden. Zum anderen lassen
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2.2. Konvergente chemische Totalsynthese von Proteinen

sich Ligationsstellen jenseits der Glycin-Limitation realisieren. Selbst die sehr an-

spruchsvolle Leu-Arg-Ligation konnte mit einer Ausbeute von 77% erzielt werden.

Tabelle 2.1: Ubersicht (iber die unterschiedlichen Auxiliarsysteme.

Auxiliar: Oxyethyl- Phenylethylthio Mercaptobenzyl-amin Mercapto- 2-Mercapto-phe-
thiol butyrat nethyl
Struktur:  Aux: R R R R R
SH HN SH HN HN)\,H‘ HNJ\,:*‘
Kxo \)I)\ Hs\)l HS
/©\) O~ "OEt
Nr.: 17 18 19 20 21
Verkniip- Gly-Gly Gly-Gly Gly-Gly Gly-Gly  Gly-Gly, Leu-
fungsstellen: Ala-Gly Ala-Gly Ala-Gly Ala-Gly  Gly, Gly-Gln,
Phe-Gly His-Gly Phe-Gly Gly-Ala  His-Asp, Leu-
Gly-Ala Lys-Gly Gly-Ala Arg, Phe-Met,
Gly-Gln Ala-Asn,
Ser-Glu
Abspal- Zn/ RY R = H: - RY R = H: - TCEP, TCEP, Amin-
tungsbedin-  AcOH R‘=H; R*“= OMe: HF o- R‘=H; R“= OMe: HF Aminbase base
gung: der TMSBr oder TMSBr
R, R = OMe: TFA R4 R = OMe: TFA
Referenz: [82] [83-84] 3] 26) (87)

Die Aufbringung mittels Reduktiver-Aminierung ist auch mit dem Auxiliar 20 von Har-

paz et al. iiber ein Keton moglich.®

2.2.4 Synthese von Peptidthioestern nach der Fmoc/tBu-Strategie

Die NCL stellt, wie in Abschnitt 2.2 aufgefiihrt, eine der leistungsfihigsten chemi-
schen Methoden zur Totalsynthese von Proteinen und Polypeptiden dar. Sie bedarf
ungeschiitzter a-Peptidthioester, welche im Gegensatz zu den Cysteinyl-Fragmenten

keine nativen Peptide sind.

Da Peptide nach Merrifield am polymeren Trager vom C- zum /N-Terminus aufge-
baut werden, muss ein Thioester oder eine Thioestervorstufe gegeniiber allen chemi-
schen Bedingungen wéihrend der n-1 Kupplungen eines n Aminosduren langen Peptids
bestandig sein. Traditionell beginnt die Peptidthioestersynthese mit der Veresterung
der ersten C*terminalen Aminosdure mit einer thiolmodifizierten festen Phase. Somit
liegt die erste Aminosaure wahrend der gesamten Synthese als Thioester vor.*s! Daher
wird die klassische Peptidthioestersynthese nach der Boc/Bzl-Schutzgruppenstrategie
durchgefiihrt. Neben dem Vorteil der generell leicht erhohten Kupplungsausbeuten, sind

13



2. Kapitel: Stand der Forschung

die Nachteile der Methode dem wiederholten Einsatz von Trifluoressigsédure (TFA) zur
Abspaltung der Boc-Schutzgruppe sowie der Notwendigkeit starker Sauren wie HF fiir
die finale Abspaltung geschuldet. Die Synthese sdurelabiler Peptide ist demnach schwer
moglich. So konnen z.B. glykosilierte Peptide, die O-glykosidische Bindungen aufweisen,
nach der Boc-Strategie kaum hergestellt werden. Eine weitere Einschrinkung ist die
korrosionsférdernde Eigenschaft der TFA, die eine Verwendung in parallelen Peptid-
syntheseautomaten ausschliefit. Eine parallele Synthese im Hochdurchsatz ist aber bei-

spielsweise fiir die Herstellung von Proteinarrays von Noten (Abschnitt 2.5.2).

Aus diesem Grund wird in parallelen Peptidsyntheseautomaten die SPPS nach der
Fmoc/tBu Strategie durchgefiihrt. Hier wird die Fmoc-Schutzgruppe mit einer nukleo-
philen Base vor jedem Kupplungsschritt entfernt. Einer Peptidthioestersynthese steht
aber die Verwendung der Base im Weg, da der Thioester gegeniiber den bendétigten
nukleophilen Basen (z.B. Piperidin) nicht stabil ist. Es wurden einige Strategien er-
dacht, um den Peptidthioester erst am Ende der Synthese aus einem Thioestervorlaufer
zu generieren. Die praktikabelsten und somit am héufigsten verwendeten Methoden

sind in Schema 2.6 illustriert.

Ingentio et al. haben eine Methodik® entwickelt, welche auf dem von Kenner et
al vorgestellten und von Backes und Ellman® verbesserten ,safty-catch linker* 22,
basiert (Schema 2.6 A). Demnach wir das Peptid nach der Fmoc-SPPS am Sulfamyl-
butyryl Harz aufgebaut. Die erste Aminosdurekupplung in konventionellen Lésungsmit-
teln wie z.B. Dimethylformamid (DMF) liefert nur schlechte Ausbeuten und muss in
CHCIl3 mit unpolaren Harzen durchgefiihrt werden muss (detaillierte Beschreibung in
Abschnitt 4.4.1, Seite 72). Die restliche SPPS verlduft allerdings in konventioneller
Weise (DMF, 2-(6-Chloro-1H-benzotriazol-1-yl)-tetramethyluroniumhexafluorophos-
phat (HCTU) als Kupplungsreagenz usw.). Das Sulfonamid der wachsenden Peptid-
kette 23 ist wahrend der Abspaltung gegen das verwendete Piperidin stabil, da die
Deprotonierung des aciden Acylsulfonamides schneller verlauft und die delokalisierte
negative Ladung die Elektrophilie des Acylsulfonamides stark reduziert.”’” Durch eine
Alkylierung des Acylsulfonamid-Stickstoffes mit Trimethylsilyl (TMS)-Diazomethan o-
der Todacetamid wird diese Delokalisierung unterbunden und das Acylsulfonamid kann
nukleophil durch Amine oder Thiolate angegriffen werden. Der N-Terminus muss wah-
rend dieses Prozesses mit einer Schutzgruppe (SG) versehen sein. In Gegenwart kata-
Iytischer Mengen von Natriumthiophenolat und einem Thiol im Uberschuss wird ein
geschiitzter Peptidthioester erhalten, der nach TFA-Behandlung den Peptidthioester 5
ergibt.
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A
fBu (@]
Og® _ )Fmoc-ASinCHCl o‘\S,,o i) TMS-CHN, Q
HoN* ‘( > ———» GS-N—{ Peptid | N~ ‘() —_— > HN
2!
22 i) Fmoc SPPS 23 H ii) R-SH, NaSPh 5
Trt i) TFA
"""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""""" TFA
B
fBu (@]
i tBu (o]
i) Fmoc-AS-OH, Base . ) 1-33% H*
cl — % HN—{_Peptid Q) —> N Fopid SR
Chlorotrityl i) Fmoc SPPS ~ BOC Tt i) PyBOP,R-SH  pod
Harz Trt 24
C i) Fmoc-NR'Cys(Trt)-OH (o}
. R HZN-Y%N R S/\/COOH o
ii) Fmoc SPPS  H,N{ Peptid N’ HN{ Peptid S
Q) T ii) TFA HS NH; =—— Hooc. _J
R' = Me, Et, iBu, Bn  cis-Konfomer 0 25 o 27
D Fmoc
SPPS H,N{ Peptid |
H,N > HN [Peptid | ) RingschiuB :©)L
ii) TFA 0
H,N =
28

E ON HN [ Peptid | o
¢ : JL HN HaN Peptld SR

|
|
i
1
Chlorotrityl Harz | 5

N2H4*H20l

H i) Fmoc NaNO,,
HzN‘N_O SPPS HZN—-JL NHp H' HzN—-JL R-SH HN_-JL

ii) TFA 15°C
___________________________________________________________________________ R-SH
F :
i) Fmoc 0 SH o
Cl~ HN(C2H4SH), Se~ SPPS l2
—_—

TR O T PP, o TR W

' _/ i) TFA 35 A TCEP 36 S
Chlortrityl Harz S

Schema 2.6: Ubersicht zur Peptidthioestersynthese nach Fmoc-Strategie. AS = Aminoséure, SG = Schutzgruppe.

Eine vielgenutzte Methode, erstmals von der Arbeitsgruppe Hojo beschrieben, ist
in Schema 2.6 B dargestellt.”” Dabei wird das Peptid an dem von Barlos et al. entwi-
ckelten Chlorotrityl- oder 2-Chlorotritylharz aufgebaut.’” Die Befestigung der ersten
Aminosdure geschieht iiber den nukleophilen Angriff des Aminosdurecarboxylates an
dem Tritylharz. Nach der Fmoc-SPPS wird das geschiitzte Peptid mit 1% TFA oder
AcOH/2,2,2-Trifluroethanol (TFE) vom festen Triager gespalten und die so erhaltene
geschiitzte Peptidsdure mit einem gewiinschten Thiol verestert, um den geschiitzten

Peptidthioester 24 zu erhalten. Bei der Thioesterbildung ist die Racemisierung der
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2. Kapitel: Stand der Forschung

aktivierten C-terminalen Aminosédure ein Problem. Die Arbeitsgruppe von Beck-Sickin-
ger hat ein optimiertes Protokoll mit Benzotriazolyl-1-oxy-tripyrrolidinophosphonium-
hexafluorophosphat (PyBOP) und niedrigen Temperaturen vorgestellt, welches die
Racemisierung minimiert.” Nach der TFA-Behandlung steht der entschiitzte Thioester

5 zur Verfiigung.

Hojo et al. stellten 2007 eine weitere niitzliche Strategie vor (Schema 2.6 C).® Als
erste Aminosdure wird ein N-alkyliertes Cysteinderivat auf dem festen Tréger gekup-
pelt. Das Wunschpeptid wird mittels Fmoc-SPPS in der Folge aufgebaut und mit TFA
vom Harz getrennt. Die durch die N-Alkylierung begiinstigte cis-Konformation des Zwi-
schenprodukts 25 unterliegt bei saurem pH-Wert einem reversiblen N—.5 Acyltransfer
zu dem Thioester 26. Bei Uberschuss eines Thiols wird dieser Thioester in das Produkt
27 uberfiihrt. Ethylreste erzielten in obiger Verdffentlichung die hochsten Ausbeuten
unter den getesteten (Me, Et, /Bu, Bn). Durch Verdnderung des Restes R‘ kann die
bendtigte Protonenkonzentration soweit erniedrigt werden, dass der Acyltransfer unter
neutralen Bedingungen stattfindet. Die Thioestervorstufe 25 kann dann in einer Ein-
topfreaktion im Ligationspuffer insitz zum Thioester 27 umgewandelt werden, um an-
schliefend mit einem C-terminalen Fragment verkniipft zu werden. Thioestervorstufen
die sich im Ligationspuffer insitu zu Thioestern umwandeln, werden unter dem Namen

Crypto-Thioester zusammengefasst.

Eine Methode aus dem Jahr 2008 wurde von Blanco-Canosa et al. vorgestellt
(Schema 2.6 D). Die Peptidkette wird an einem 3,4-Diaminobenzoyl-Linker aufgebaut
28. Die Positionen 3 und 4 werden tiblicherweise im Verhéltnis 4:1 acetyliert. Die Ace-
tylierung des zweiten Amins wird durch die erste Acetylierung verhindert. Nach Kupp-
lung aller Aminoséduren kann das verbleibende Amin der Position 3 oder 4 mit 4-Nit-
rophenylchloroformiat 30 reagieren, worauf sich in dem Produkt 31 ein Ringschlufl zum
N-Acylbenzimidazol (Nbz) anschliet. Die TFA-Abspaltung liefert das Peptid 32. Es
kann entweder direkt in der NCL eingesetzt werden oder durch Thiolzugabe in den
Thioester 5 iiberfiihrt werden. Freie N-Termini nach der Kupplung mit Essigsdurean-
hydrid zu acetylieren ist in vielen Féllen niitzlich und daher ein Standardprotokoll in
vielen Peptidarbeitsgruppen. Dies war jedoch in der urspriinglichen Methode nicht
moglich. AuBerdem wurde —vor allem bei Glycin-Kupplungen— eine Acetylierung des
freien Amins in 29 beobachtet.” Dieses Problem wurde von Ottesen et al. durch die
Allyloxycarbonyl (Alloc)-Schiitzung des freien Amins nach der ersten Aminosaurekupp-

lung gelost.” Dariiber hinaus wurde eine Uberacetylierung sowie die Bildung von 3/4-
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Regisomeren 2015 von Blanco-Canosa et al. durch Methylierung der Position 3 des

Diamins 28 verhindert.?

Fang et al. haben eine weitere Methode ebenfalls von dem Chlorotrityl-Harz ausge-
hend publiziert (Schema 2.6 E).'% Zuerst wurde die Verwendung von Wang-Harz be-
schrieben,' der Chlorotrityl-Trager zeigte aber bessere Resultate.”*% Das Chlorid-
Harz wird erst mit Hydrazinhydrat behandelt. AnschlieBend wird das Peptid nach der
konventionellen Fmoc-Strategie aufgebaut und abgespalten. Hierbei wird das Peptid-
hydrazid 33 erhalten. Dieses Peptid kann einfach aufgereinigt und gelagert werden. In
der Regel wird der Peptidthioester erst vor der NCL erzeugt. Dies geschieht nach
Curtius (Abschnitt 2.2) durch die Zugabe von Natriumnitrit unter sauren Bedingungen
(pH 3-4). Auf diese Weise wird erst das Azid 34 generiert. Dann wird der entsprechende
Thioester 5 in-situ im thiolhaltigen Ligationspuffer gebildet und kann mit dem Cystei-
nylpeptid reagieren.

Hou et al. stellten 2010 erstmals eine Crypto-Thioester-Strategie vor die spéter von
der Arbeitsgruppe Melnyk weiterentwickelt wurde.l'"? Bei dieser Technik wird zuerst
Chlorotrityl-Harz mit Bis(2-sulfanylethyl)amin umgesetzt (Schema 2.6 F).l1% An dem
zweifach Thioether-verankerten Amin wird das Peptid aufgebaut. Anschliefend kann
das Bis(2-sulfanylethyl)amido (SEA)-Peptid 35 durch TFA-Abspaltung erhalten wer-
den. In dieser Form ist ein direkter Einsatz fiir die NCL moglich. Im Ligationspuffer
wird der Thioester 5 durch Thioladditive gebildet. Peptid 35 kann auch mit Iod zum
zyklische Disulfid 36 oxidiert werden. Dieses kann leicht gereinigt und gelagert werden.
Im Ligationspuffer mit TCEP wird das Disulfid reduziert, wobei sich erneut Amid 35
bildet und durch N—.5 Acyltransfer ein Peptidthioester erhalten wird.

2.3  Post-translationale Modifikationen in Peptiden & Proteinen

Post-translationale Modifikationen (PTMs) von Proteinen modulieren dessen Akti-
vitat und erweitern die Diversitdt und Komplexitéit ihrer biologischen Funktion. Dem-
entsprechend spielen PTMs in Signalwegen, Proteinfaltung, Lokalisation, Enzymakti-

vitat sowie Proteinstabilidt eine entscheidende Rolle.l%

Unter PTMs werden in der Regel post-translationale Verdnderungen der Amino-
sdure-Seitenketten verstanden. Diese Seitenkettenmodifikation ist fiir 15 der 20 protei-
nogenen Aminosiuren bekannt. Eine Ubersicht ist in Tabelle 2.2 aufgefiihrt. Die fiinf

haufigsten PTMs sind Phosphorylierung (vgl. Schema 2.7 A), Acylierung, Alkylierung,
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2. Kapitel: Stand der Forschung

Glykosylierung und Oxidation. Im Folgenden wird nur auf die Phosphorylierung einge-
gangen. Ausfiihrliche Ubersichtsartikel iiber alle anderen erwihnten PTMs sind z.B.

von Walsh et all™ sowie von Davis et all'® vorhanden.

Tabelle 2.2: Ubersicht und Zuordnung der haufigsten PTMs nach Walsh et al. Von Leu, lle, Val, Ala und Phe sind

keine PTMs bekannt.[10%!

Rest PTM Beispiel

Asp Phosphorylierung Proteintyrosinphosphatasen
Isomerisierung zu isoAsp Antwortregulatoren in Zweikomponentensystemen

Glu Methylierung Chemotaxis-Rezeptorproteine
Carboxylierung y-Carboxyglutaminsidure-Reste bei der Blutkoagulation
Polyglycinierung Tubulin
Polyglutamylierung Tubulin

Ser Phosphorylierung Proteinserinkinasen/-phosphatasen
O-Glycosylierung O-Glycosylierung des Notch-Rezeptors
Phosphopantetheinylierung Fettsduresynthase

Thr Phosphorylierung Proteinthreoninkinasen und -phosphatasen
O-Glycosylierung

Tyr Phosphorylierung Tyrosinkinasen und -phosphatasen
Sulfatierung Reifung des CCR5-Rezeptors
ortho-Nitrierung Enziindungsreaktionen
TOPA-Chinon Reifung der Aminoxidase

His Phosphorylierung Sensorproteinkinasen in Zweikomponentensystemen
Aminocarboxypropylierung Bildung von Diphthamid
N-Methylierung Methyl-CoM-Reduktase

Lys N-Methylierung Methylierung von Histon
N-Acylierung durch Acetyl-, Acetylierung von Histon, prosthetische Gruppen am
Biotinyl-, Lipoyl-, Ubiquityl- = Schwingarm, Ubiquitin, Proteinmarkierung durch kleine
Gruppen ubiquitindhnliche Marker (SUMOs)
C-Hydroxylierung Reifung von Collagen

Cys S-Hydroxylierung (S-OH) Sulfenatzwischenstufen
Bildung von Disulfidbriicken Proteine in oxidierenden Umgebungen
Phosphorylierung PTPasen
S-Acylierung Ras
Prenylierung Ras

Met Oxidation zu Sulfoxid Met-Sulfoxidreduktase

Arg N-Methylierung Histone
N-ADP-Ribosylierung GSa

Asn N-Glykosylierung N-Glykoproteine
N-ADP-Ribosylierung eEF-2
ProteinsplieSen Inteinspaltung (Schema 2.3 A, Seite 10)

Gln Transglutaminierung Proteinvernetzung

Trp C-Mannosylierung Plasmamembranproteine

Pro C-Hydroxylierung Collagen, HIF-1a

Gly C-Hydroxylierung Bildung C-terminaler Amide durch Gly-(hydroxy)Gly Spal-

tung
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2.3.1 Proteinphosphorylierung

Die PTM der Phosphorylierung ist ein ubiquitirer regulatorischer Mechanismus in
Eukaryonten und Prokaryonten. Obwohl die Phosphorylierung von Proteinen schon
1906 von Levene und Alsberg'™ entdeckt wurde, dauerte es 50 Jahre bis die enzyma-
tische Phosphorylierung durch Kinasen von Burnett und Kennedy!'*" aufgeklart wurde.
Die reversible Phosphorylierung spezifischer Aminosaureseitenketten ist in den meisten
biologischen Systemen das zentrale Steuerelement der Zellregulation. Es stellte sich
heraus, dass die Enzyme, die die Phosphorylierung und Dephosphorylierung, katalysie-
ren die grofite bekannte PTM-Enzymklasse reprisentieren. Fiir diese Superfamilie der
Proteinkinasen wurde der Begriff Kinome definiert.!'*? Unter dem Verbrauch von Ade-
nosintriphosphat (ATP) katalysieren sie die Phosphorylierung von vier sauerstoffhalti-
gen (pS, pT, pY, pAsp) und drei stickstoffhaltigen Aminosaureseitenketten (pLys, pHis,
pArg) (Schema 2.7).

A O-/IN-Phosphorylierung -
ATP  ADP  oh

i 0...0 0. .0 o)
LOH/NHR \ : LOIN i I 2! O. 2
S« I A © SN S N “N “”
H § Ho &

-041
- Py phosphoSer (pS)  phosphoThr (pT) phosphoTyr (pY)
o o o
-Ps, R~p! N__N._,0
(O 0] -~ AN Nepo
00 \\N3 N D o h-
0 ~ N-R NH™ O
“ o O
o) H o 0 H §
phosphoAsp (pAsp) phospholLys (pLys) N-1/N-3-phosphoHis (pHis) phosphoArg (pArg)

Schema 2.7: A: O-/N-Phosphorylierung sauerstoff- oder stickstoffhaltiger Aminosaureseitenketten. B: Bisher in bi-
ologischen Systemen gehauft gefundene phosphorylierte Aminosaurereste.

Obwohl pS (1969)%! pT, pLys, pHis, und pY (1979)% innerhalb von zehn Jahren
entdeckt wurden,!''” wurden lediglich die O-Phosphoamiosdaurereste hinsichtlich ihrer
Rolle in unterschiedlichen Signalwegen ausgiebig untersucht. Ursachen hierfiir liegen in
der Stabilitat der Sauerstoffphosphorylierung in vivo und in vitro.''Y, In der auf Phos-
phorylierung spezialisierten Datenbank Phosphosite sind bei 53°425 gelisteten Protei-
nen 165044 nicht-redundante Eintrage fiir Phosphoserin, 68907 Eintrage fiir Phos-
phothreonin und 43645 Eintrédge fiir Phosphotyrosine zu finden (Stand 25.08.2016).11%
Es gibt keine Eintrédge fiir N-Phosphoaminosduren. Die gemessene /N-Phosphorylierung

wurde lange Zeit als Artefakt der Messung betrachtet. Hiufig entging die Anwesenheit
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von N-phosphorylierten Aminoséduren der Aufmerksamkeit, da die Stickstoff-Phosphor-
bindung unter sauren Bedingungen hydrolysierte.l's! Fast jede Probenvorbereitung fiir
die Massenspektrometrie beinhaltet die Verwendung von Sauren, um eine ausreichende
Tonisierung zu gewahrleisten. Die Existenz von M-Kinasen wurde erst spiat von der
wissenschaftlichen Gemeinschaft akzeptiert. Phospholysin wurde zuerst 1974 in nukle-
aren Proteinen von regenerierenden Rattenleberzellen gefunden, dort besonders auf
Histon H1.'" Seit den frithen 1970er Jahren waren mehrere Histidinkinasen in Ratten-
1141150 yund spéter auch in Humanzellen'® bekannt, die Histidine in Histone H4 phos-
phorylieren. Eine Protein-Argininkinase die 1994 aus Mé&useleukdmiezellen extrahiert
wurde, zeigte Kinaseaktivitidt durch die Phosphorylierung mehrerer Argininreste auf
dem Histon H3.M" Trotz dieser und anderer Daten wurde der Einfluss von N-Phospho-
rylierung auf biologische Signalwege weitgehend ignoriert. Dies mag mit der erschwer-
ten Handhabung der Proben sowie der mangelnden Verfiigharkeit zielgerichteter biolo-
gischer und chemischer Synthesen der zu untersuchenden N-phosphorylierten Proteine

zusammenhéangen.

2.3.2 Chemische Synthese von phosphorylierten Peptiden & Proteinen

Durch rekombinante Proteinsynthese kénnen relativ verlasslich gefaltete Proteine
mit den 20 natiirlich kodierten Aminoséduren erhalten werden. PTM-Proteine stellen
aber bis auf wenige Ausnahmen eine Herausforderung dar. Phosphoproteine kénnen
durch Expression und darauffolgende Phosphorylierung hergestellt werden. Doch limi-
tieren die mangelnde Verfiigbarkeit geeigneter Kinasen, die geringe Regioselektivitit,
die niedrigen Phosphorylierungsausbeuten sowie die schwierige Trennung zwischen
phosphorylierten und nicht phosphorylierten Proteinen, einen einfachen und allgemein

giiltigen Zugang.

Die chemische Synthese von phosphorylierten Peptiden und Proteinen unterliegt
diesen Limitationen nicht. Mit den chemischen Methoden lassen sich gezielt und mit
hoher Ausbeute phosphorylierte Aminosdurereste einbauen. Dabei gibt es zwei unter-
schiedliche Strategien: (1.) Die Einfithrung von vorgefertigten Phosphoaminosiure-Bau-

steinen oder (2.) die postsynthetische globale Phosphorylierung.

Die erste Strategie greift auf Aminosdurebausteine zuriick, bei denen die Phospho-

rylierung an der Seitenkette schon eingebaut ist.
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Bei der globalen Phosphorylierung —der zweiten aufgefiihrten Strategie— kann eine
Schutzgruppenstrategie verwendet werden. Die zu phosphorylierende Aminoséuresei-
tenkette wird selektiv entschiitzt und anschliefend in Losung oder am festen Trager
phosphoryliert, danach wird das restliche Peptid entschiitzt. Hier kann z.B. auf die
Errungenschaften der chemischen DNA-Synthese zuriickgegriffen werden. So wurden
von Liskamp et al. partiell entschiitzte Peptide am festen Tréger mit Phosphoramiditen
O-phosphoryliert."'¥ Eine weitere Spielart der globalen Phosphorylierung ist die Ver-
wendung von bioorthogonalen funktionellen Gruppen. Nach der TFA-Abspaltung kann
die bioorthogonal modifizierte Aminosidure chemoselektiv phosphoryliert werden. Die
chemische Synthese MN-phosphorylierter Peptide ist besonders anspruchsvoll, da iibli-
cherweise am Ende der Synthese mit TFA oder stéarkeren Sduren das Peptid vom poly-
meren Trager gespalten wird. Unter diesen Bedingungen zerfillt allerdings die Phos-
phoamidatgruppe. Aus diesem Grund kann die erste Strategie der Phosphobausteine
nicht verwendet werden. Um die gewiinschten MN-Phospholysin-Peptide zu erhalten,
wurde kiirzlich von der Arbeitsgruppe Hackenberger eine neue Methode vorgestellt.!''”)
Hierbei erfolgte eine Staudinger-Phosphitreaktion mit e-Azidolysin an ungeschiitzten

Peptiden, die die gewiinschten /N-Phosphopeptide lieferte.

Im Gegensatz dazu lassen sich Peptide die phosphorylierte Ser, Thr oder Tyr-reste
beinhalten relativ leicht nach der Phosphobaustein-Strategie herstellen. Die Phospho-
bausteine werden an gewiinschter Stelle wihrend der SPPS eingebaut. Eine Ubersicht
iiber gingige Fmoc-SPPS Bausteine ist in Tabelle 2.3 zu finden. Fiir den Einbau von
Phosphotyrosin, sind freie Phosphate 40, Phosphodiester 39, Triester 41 sowie Phos-
phoamidate 42 verfiighar. Auf Grund der Tendenz mit benachbarten Tyr(PO;H,)-Res-
ten Pyrophosphate zu bilden, wird Fmoc-Tyr(PO3;H,)-OH 40 eher selten verwendet.
Die Benzyl-Aminoséure-Phosphorsiurediester Fmoc-AS(PO(OBzl)OH)-OH (AS = Ser
37, Thr 38, Tyr 39) sind die am héufigsten verwendeten Bausteine fiir den pS, pT und
pY Einbau.'? Allerdings reagiert die acide Hydroxylgruppe wahrend jedes Kupplungs-
zyklus mit einem Aquivalent der zu kuppelnden Aminosiure. Das entstehende ge-
mischte Sdureanhydrid wird zwar im Abspaltungsschritt in aller Regel wieder quanti-
tativ gespalten, dennoch ist die Verwendung dieses Bausteins nicht atomoékonomisch
und limitiert das Arsenal moglicher Reaktionen an der festen Phase, wie z.B. der Al-
kylierung. Um dies zu verhindern, wurde Fmoc-Tyr(PO(OMe);)-OH 41 entwickelt.!>"
Der aufgefiihrte Phosphotriester wird allerdings durch Piperidin demethyliert und zeigt

dann ein dhnliches Verhalten wie die Benzylester 37-39. Dariiber hinaus benotigen die
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2. Kapitel: Stand der Forschung

Methylester TMSBr/TFA, um zum Phosphat umgesetzt zu werden. Die Phosphorsiu-
retriester induzieren bei Thr und Ser wiahrend der Fmoc-Abspaltung eine B-Eliminie-

rung. Deshalb werden sie fiir diese Aminosduren nicht eingesetzt.

Tabelle 2.3: Ubersicht (iber Phosphoaminosiurebausteine fiir den Einbau von pS, pT und pY mittels Fmoc-SPPS.12%

Phosphoaminoséure Name Kommentar Referenz
Bzl— O OH R =H: Kupplung am besten mit ~ Wakamiya
Fmoc-Ser(PO(OBzl)OH)-OH  Iminium basierten Rea- et al.,
37 genzien'??, Abspaltung 1994023
Fmoc‘NL( OH R = Me: mit TFA, Nebenreaktio- White and
H o Fmoc-Thr(PO(OBzl)OH)-OH  nen durch Benzylka- Beythien,
38 tion.[12) 19961124
0 Kupplung am besten mit
BZI_O‘"’OH Iminium basierten Rea-
genzien, Hydroxylgruppe  White und
wird acyliert,'®! Abspal-  Beythien,
tung mit TFA, Nebenreak- 1996024

Fmoc-Tyr(PO(Ole)OH) OH
FmOCs

(0]
RO\"¢OR P‘InOC-TyI‘(POgHz) OH

rophosphat Bildung!? 19930127
Kompatibel mit allen
= Me: Kupplungsmethoden, .

Fmoc* Fmoc Tyr(PO(OMe),)-OH Demethylierung durch Kltas[jj a
Piperidin, Abspaltung mit 1989
TMSBr/TFA

MesN (l? .NMe,
Kompatibel mit allen
Fmoc-Tyr(PO(NMeg) )-OH Kupplungsmethoden, Ab-  Chao et al.,
spaltung mit TFA/Wasser 19952
Fmoc\

tionen durch Benzylka-

tion. 20l

Kupplung mit Iminium
basierten Reagenzien, Py-

(9:1)

Ottinger et
al,

Generell unterliegen auch die Bausteine 37 und 38 B-Eliminierung zum Dehydroala-
ninrest bei Ser (37) oder zum 2-Amino-2-en-butylsidure-Rest bei Thr (38).1%) Im beson-
deren Mafle sind die Vorstufen von Phosphoserin und Threonin in der Mikrowelle wéh-
rend der basischen Fmoc-Abspaltung anfillig fiir B-Eliminierung.'*”) Weitere Probleme
konnen bei der Verwendung von Benzylphosphorsdureestern durch das wahrend der

TFA-Abspaltung gebildete Benzylkation entstehen.!'?"!

Fiir Fmoc-Tyr(PO(NMe;):)-OH 42 sind keine Nebenreaktionen wéihrend der Kupp-
lung oder Abspaltung bekannt. Im Vergleich zur standardméafig durchgefiihrten Pepti-
dabspaltung (~1.5h),
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2.4. Peptidsynthese und -reinigung ohne HPLC

TFA /Wasser (10%) jedoch relativ lang (~16h). Indessen kann es zu Nebenreaktionen

mit anderen Aminosiureresten®) und sogar zur Dephosphorylierung kommen.

2.4  Peptidsynthese und -reinigung ohne HPLC

Nach der Synthese werden Peptide mit einer Sdure vom festen Trager getrennt. Eine
abschlielende Reinigung ist erforderlich, da ein Gemisch vorliegt, das aus dem ge-
wiinschten Produkt, peptischen Nebenprodukten und weiteren Verunreinigungen be-

steht. In den allermeisten Fallen wird die HPLC zur Reinigung verwendet.

Aufgrund ihres hydrophoben Profils interagieren Peptide wéhrend der HPLC-Rei-
nigung unterschiedlich stark mit dem Sdulenmaterial. Demzufolge koénnen sie mit Ace-
tonitril (ACN) nacheinander aus dem Séulenmaterial eluiert werden. Schwierig zu ent-
fernende Verunreinigungen sind in aller Regel Abbruchsequenzen, d.h. Peptide die
durch eine unvollstdndige Aminosidurekupplung nur eine Teilsequenz der Zielsequenz

tragen (Schema 2.8). Die HPLC-Methode weist vier entscheidende Nachteile auf:

(1.) Die Reinigung mit Hilfe der HPLC ist schlecht skalierbar. Grofiere Mengen an
Peptid miissen auf einer grofitechnischen Anlage oder in mehreren Reinigungsschritten

auf einer herkdémmlichen kleinen Anlage gereinigt werden.

(2.) Das Verfahren ist sehr zeitaufwendig, da fir mehrere Peptide jeweils eine HPLC-
Reinigung angesetzt werden muss. Reinigungen mehrerer Peptide erfolgen also sukzes-
sive und nicht parallel. Wird eine parallele Reinigung erwiinscht miissen mehre Geréate

parallel betrieben werden.

(3.) Bei schwierigen Trennungen mit einer handelsiiblichen HPLC-Anlage kann nach
dem ersten Reinigungsversuch oft kein reines Produkt isoliert werden, da Nebenpro-
dukte dhnlicher Hydrophobizitat gleichermafien auf der chromatographischen Saule re-
tendieren.!'® Auf solche misslungenen Trennversuche folgt in der Regel eine Optimie-

rung der Synthese und der Reinigung.

(4.) Es werden grofle Mengen des organischen Losungsmittels ACN benotigt. Dies muss

hoch-rein verwendet werden und ist somit sehr teuer.

Vor allem bei der Synthese von vielen Peptiden im Hochdurchsatz ist die HPLC
Reinigung durch ihren nichtparallelen Charakter nicht mehr effizient durchfiihrbar.
Deshalb werden Peptidbibliotheken meist ungereinigt verwendet und koénnen dadurch
zu falsch-positiven oder falsch-negativen Ergebnissen fithren. Alternative Methoden fir

die Hochdurchsatz-Synthese gereinigter Peptide sind daher wiinschenswert.

23



2. Kapitel: Stand der Forschung

2.4.1 Reinigungsmethoden nach der ,,Catch & Release* Methode

Zwei sehr dahnliche Verfahren zur Peptidreinigung ohne HPLC wurde von 1991 Funa-
koshi", und 2010 von Aucagne et al. beschrieben!'®"13, Bei dem vorgestellten ,,Catch
& Release* System werden wahrend der Synthese des Peptids nach jedem Kupplungs-
schritt freie N-Termini mit Essigsdureanhydrid blockiert (Schema 2.8). Somit stehen
diese Abbruchsequenzen nicht mehr fiir die Kupplung mit den nédchsten Aminoséduren
zur Verfiigung. Im letzten Kupplungsschritt wird ein Fangermolekiil auf den /N-Termi-
nus des Volllingenpeptids aufgebracht. Nach der Abspaltung vom festen Trager (Syn-
theseharz) wird die Peptidmischung mit einem Reinigungsharz behandelt, wobei das
Fangermolekiil-modifizierte Zielpeptid selektiv mit dem Reinigungsharz reagiert. Un-
gewiinschte Abbruchsequenzen und andere Verunreinigungen (z.B. Produkte der Sei-
tenkettenschutzgruppen-Abspaltung) koénnen anschliefend herausgewaschen werden
(Schema 2.8). Das Zielpeptid wird durch basische Behandlung, die die Spaltung des
Sulfonlinkers (43,44) bewirkt, modifizierungsfrei erhalten. Funakoshi verwendete ein
Thioacetamid-modifiziertes Fangermolekiil 43 und Iodacetamid funktionalisiertes Kie-
selgur 45 zur Reinigung.!'¥ Der Nachteil bei dieser Methode ist, dass Peptide mit Thi-

olfunktionen wie etwa Cysteinylpeptide ebenfalls angereichert werden.

i) Entschiitzung (Piperidin) Ac-T-I-D- Ac-T-1-D-
i) Kuppelung (Fmoc-AS-OH) Synthese- TFA
ii) Blockierung (Acz0) |, AcE-P-T-I-D- % harz x-@D—FG Ac-E-P-T-I-D- % Abspaltung
<PPS » HP-E-P-T-I-D- X-@ -P-E-P-T-1-D- —¢
Reinigungsharz

i) Y
Base O—YX-@@-P—E—P—T-I D O_ AcE-P-T-I-D
i ;; ii) Waschen X-EED»-P-E-P-T-I-D
Ac-T-I-D
H-P-E-P-T-I-D Ac-E-P-T-I-D
Ac-T-I-D

Schema 2.8: HPLC-freie Peptidreinigung nach dem Catch & Release Prinzip. Anwendungsbeispiele von Funakoshi
und Aucagne et al. X = Ankergruppe des Fangermolekuls, Y = Ankerpunkt am Reinigungsharz. FG = Fluchtgruppe.

Nach Aucagne wird ein Azid-modifiziertes Fangermolekiil 44 verwendet. Die Ver-
kniipfung zum Alkin funktionalisierten Polyethylenglycol-dimethylacrylamid (PEGA)-
Reinigungsharz 46 erfolgt durch 1,3-dipolare Alkin-Azid-Cycloaddition (CuAAC). Mit
dieser Methodik wurde ein nicht-natives 154-mer Mucin-Peptid (MUC1) durch sukzes-
sive C*terminale Verlangerung des immobilisierten Volllingenpeptids iterativ aus vier

Teilen hergestellt.'3* Das Konzept wurde auch auf die NCL am festen Trager erweitert,
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2.4. Peptidsynthese und -reinigung ohne HPLC

wobei die SEA-Thioester-Technik (Schema 2.6 F, Seite 15) mit der beschriebenen Im-
mobilisierung /Reinigungsmethodik kombiniert wurde. Auf diese Weise wurde eine 136
Aminosduren lange Teilsequenz des humanen Hepatozyten-Wachstumsfaktors mittels
sequenzieller Fragmentkondensation von fiinf Teilen ohne HPLC-Reinigung syntheti-

siert.[103b]

2.4.2 Selbstreinigende Peptidthioestersynthese

Eine HPLC-freie Synthese, der sonst nur schwer zugénglichen a-Peptidthioester,
wurde erstmals im Jahr 2007 von Mende und Seitz vorgestellt.'¥) Im Jahr 2010 wurde
es in einer verbesserten Form fiir die Synthese von 16 Cysteinmutanten der SH3-Do-
méne des Hefe-Proteins SHO1 verwendet.!* Das Konzept beruht auf der Verwendung
eines Safety-Catch-Linkers 22 (Schema 2.6 A). Dieses harzstdndige Sulfonamid wurde
um eine sdurelabile Phenylisopropyl (PhiPr)-geschiitzte Glutaminsidure C-terminal er-
weitert. So wird eine zuséatzliche Verkniipfungsstelle am polymeren Triager geschaffen

7 (Schema 2.9). Nach der Kupplung auf das Sulfonamid 47 (Abschnitt 4.4.1, Seite 72)
wird das Peptid nach konventioneller Fmoc-SPPS aufgebaut, wobei auch hier ein Blo-

ckierungsschritt nach jeder Aminosdurekupplung nétig ist.

PhiPr—0.___O [i) Fmoc-Abspaltung(Piperidin) PhiPr—0___0 Mmt
ii) Kupplung (Fmoc-AS-OH) o/\/NH
iii) Blockierung (Ac;0)

HN"" 1, ” '7‘ HoN—]{Peptid(n)| *(v)JL
a7 Kupplung

o-PINO;
I/ 0 i) Entschiitzen (1% TFA)
/—Q—O HN i) Makrozyklisierung (PyBOP) O\/\N,Mmt
0s_0 N PhiPr—O__0O
Y tBu B A
HN NH
Pep‘tld(n) O“" _>_ i tBu \\I/
Trt N' Aktivierung: [ R=H 49 07 ~N-Peptid(n) ‘(V)JL
: O R TMS-CHN H
Thiolyse 2>-R=TMs 50 Tr
(NaSPh, R'SH) 51
O/ H\N o i) Waschen
o s ii) Abspaltung (TFA) O
— Y ", - H,N—{ Peptid(n)
HN 0 Rr tBu\ o 5 SR'
- H
Peptid(r) Ac—N—]{Peptid(n-x)
52 Trt SR 53 SR x:={1,..,.n—1; n,x €N}

Schema 2.9: HPLC-freie Synthese von a-Peptidthioestern mit Selbstreinigungseffekt nach Seitz et al. ZL = Zyklisie-
rungslinker. Peptid (n) = Peptid mit n Aminosauren, R = NHCO(CH2)3SO2NCH2SiMes.

Im letzten Schritt der Kettenverlangerung wird der Zyklisierungslinker (ZL) 48 auf das
Volllingenpeptid aufgebracht. AnschlieBend kann die Monomethoxytrityl (Mmt) und
Ph/Pr Schutzgruppe simultan durch die Behandlung mit 1% TFA entfernt werden. Die
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2. Kapitel: Stand der Forschung

freigelegte Amino- und harzstdndige Carboxyfunktion reagieren durch eine anschlie-
Bende Zugabe von PyBOP miteinander. Hierbei wird der Makrozyklus 49 gebildet. Die
Aktivierung des Sulfonamids 49 durch Alkylierung mit TMS-Diazomethan zu 50 erh6ht
die Elektrophilie des Carbonylkohlenstoffs der Peptidsulfonamidbindung. Die Car-
boxyfunktion wird fiir Nukleophile angreifbar. Unter Verwendung von Natriumthio-
phenolat als Katalysator und eines geeigneten Thiols, liefert die Thiolyse den harzge-
bundenen Thioester 52 und trennt die Abbruchsequenzen vom Harz. Durch Waschen
des polymeren Tragers konnen nun die Abbruchsequenzen 53 vom Harz entfernt wer-
den. Abschlieende Behandlung mit TFA liefert den gewiinschten Thioester 5 in hohen
Reinheiten. Ein wesentlicher Vorteil der Methode ist, dass der M-Terminus des Volllan-
genpeptids, im Gegensatz zur der iiblicherweise verwendeten Safety-Catch Methodik
nicht speziell geschiitzt werden muss. Auflerdem entféillt ein Arbeitsschritt, bei dem die
geruchsintensive Thiolyse-Mischung eingeengt und anschliefend mit TFA behandelt
werden muss. Somit konnen Nebenreaktionen bei diesem Schritt nicht geschehen. Die
Abbruchsequenzen liegen beim Waschen als vollgeschiitzte N-acetylierte Thioester vor
und haben dadurch in fast allen Losungsmitteln eine geringe Loslichkeit (Kapitel 4.4
auf Seite 72). Die geringe Loslichkeit und die Tendenz der Abbruchsequenzen am po-
lymeren Trager adsorbiert zu bleiben sind die grofiten Nachteile der Methode. Es sind

haufig mehrere Waschzyklen nétig, um ein sauberes Produkt zu erhalten.

2.5 Protein und Peptidarrays

Durch die Proteinmikroarray- und Proteinbiochip-Technologie wurde es moglich
ganze Proteome parallel zu analysieren.!'” Dabei wurden Techniken verwendet, welche
fiir die DNA-Mikroarrays entwickelt wurden. Die Methodik teilt sich typischerweise in
drei grundlegende Schritte:

(1.) Die Erzeugung einer definiert lokalisierten, zweidimensionalen Anordnung von Pro-
bemolekiilen (Rezeptor oder Ligand) durch eine post-synthetische Immobilisierung oder

durch die Synthese auf einer Oberfliche (Kapitel 2.5.2, Seite 32).

(2.) Die Behandlung der Oberflache mit einer Losung von einem oder mehrerer Analy-

ten oder Substraten. Anschlieflend wird Nichtgebundenes weggewaschen.

(3.) Die nachfolgende Detektion der gebundenen Analyten oder umgesetzten Substrate,

welche Riickschliisse auf die Funktion des Probemolekiils gestattet.

Diese Technologie erlaubt die simultane Analyse tausender Interaktionen mit nur

einem Experiment. Bei klassischen Proteinmikroarrays werden Mikrotrépfchen von
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Proteinen in Reihen und Spalten angeordnet. Anschliefend wird eine Probe mit tau-
senden bindenden Molekiilen, Proteinen, Peptiden oder anderen Analyten aufgetragen.
Die gebundenen Molekiile konnen durch Fluoreszenz, Chemilumineszenz, Massenspek-

trometrie, Radioaktivitat oder Elektrochemie nachgewiesen werden.!'"l

Meilensteine der Proteinarraytechnologie wurden in den 2000er Jahre gelegt. Tau-
sende Proteine wurden parallel exprimiert, gereinigt, immobilisiert und funktionell un-
tersucht. So demonstrierten Zhu et al. 2001 die parallele Expression und Immobilisie-
rung von 5800 unterschiedlichen rekombinanten Proteinen der Backhefe S. cerevisiae.
Dabei wurden komplexe Proteinchips generiert, die iiber 90% der Gene des Organismus
enthielten.'* Mit diesen Mikroarrays konnten Protein-Protein-Interaktionen auf einer
genomweiten Skala identifiziert werden. Obwohl die Proteinarrays ein sehr grofles Po-
tential zeigen, wurden sie bislang nur in relativ wenig Féllen eingesetzt. Besonders in
dem Forschungsfeld der Wirkstofffindung findet sie wenig Anwendung.'*) Proteinarrays
werden héufig mit DNA-Arrays verglichen. Teilweise erreichen Proteinarrays vergleich-
bare Dichten wie DNA-Arrays. Die Konstruktion der Proteinarrays ist allerdings kom-
plexer als die Herstellung von DNA-Mikroarrays, was in der héheren Vielfalt funktio-
neller Gruppen in Proteinen begriindet ist. Der Unterschied in der Komplexitat ist
weiterhin der unterschiedlichen Natur von DNA und Proteinen geschuldet. Die Funk-
tion von DNA beschrinkt sich auf die komplementére Basenpaarung nach Watson und
Crick.'" Eine hohe Duplex-Stabilitit wird bereits ab einer vergleichsweise geringen

1, Tm Gegensatz dazu benotigen Proteine eine

Léange von ca. 18 Nukleotiden erreicht.!
groflere Lange um eine stabile Faltung und Funktion zu besitzen. Zum Beispiel sind die
kiirzesten funktionellen Proteine die folgenden Protein-Doménen: Zinkfinger (~30
AS)H2 WW2 (~40 AS)M und SH3 (~60 AS). Trotz dieser vergleichsweise grofien
Lénge, ist eine native Faltung nicht garantiert. Die Faltung wird auf Mikroarrays wei-
terhin durch chemische Behandlungen oder die Immobilisierung gefihrdet.'*) Eine wei-
tere Hiirde ist die Generierung der Proteine. Bisherige Verfahren nutzen c-DNA-Bibli-
otheken, die in . Coli oder Insektenzellen exprimiert werden.* Grofie Nachteile der
Methode sind die geringen Ausbeuten an gefalteten Proteinen und das Fehlen von
PTMs. Obwohl mit Insekten-, oder Chinese-Hamster-Ovary-Zellen eukaryontische FEx-
pressionssysteme zur Verfligung stehen, welche sich fiir ein Hochdurchsatzverfahren
eignen, zeigen die erhaltenen Proteinarrays nur geringe Mengen an Phosphorylierung
(15% der humanen Phosphorylierung).'** Es wurde auflerdem nicht analysiert, ob es

sich bei den Phosphorylierungstellen um human-analoge Positionen handelt.!*>!
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2.5.1 Oberflachenimmobilisierung von Proteinen und Peptiden

Zu den entscheidenden Herausforderungen fiir einen aussagekraftigen Proteinchip
gehort die korrekte Wahl des Untergrunds sowie die Entwicklung einer Immobilisie-

rungschemie, die native Konformation und biologische Funktion erhalt.!"

Glas ist das am haufigsten verwendete Tragermaterial. Dariiber hinaus werden noch
Quarz-, Siliciumwafer, Polystyrol (PS) oder Goldoberflichen verwendet. Glas bietet
viele Vorteile und wird dadurch fiir Mikroarrays sehr haufig verwendet, da es kosten-
gunstig-verfiighar, plan, rigide und transparent ist sowie wenig zu unspezifischer Ad-
sorption neigt. AuBlerdem lasst sich Glas gut chemisch funktionalisieren. Die Silicium-
basierten Materialien werden vor dem Beschichten mit einer Piranha-Losung
(H202/H2S04) oder Sauerstoffplasma angeétzt, um sie zu reinigen und die Silanolgrup-
pen zur chemischen Modifizierung offen zu legen. Organofunktionale Silane der allge-
meinen Struktur (RO)sSi(CH,).X oder Trichlorsilane werden verwendet, um neue funk-
tionelle Gruppen auf der Oberflache zu erzeugen.**! Goldoberflachen wurden ebenfalls
zahlreich in der Biosensorik angewendet und kénnen leicht mit Thiolen, Disulfiden und
Sulfiden funktionalisiert werden.!"*” Die selbstassemblierte Monolage, die sich bei Ver-
wendung von Alkylthiolen bildet, ist fiir die Proteinimmobilisierung nicht immer ideal,
da die Proteine sehr dicht gepackt sind.!'* Vorteilhaft ist allerdings, dass sich Protein-
Ligand-Wechselwirkungen auf Goldoberflichen mittels Oberflichenplasmonenreso-

nanz-spektroskopie (engl. surface plasmon resonance, Abk. SPR) untersuchen lassen.!>"

Die Probemolekiile (Rezeptor oder Ligand) kénnen kovalent oder nicht-kovalent auf
der Oberflache immobilisiert werden. Die kovalente Anbindung ist stabiler. Trotzdem
wird auch die nicht-kovalente Befestigung haufig verwendet, da sie leichter zu realisieren
ist. In beiden Kategorien existieren regioselektive und nicht-regioselektive Immobilisie-
rungsarten. Mit der regioselektiven Immobilisierung (siehe Seite 30) ist hier die chemo-
selektive Anbindung einer einzelnen funktionellen Gruppe oder Gruppierung in einer
bestimmten rdumlichen Orientierung gemeint. Nachfolgend werden Vor- und Nachteile

beider Arten diskutiert.
Nicht-regioselektive Immobilisierung auf Protein-Arrays

Die nicht-regioselektive Immobilisierung wird haufig verwendet, obwohl die Gefahr
einer unspezifischen Anbindung besteht. Dies kann die biologische Funktion der Pro-

bemolekiile storen. Sie hat aber den Vorteil, dass man das zu immobilisierende Molekiil
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nicht mit einer speziellen funktionellen Gruppe modifizieren muss. Besonders bei Pro-
teinen vereinfacht dies die Herstellung und somit die Produktion des Mikroarrays. In

Tabelle 2.4 ist eine Ubersicht hiufig genutzter Immobilisierungsarten gegeben.

Bei der kovalenten Anbindung werden meist Aminofunktionen des Lysins sowie des
N-Terminus mit der Oberfliche zur Reaktion gebracht. Dafiir stehen die Succinimid-
Aktivesterkupplung,®! die reduktiven Aminierung mit Aldehyden,*? die Epoxidoff-
nung!'* sowie die Reaktion mit Isothiocyanten' zur Verfiigung. Ebenso konnen die
weniger reaktiven Alkoholseitenketten von Ser, Thr und Tyr mit Trifluorethylsulfonat
modifizierten Oberflichen umgesetzt werden.!"” Alternativ kann die Immobilisierung
iiber aktivierte Carbonséureester der Asp- und Glu-Reste mit aminofunktionalisierten
Oberflachen erfolgen.! Diese Aminosauren befinden sich in der Mehrzahl an der Ober-
flache von Proteinen. Nachteilig ist allerdings die mogliche Quervernetzung mit Lysin-

seitenketten, die die Proteinaktivitat beeintrachtigen kann.!'

Tabelle 2.4: Auflistung verschiedener nicht-regioselektiver Immobilisierungsverfahren (R = Protein, Peptid).

Immobilisierungsverfahren Ref. Immobilisierungsverfahren Ref.
o) kovalente Immobilisierung [151] [155]
o o 4 o Kupplungs
reagen
E}O—N + H,NR ———> N)—N-R \ NH, )L _reagenz _ \ H R
o/ + HO” R o’ N[
/ o / / o]
154 156
(154] R, [156]
N_P-s0 —\/ .\M/—@_'(N HCRzR o
=802+ HOR 0-R N+ HCRy l/_@_(
)wv/ \—CF3 D / F3C N / CFs
o R HN'R [152] “;1-icht-kovalente Immobilisierung [157]
N + + [0}
0\ \ NaBH, NH o}
N ) + R Y 2 N ) N NH; .1 >N NH36)|\R
— w4 0" "R PN
)/ 4™ 4T
Polyamin
0 Base HO H [153] [158]
-R ———» N
m); + R 5,..)\/” R N, . dophober ),whydrophober | r
/ Bereich / Bereich
Polystyrol
[152a] . [159]
nN=C=S Base N K y YoM% N _No,
N,/ +HNR ——> ,NTN“R S0, F N g — |M0 , HN'
/ S NO, ?"’Os— \_R
Nitrocellulose NO;

Nicht-kovalente Immobilisierungen haben den Vorteil, dass sie minimal invasiv und
einfach in der Handhabung sind. Nachteile sind jedoch die Diffusion auf der Oberflache
sowie die mangelnde Stabilitdt bei Lagerung und wiederholter Verwendung. Héaufig
werden Proteine iiber elektrostatische Wechselwirkungen immobilisiert. Verbreitet ist
die Immobilisierung iiber Polyamine, in Form von Polylysinen oder dendritischen Ami-
nen, die bei physiologischen pH-Wert protoniert vorliegen und als Kation mit Carboxyl-

resten des Proteins eine ionische Bindung eingehen.!®” Auflierdem finden Nitrocellulose
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beschichtete Materialien Verwendung. Die Immobilisierung erfolgt hierbei mit Hilfe ei-
ner Mischung aus elektrostatischer und hydrophober Wechselwirkung. 1 die Veranke-
rung von Proteinen auf Polystyrol (PS) oder PS-beschichteten Oberflachen, wird am
haufigsten verwendet, obwohl der Bindungsmechanismus nicht aufgeklart ist. Besonders
effektiv haften hydrophobe Peptidsequenzen, die zusétzlich Arg- oder Lys-Reste tragen,
an der PS-Oberflache."

Regioselektive Immobilisierung auf Protein-Arrays

Die regioselektive Immobilisierung erlaubt es eine gewiinschte Proteinorientierung und
somit eine native Proteinfaltung zu begiinstigen. Daraus ergeben sich folgende Anfor-
derungen: Die Proteinimmobilisierung sollte chemoselektiv verlaufen. Es sollte kontrol-
lierbar sein, welche funktionelle Gruppe oder welches Ankermolekiil eines Proteins mit
der Oberfliche verbunden wird. Dariiber hinaus sollte die Verkniipfung gerichtet sein.
Das heifit, es soll nur eine Proteinorientierung auf der Oberfldche eingenommen werden
ohne dass dabei die Faltung noch die Zugédnglichkeit zur Bindungstasche gestort
wird.'® Dies bedeutet zwangslaufig, dass die Methode bioorthogonal sein muss. Die
gewiinschte Reaktion muss also eine hohe Selektivitdt besitzen und nicht durch die
funktionellen Gruppen des Proteins oder des Puffers beeinflusst werden. Einschrittme-
thoden sind bevorzugt. Auflerdem spielt die Komplexitdt der Proteinmodifikation vor
der Immobilisierung eine wichtige Rolle, da sie in das rekombinante Protein eingebracht
werden muss.!'"!) Eine Auflistung gingiger regioselektiver Immobilisierungsverfahren ist
in Tabelle 2.5 dargelegt. Einige etablierte Methoden nutzen Modifikationen welche sich
mit rekombinanten Methoden leicht realisieren lassen. Beispiele hierfiir sind /N-termi-
nierte Cysteinylproteine oder Peptide, welche mittels Thiazolidinbildung auf Glyoxal-
Oberflachen verankert werden konnen. Auch kénnen Cysteinylpeptide auf Thioester-
funktionalisierten Fldchen immobilisiert werden. Bei dem Einbau unnatiirlicher Ami-
nosauren als Reaktionspartner in Proteine ist eine Synthese relativ komplex. Es gibt
die Moglichkeit unnatiirliche Aminosduren iiber das ,,genetic-code engineering”"* oder
das ,,genetic-code expansion“!'" Verfahren einzubauen. Ebenso kann die EPL chemisch-
synthetische Peptide, welche die gewiinschte Modifikation tragen, in rekombinante Pro-
tein einfithren (Kapitel 2.2.2, Seite 9). Des Weiteren kénnen regioselektive Modifikation
durch eine chemische Behandlung eingebaut werden. Beispielsweise lassen sich in Gly-
koproteinen' und in /N-terminale Ser- oder Thr-Polypeptiden durch Behandlung mit
NalO, gezielt Aldehydfunktionalititen erzeugen.!'® Enzymatische Aldehydgeneration

ist bei spezifischen Sequenzen ebenso moglich. %!
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Tabelle 2.5: Auflistung verschiedener regioselektiver Immobilisierungsverfahren (R = Protein, Peptid).

Immobilisierungsverfahren Ref. Immobilisierungsverfahren Ref.
kovalente Immobilisierung [167] HN-Z-R N'X’R [168]
S\M/SH o + S \ > 2 —_— \I _—
""\ = ]
- \ Z=NH,O Ns_R
) E:N_R ) ’q z NHa g | oxo Ny
(0]
o o] (o] o [1684] ---- nicht-kovalente Immobilisierung--—-----\—‘ ---------- [169]
H HoN R H
N — N -R ;
\‘“““ N\I])LH * j)\ H \ ])\ A (NTANZ* + HisgR —— | ~(NTANZ*
/) o HS / HN / Hisg-R
N / . @ cu™ \ _N_R [161b] [170]
el R
- U o i NP .
// Ns ///\R / N / (Strept)Avidin + Biotin-R / (Str;r‘:t)i:gim
H 9 [171] [172]
o JOL o NJ)LR
NCL
)\‘}—X/Y + xRN 'j;s o N N DNAPNAR
HoN_ % > N ~"DNA + DNA/PNA-R — ™ |~ DNA
L 2Ny N _O
x= ¢S Y= ¥ %
\—ph R
HS HS

Intein*-Thioester!'™ (Schema 2.3 B) und Proteinester!™ lassen sich dariiber hinaus mit
Hydrazin behandeln, um C-terminale Proteinhydrazide zu erhalten. Aldehyd-, Hydra-
zin, Hydrazid und Hydroxylamin sind niitzliche bioorthogonale Reaktionspartner in der
Hydrazon- und Oximligation, die auch fiir die regioselektive Immobilisierung Verwen-
dung findet. Diese sehr schnelle und unter pH 5.5 hoch chemoselektive Reaktion wurden
von Bertozzi et al. im biochemischen Kontext intensiv erforscht und fiir die Biokonju-
gation in-vivo ausgenutzt.'™ Die Katalyse mit Anilin, die die Reaktion dariiber hinaus
noch schneller und in geringen Konzentrationen effizienter machte, wurde 2008 von
Dawson et al. vorgestellt. Sie stellte zu der Zeit die schnellste bekannte Biokonjugati-
onsmethode dar.l'®"< Sie ist schneller als die Kupfer katalysierte CuAAC,'" die auch
als ,,Click-Reaktion“ bezeichnet wird, um ihren schnellen Charakter zu unterstrei-
chen.l'®*! Die Click-Reaktion findet ebenso Anwendung als gerichtete Immobilisierungs-
methode. Das Alkin oder das Azid kann fiir die Oberflachenmodifizierung verwendet
werden, entsprechend wird eine Azid- oder Alkingruppe im Protein bend6tigt. Der Ein-
bau dieser Gruppen gestaltet sich schwierig. Aus diesem Grund wird meist ein Alkin -
oder Azid- modifiziertes Peptid mittels EPL eingeftihrt.['5"™™7 Lin et al haben gezeigt,
dass ein Azid auf der Oberflaiche und die Alkinfunktion im Protein vorteilhaft fiir die

Immobilisierung ist."6!")

Fiir eine regioselektive nicht-kovalente Immobilisierung wird vielfach die sehr affine
Biotin-Streptavidin oder Biotin-Avidin-Bindung ausgenutzt.'™ Eine weiter Methode ist
die Verwendung einer Hexahistidin-Markierung (Hiss) am Protein. Diese bindet iiber
die freien Koordinationsstellen (Kp = 0.1 nM)"* des Nickel-Nitrilotriacetat (Ni-NTA)-
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Affinitatsankers.'®) Eine sehr niitzliche nicht-kovalente Immobilisierungstechnik ist die
Konjugation von Proteinen oder Peptiden mit DNA oder Peptid-Nukleinséduren (engl.
peptide nucleic acid Abk. PNA), um diese dann gezielt auf DNA-Mikroarrays zu im-
mobilisieren.'™ Dies hat auch den Vorteil, dass bei entsprechender Kodierung kein
Spotter verwendet werden muss. Die Probe kann iiber den gesamten Chip uniform
aufgetragen werden, da durch die Basenpaarung die Lokalisation der Probenmolekiile

festgelegt ist.

2.5.2 Synthese von Proteinen und Peptiden auf Arrayoberflache

Die direkte Synthese der Probemolekiile auf Arrayoberflachen ist fiir Oligonukleo-
tide und Peptide beschrieben worden, weil diese molekularen Ketten aus einzelnen de-
finierten Bausteinen linear aufgebaut werden kénnen. Eine parallele Synthese ist somit
einfach realisierbar. Die existierenden Verfahren bedienen sich meist der Photolithogra-
phie. Fiir DNA-Arrays werden nach Fodor et al. Synthesestrategien eingesetzt, die pho-

tolabile-Schutzgruppen verwenden.!'™.

Die verbreitetste Synthese von Peptid-Arrays ist die von Frank et al. entwickelte
SPOT-Synthese.'™ Die Aminosiurebausteine werden in aktivierter Form in Losung auf
einer zweidimensionalen Membran pipettiert. Die Verankerung des Peptids erfolgt iiber
eine Esterbindung mit der Membran. Die Abspaltung und Kettenverlangerung verlduft
analog durch das Pipettieren der entsprechenden Losungen auf den Spot. Nach der
Synthese erfolgt die Analyse meist direkt auf der Membran. Es besteht ebenfalls die
Moglichkeit die Synthese auf einer Zellulosemembran durchzufiithren. Bei der Behand-
lung mit TFA 16st sich diese Membran auf und ein Peptid-Zellulose-Konjugat bleibt
zurlick. Es kann in hoher Dichte auch auf anderen Triagern immobilisiert werden.!'s
Seit ihrer Entdeckung, wurde die SPOT-Synthese vielfach fiir die Herstellung von Pep-
tid-I'*Y sowie einmal von Protein-Doménen-Arrays'™ verwendet.'*? Allerdings ist die
Diffusion der Kupplungslosung (Kriechen) innerhalb der Membran ein Nachteil,
wodurch im Vergleich zu anderen Tragermaterialen nur eine geringe Auflosung erreicht
werden kann (~25 Peptide/cm?).1% Aulerdem fiihrt die grofie Oberfldche zur Wasser-
absorption und kiirzeren Reaktionszeiten auf Grund von Verdampfung des Losungs-

mittels, was die erzielbaren Ausbeuten bei Kupplungsreaktionen erniedrigt.

Auch photolithographische Verfahren werden fiir die Peptidsynthese eingesetzt. Da-
bei werden anlog zu den DNA-Mikroarrays photolabile Schutzgruppen verwendet. Mit-
tels geeigneter Photomaske werden nur bestimmte Peptide bestrahlt und deblockiert.

Anschliefend wird dann die zu kuppelnde Aminosaure global auf den Chip gegeben.
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Nur die entschiitzten Peptide wachsen um die entsprechende Aminosdure an. Es wird
also pro Kupplungszyklus nur ein Aminoséurederivat verkniipft. Es handelt sich daher
um eine eher langsame Vorgehensweise, die aber dichte Peptidarrays mit hoher Auflo-
sung (Fodor et al., 640 Peptide/cm?) liefert.!'s?

Ein dhnliches Verfahren zur SPOT-Synthese wurde von Bischoff und Mitarbeitern
vorgestellt.'™ Dabei werden Aminosaure-Pentafluorophenylester in einem bei Raum-
temperatur festem Losungsmittel als Kugel auf einer Chipoberfliche aufgetragen. Die
Partikel sind zur Auftragung und zur Immobilisierung triboelektrisch aufgeladen. An-
schliefend werden die Sphéren durch Laserbestrahlung auf iiber 90°C erhitzt, wobei
das Losungsmittel schmilzt und die Aminoséduren zur Reaktion gebracht werden. Als
Losungsmittel wird meist NV, N-Diphenylformamid verwendet. Das Verfahren ist sehr

schnell und erméglicht Arraydichten von 400 Peptiden pro cm?.

Die gegenwartig verfiigharen Methoden der Peptid-Array-Technologie erlauben es
Peptide mit hohen Dichten und gerichteter Oberflichenimmobilisierung zu liefern. Al-
lerdings sind die erreichbaren Léngen durch schlechten Kupplungsausbeuten geringer
als bei Festphasen-basierten Synthesen. Auflerdem gibt es keine analytische Methodik
um die Integritat (Sequenz, Racemisierung oder Nebenreaktionen) der Peptide zu tiber-
priifen. Es entstehen also leicht falsch-positive oder -negative Einzeltreffer. Daher blei-
ben die beschriebenen Methoden im Allgemeinen auf die Herstellung von kurzkettigen

Peptidarrays begrenzt.

Die Arbeitsgruppe um Schneider-Mergener nutzte 2003 die Vorteile der SPOT-Syn-
these aus, um unterschiedliche N-terminale Cysteinylpeptidfragmente auf einer Zellu-
losemembran zu synthetisieren und sie anschlielend global mit einem Peptidthioester
umzusetzen.!'"* Dabei wurde die 38-Reste lange WW-Domaéne des Yes-Kinase assozi-
ierten Proteins (hYAP) synthetisiert, wobei das C*terminale Cysteinylfragment (24-
mer) an den Positionen 30, 32 und 35 durch 19 Aminoséduren (alle auer Cystein)
subsituiert wurden. Daraus ergaben sich 6859 (19°) Variationen, die mit zwei Peptidbin-

dern mit Hilfe von SPR hinsichtlich ihrer Bindungsaffinitdten charakterisiert wurden.

Wie eingangs angefiihrt, gestatten rekombinante Methoden einen robusten Zugang
zu langen Proteine und Proteindoménen. Die Immobilisierung kann zwar die Funktion
(Orientierung, Faltung oder Zugang zur Bindungstasche) der Proteine storen, trotzdem
bleibt die rekombinante Synthese mit anschlieBender Verankerung des Proteins derzeit
das Mittel der Wahl fiir die Herstellung von Protein-Arrays. Chemische Synthesen auf
der Oberfliche werden bislang lediglich fiir kurzkettiger Peptid-Arrays eingesetzt.
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Oberflachensynthesen durch Fragmentkondensation von Protein- oder Protein-Do-
méne-Arrays scheinen momentan nur auf proof-of-priniciple Studien ohne biologische

Relevanz beschrankt zu sein.

Das Alleinstellungsmerkmal der chemischen Totalsynthese von Proteinen ist der ge-
zielte Einbau von PTMs. Dieser grofle Vorteil wurde aber noch nicht fiir die chemische

Synthese von Protein-Arrays nutzbar gemacht.

2.6  Biologischer Hintergrund von Abl, Arg und Bcr-Abl

Die beiden Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinasen der Familie Abelson (engl. Abelson
murine leukemia viral oncogene homolog 1) Abl und Arg (auch Abll und Abl2) iiber-
mitteln extrazelluldre Signale zu Proteinnetzwerken die Fortpflanzung, Uberleben, Be-
wegung und Invasion kontrollieren. Es wurde gefunden, dass die mRNA Level der
ABL1- und ABL2-Gene in Krebszellen signifikant erhoht sind. Aulerdem wurde beson-
ders fiir Abl ein Zusammenhang der Kinaseaktivitdt zu der Tumorprogression herge-
stellt.!® Ein Fokus der Wirkstoffforschung war in den letzten zwei Jahrzehnten Tyro-
sinkinase-Inhibitatoren zur Krebstherapie zu finden. Bis heute ist die erfolgreichste
dieser Anstrengungen die Entwicklung der Abl-Kinase-Inhibitoren zur Behandlung der
chronischen myeloischen Leukédmie (CML).!' Der erste Inhibitor war Imatnib (Han-

delsname Glivec; Novartis), weitere Wirkstoffe folgten mit einer hoheren Wirksamkeit.

Das Verstandnis der Aktivierung der Abl-Tyrosinkinase ist besonders seit der Ent-
deckung der Verbindung zur CML Gegenstand intensiver medizinischer und biologi-
scher Forschung. Die Pathologen Bennet"", Craigid'®® und Virchow'® beschrieben im
Jahr 1845 unabhéingig voneinander die unnatiirlich hohe Zahl an weiflen Blutzellen in
Patienten. Virchow beschreibt diesen Zustand als Blutkrankheit und prigt den Begriff
Leukéamie. Vermutlich hat Virchow damit die erste Beschreibung von CML geliefert.**
Im Jahr 1960 wurde durch Nowell und Hungerford eine einschlagende Entdeckung ge-
macht. Sie fanden die ursichliche Verbindung des Philadelphia-Chromosoms (Ph*) zu
CML." Das Philadelphia-Chromosom war die erste identifizierte Chromosomenver-
anderung, die mit dem Beginn von Krebs in Beziehung gebracht worden ist. Mehr als
95% der CML-Patienten besitzen das Ph*. Es wird auch in anderen Krebszellen gefun-
den. Interessanterweise tragen 30% aller gesunden Individuen ebenfalls das Ph* in sich,
allerdings in einer sehr geringen Konzentration von 1-10 Zellen pro 10® weiflen Blutzel-
len.'”? Die Chromsomenveranderung geschieht in hamatopoetischen Stammzellen im

Knochenmark. Das Chromosom 9 bricht wiahrend der Zellteilung im Bereich q34.1 und
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das Chromosom 22 in der Region q11.2 (Abbildung 2.1 A). Die Bruchstelle liegt bei
beiden Chromosomen im Bereich von Genen: Das Gen fir ABL auf Chromosom 9 und

das BCR-Gen (breakpoint cluster region) auf Chromosom 22.

A wildtyp m-ber M-bcr  u-ber

Translokation
Chromosom 9 1(9:22) Phlladelph|a p185 p210 p230

Chromosom
Wildtyp (Ph) OLIGOAB S/T Kinase DBL/CDC24 PH RACGAP
Chromosom 22 abl
{
WA CAP SH3 SH2 SH1Kinase NLS DNA ACTIN
—_—
BCR BRI 011G A B S/T Kinase|| SH3 SH2 SH1Kinase NLS DNA ACTIN

22qg11.2 ABL
(BCR) YELLSMOLIGO A B S/T Kinase DBL/CDC24 PH| SH3 SH2 SH1Kinase NLS DNA ACTIN
p2308BCR- ABL OLIGOAB S/T Kinase DBL/CDC24 PH RACSH3 SH2 SH1Kinase NLS DNA ACTIN

9934.1
(ABL)

Abbildung 2.1 A: Translokation des Chromosoms 9 und 22 wahrend der Zellteilung: Dabei brechen die beiden
Chromosomen auseinander und werden vertauscht fusioniert, wobei die BCR- und ABL-Genabschnitte nebenei-
nander auf dem sog. Philadelphia-Chromosom enden. B: Die drei Breakpoint-Regionen des BCR-Genoms, welche
verantwortlich fur die Gberwiegend vorkommenden BCR-Abl-Fusionsproteine sind. BCR-Proteindoméanen beinhal-
ten: OLIGO = Oligomerisierung; A und B = A und B Boxen; DBL/CDC24 = Dbl-Homologie; PH = Pleckstrin-Homologie;
RACGAP=Rac-GTPase. Abl-Proteindomanen beinhalten MYR = Myristoylierung-Signal; CAP = Hydrophobe-Region-
Cap, NLS = Nukleare-Lokalisations-Domanen, DNA = DNA-Bindungsstellen und ACTIN = F- und G-Aktin-Bindungs-
stellen.

Wihrend der Translokation wird der 5 Teil von BCR mit dem 3’-Element des ABL-
Gens fusioniert. Das BCR-Gen kann dabei unterschiedlich gebrochen werden (m-, M-,
oder p-ber). Das ABL-Gen weifit nur eine Bruchmoglichkeit (ab/) auf (Abbildung 2.1
B). Das langste Spaltprodukt der minor breakpoint cluster (m-bcr) umfasst 54-kb und
resultiert in einer ela2 mRNA, die das pl85P=4" Protein generiert. Der major
breakpoint cluster (M-bcr) ist 5.8 kB lang und resultiert im p210%-A" Fusionsprotein.
Die dritte Bruchstelle ist am 3‘ Ende des (p-ber) lokalisiert, die entsprechende 9 kB
mRNA formt das p2108=-2" Protein. Alle drei Ber-Abl Fusionsproteine weisen eine sehr
hohe Kinaseaktivitat auf, welche ursédchlich fiir die Progression der Krebstransforma-
tion ist.”Y In Bezug auf Autophosphorylierung und Transphosphorylierung ist die
Kinaseaktivitat viel grofler als im Wildtyp-Genprodukt der Abl-Tyrosinkinase, welche
meistens in einem inaktiven geschlossenen Zustand vorliegt. Es wurde gezeigt, dass fir
eine zelluldre Entwicklung zu einer Leukémiezelle eine erhohte Kinaseaktivitit notig
ist. Eine Mutation in Ph*, welche fiir eine inaktive Ber-Abl Kinase sorgt, inhibierte die
zellulare Transformation zu Leukamie.'”” Um die Kinaseaktivitat von Ber-Abl zu ver-
stehen, wurde die Aktivierung der Kinasen der Src-Familie, zu denen auch Abl gehort,
untersucht. Dabei wurde folgender Mechanismus gefunden (Abbildung 2.2). Abl wird
durch eine Bindung der /N-terminalen Kappe vermittelt durch eine Myristoyl-Gruppe
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(Myr.) mit der tiefen hydrophoben Tasche in der Kinase-Doméne in einer geschlossenen
inaktive Konformation gehalten. Statt einer Myr-Einheit kann die Bindung auch mit
einer hydrophoben Sequenz stattfinden. Dieser ,eingehakte“ /N-Terminus von Abl plat-
ziert die SH2- und SH3-Doménen auf der Riickseite des groflen und kleinen Teils der
Kinase-Doméne. Auflerdem bindet die SH3-Doméne die Interdoméne zwischen SH2-
und Kinasedoméne intramolekular (in cis).

N Interdoméne ID
Q

PxxP Motiv Schaltung
der
SV JD. Aktivitit

~ Ki
Tyn) ammerung
entfernen

412

Tyr
phosphoryliert

SH3-Peptid-Interaktion in cis SH3-Peptid-Interaktion in trans Kinaseaktivitat angeschaltet

Abbildung 2.2: Drei-Stufen Aktivierungskaskade der Abl-Tyrosinkinase. Die Abl-Kinase wird durch eine N-terminale
Myristoyl-Gruppe (Myr.) und einer Bindung der SH3-Doméne zu der SH2-Kinase Interdoméane (ID) in cis in einer
geschlossenen inaktiven Konformation gehalten. Durch die intramolekulare Bindung in trans eines prolinreichen
Liganden wird die Klammerung entfernt. Die Kinaseaktivitit wird durch die Phosphorylierung des Tyr*2-Rests final
angeschaltet.'%1 jn ¢is = intramolekular, in trans = intermolekular

Diese ,,Klammer“ verhindert die Ausbildung der aktiven Konformation der Kinase-
Doméne, die sich wihrend der ATP-Prozessierung stindig 6ffnen und schliefen kénnen
muss. Ein externer prolinreicher Binder kann die Klammer 16sen, indem die Bindung
der SH3- zur Interdoméne in cis durch eine intermolekulare Bindung (in trans) mit
einem PXXP-Motiv verdringt wird. Die SH3-Doméne wurde als Regulator der Kinase-
aktivitdt bestédtigt, da gekiirzte Abl-Kinasen bei denen die SH3-Doméne fehlte eine
sehr hohe Kinaseaktivitiat zeigten.'” Diese ,,Entklammerung® fithrt aber noch nicht
zur vollstandigen Aktivierung, da sich noch eine Schleifenregion vor der Kinase-Doméne
befindet. Phosphorylierung zum pTyr*? fiihrt zu einer konformationellen Anderung und

schaltet die Kinaseaktivitit vollstandig an.!'")

In der Literatur wurde davon ausgegangen, dass Phosphorylierung innerhalb der
SH3-Doméne im Allgemeinen die Affinitit fiir prolinreichen Sequenzen herabsetzt.!”
Eine Verringerung der Affinitdt wurde fir die pY’-phosphorylierte Doméne mit einem
Liganden, sowie der Interdoméne mittels Deuterium-Austausch bestimmt.' Warmuth
et al. zeigten auflerdem, dass Phosphorylierung von Y7 durch die Hck-Kinase fiir die
volle katalytische Aktivitdt von Ber-Abl notwendig ist.'” Auflerdem beobachteten
Meyn et al., dass die Position Y’ von Ber-Abl in CML-Zellen zu einem hohen Prozent-
satz phosphoryliert vorliegt und diese Phosphorylierung durch Kinasen der Src-Familie

durchgefithrt wird. Hier wurde ebenfalls beobachtet, dass bei Phosphorylierung eine
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schnelle Zelltransformation stattfindet, bei Mutation zu Phenylalanin allerdings
nicht.?™ Die pY’-Phosphorylierung ist damit die am besten untersuchte Phosphorylie-
rung innerhalb der Abl-SH3-Phoshpho-Doménen. Laut der phosphosite Datenbank sind
allerding alle drei Tyrosinreste der Abl-SH3-Doméne in Krebs-geschidigten Gewebe
phosphoryliert (pY” 14 Eintrdge, pY* 196 Eintrage, pY® 223 FEintrdge, Stand
09.09.2016). Fiir die am meisten biologisch untersuchte Phosphorylierungsstelle (pY™)
sind allerdings nur 14 Eintrage (4% der Eintrége im Vergleich zu allen pTyr-Eintragen)
gelistet. Die Arg-SH3-Doméne ist biologisch viel weniger untersucht. Dennoch gibt es
Eintrége, besonders fiir die Y*>-Position (pY’ 10 Eintrdge, pY* 1 Eintrag, pY® 220
Eintrége, Stand 09.09.2016). Die Positionen Y7, Y* und Y in der SH3-Doméne ent-
sprechen den Positionen der Numerierung Y™, Y* und Y'® im Abl-Protein sowie Y6,
Y9 und YY" im Arg-Protein. Diese Phosphorylierungen wurden vor allem in Krebszel-

len besonders haufig in Leukédmiezellen beobachtet.
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Ziel dieser Arbeit ist, die Findung einer Methodik zur parallelen Synthese und Ana-
lyse von posttranslational modifizierten Proteindoménen (Schema 3.1). Es soll dabei
die native chemische Ligation (NCL) zur Verkniipfung von Proteindoménen-Fragmen-
ten auf der Oberfldche verwendet werden. Eine lineare Synthese auf der Oberflache ist
auf Grund der geringen Ausbeuten bei den benétigten Langen der Doménen (> 60 AS)
nicht praktikabel. Da die HPLC-Reinigung einer parallelen Durchfithrung im Wege
steht sollen die Domanen-Fragmente als Rohprodukte eingesetzt werden konnen. Fiir

die Erreichung dieses Zieles miissen die folgenden Voraussetzungen erfiillt werden:

(1.) Es muss eine Methode entwickelt werden, die fiir die NCL einsetzbare Proteinfrag-
mente in hoher Reinheit der Rohprodukte zur Verfiigung stellt. Diese Synthesestrategie
muss phosphorylierte Peptidthioester (P2) und N-Cysteinylpeptide (P1) liefern kénnen.

(2.) Es soll weiterhin eine stabile regioselektive Immobiliserungsmethode gefunden wer-
den, durch die Cysteinylpeptide (P1) auf einer Mikrotiterplatte stabil verankert werden
kénnen. Die Immobilisierung soll gegeniiber den Bedingungen der NCL mit dem Thio-

esterfragment (P2) sowie einer eventuell notwendigen Entschwefelung stabil sein.

(3.) Alle synthetischen Schritte miissen im Parallelformat idealerweise automatisiert

durchfithrbar sein.
(4.) Der Erfolg der Synthese muss iiberpriifbar sein.

(5.) Die Erkennungseigenschaften der erhaltenen Protein-Domaénen sollen anschlieflend

mit potentiellen Bindern parallel untersucht werden konnen.

Eine mogliche Methodik, welche die oben genannten Voraussetzungen erfiillt, ist in
Schema 3.1 gezeigt. N-Cysteinylpeptide (P1) oder andere entschwefelbare N-thiolierte
Peptidfragmente (z.B. N-Penicillamin-Peptide) werden C-terminal auf einer Mikroti-
terplatte immobilisiert. Die Immobiliserungsmethode sollte schnell und spezifisch sein
und gegeniiber der im Anschluss notwendigen Behandlung stabil sein. Die C-terminalen
Fragmente (P1) der zu untersuchenden Proteindoménen konnen als Rohprodukte ver-
wendet werden, wenn wahrend der Synthese ein Blockierungschritt nach jeder Amino-
saure-Kupplung durchgefithrt wurde (Abschnitt 2.4.1, Seite 24). Dann kénnen nur Voll-
langenpeptide eine /N-terminale Mercapto-Aminosaure tragen, die im Anschluss in einer

NCL reagieren kann. Die Zugabe von Peptidthioestern ermoglicht die NCL auf der
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3. Kapitel: Zielstellung

Oberfliache. Fiir die Synthese dieser Thioester kann die selbstreinigende Peptidthioes-
tersynthese verwendet werden, die Rohprodukte mit hoher Reinheit liefert (Abschnitt
2.4.2, Seite 25).

| parallele Synthese

parallele Analyse =

NH»
Q
Cys:R=H; 0-P-0
Pen: R = CH, on
D
SH o
H2N R 1) BZ|SK 2)
R SH -0
HoN R
o R
0-P-0 Q
OH P-0
G o OH
X .
o> OH
( I - { Domaénen-
v X o0 X  sequenz
| Mikrotiterplatte T b 'db' J |
: A C : eptidbinder 1 :

Schema 3.1: Allgemeine Zielstellung einer parallelen Synthese und Analyse von Protein-Doméanen auf der Oberfla-
che mit Hilfe von 1) Immobilisierung, 2) NCL auf der Oberfldache, 3) Entschwefelung zur nativen Sequenz —wenn
notig— sowie 4) Faltung und Bindungsmessung mit FAM-markierten Peptiden.

Falls n6tig kann in der Folge durch metall-freie radikalische Entschwefelung die Do-
ménen-Mutante in die native Doméne iiberfiihrt werden (Abschnitt 2.2.3, Seite 10).

Besonders bei diesem Schritt bedarf es einer stabilen Oberflidchenverankerung.

Diese dargelegten Syntheseschritte konnen parallel durchgefithrt werden. Im An-
schluss konnen die immobilisierten Doménen mit Fluoreszenz-markierten Peptiden be-
handelt werden. Mit Hilfe eines Plattenlesegeréts kann dann die Analyse aller Protein-

Ligand-Interaktionen parallel quantifiziert werden.

Die erhaltenen Daten sollen dann durch andere Methoden iiberpriift und der Ur-
sprung der Erkennungseigenschaften erforscht werden. Die Methodik kann dazu dienen
Informationen iiber Protein-Protein-Interkationen zu liefern. Der Fokus liegt dabei auf
der Verdnderung des Erkennungsrepertoires der analysierten Proteindoménen durch
post-translationale Modifikationen. Dies soll exemplarisch fiir die Tyrosin-Phosphory-

lierung durchgefiihrt werden.
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4. Kapitel: Ergebnisse und Diskussion

In dieser Arbeit werden ausschlieBlich Src-homology 3 (SH3)-Protein Doménen unter-
sucht. Obwohl die systematische Charakterisierung der SH3-Doménen erst relativ jung
ist, zahlt sie mittlerweile zu einem der vermutlich am besten untersuchten Proteinin-
teraktionsmodule. Sie wurde erstmals 1988 von Mayer'*!) und Stahl?* als Domane be-
schrieben. Diese ca. 60 Aminosduren zéhlende Doméne bindet mit moderater Affinitat
prolinreiche Liganden und spielt dabei eine wichtige Rolle in biologischen Prozessen
wie der Assemblierung von Multiproteinkomplexen bis hin zu der Enzymregulation
durch intramolekulare Interaktion (Abschnitt 2.6, Seite 34).2 SH3-Doménen mit man-
nigfaltigen Funktionen wurden in vielen Organismen gefunden. Uber die SH3-Doméne
gibt es bereits eine Fiille an genetischen, biochemischen und strukturellen Informatio-
nen. Die SH3-Doméne gilt als ein ideales Modellsystem, um beispielsweise Fragen nach
zellularer Spezifitdt und der generellen Logik von Proteininteraktions-Netzwerken zu
untersuchen. Strukturell bestehen die SH3-Doménen aus fiinf B-Faltblattstriangen.
Diese sind in zwei senkrecht angeordneten B-Faltblattern organisiert, die durch eine 3¢
Helix getrennt sind (Abbildung 4.1 A).? Die Erkennung prolinreicher Binder wird im
Allgemein durch die stark-konservierten aromatischen Aminoséduren Tyr, Trp, Phe und
His erzeugt (Abbildung 4.1 B, blau-markiert). Das SH3-Doménen-spezifische Erken-

nungsrepertoire wird durch die rot-markierten Aminosauren bewirkt.??*!

F7
RT
> ) Schleife
n-Src 7 RT ~ / , Bg., Fi
Schleife Schleife /(o

n-Src
Distal Schleife
Schleife C
™ src Distal Klasse |
Schleife Schleife Schl.
- — — RT
Schileife

TTEVAL¥MDMES-RTETPLSFKKGERLQIVNNT-EGDWWLAHSLSTGQTGYIRSNY¥VAPS c-Src

KFVQALFDENP-QESGELAFKRGDVITLINKD-DPNWWEGQLN--NRRGIFPSNY¥VCPY
EYVRALEDFNG-NDEEDLPFKKGDILRIRDKP-EEQWWNAEDSE-GKRGMIPVPYVEKY
NLFVALY¥DEVA-SGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEWCEAQTK--NGQGWVRBSNYITPV
TECIAK¥NFHG-TAEQDLPFCKGDVLTIVAVIKDPNWYKAKNKV-GREGIIPANYVOKR
SQVEALFSYEA-TQPEDLEFQEGDIILVLSKV-NEEWLEGECK--GKVGIFPKVEVEDC
VIVIAKWDYTA-QODQELDIKKNERLWLLDDS--KTWWRVRNAA-NRTGYVPSNY¥VERK
KWVLCNY¥DEQA-RNSSELSVKQRDVLEVLDDS--RKWWKVRDPA-GQEGYVPYNILTPY
RWARALY¥DFEA-LEDDELGFHSGEVVEVLDSS-NPSWWTGRLH--NKEGLFPANYVAPM
LVVRAKENFQQ-TNEDELSFSKGDVIHVTRVE-EGGWWEGTLN--GRTGWFRPSNYVREV
QKVKTIEPHTAGSNKTLLSFAQGDVITLLIPEEKDGWLYGEHDVSKARGWFRSSY¥TKLL
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Csk
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IRTKS N——— C
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Abbildung 4.1 A: Struktur der SH3-Domdnen, am Beispiel der Kristallstruktur von Sem-5 SH3. B: Sekundarstruk-
turmotive und konservierte (blau) und Spezifitdt-gebende (rot) Aminosaurereste in mehreren SH3-Domaénen sind
gezeigt.l?% C: Bindungsklassen der SH3-Domanen.[20%
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4. Kapitel: Ergebnisse und Diskussion

Je nachdem wie prolinreiche Liganden gebunden werden (Abbildung 4.1 C), teilt man
die Doménen in zwei Klassen ein. Klasse-I-SH3-Doménen binden bevorzugt das Motiv
[R/K]XXPXXP in C— /N Richtung. Im Gegensatz dazu binden Klasse-II-Doménen ver-
starkt XPXXPX[R/K]-Liganden in N— C Richtung zwischen der RT- und der n-Src-
Schleife. Bei den Wechselwirkungen mit den prolinreichen Peptidstrangen treten vor
allem die Schleifenregionen und die B-Strange B-3 und B-4 in Aktion (Abbildung 4.1
A und C).

4.1 Synthese der Hefe-SH3-Domane von YSC84 auf Ni-NTA funktionalisierten
Mikrotiterplatten

In dieser Arbeit wurde zunéchst die Synthese einer SH3-Protein-Doméne aus dem
Proteom der Backhefe (Saccharomyces cerevisiae) in Angriff genommen. Das Hefepro-
teom weist 29 SH3-Domaénen in 25 Proteinen auf.?” Die zu synthetisierende Doméane
stammt aus dem Protein YSC84, welches an der Organisation des Actin-Cytoskeletts,

an der Endocytose und dem Vesikeltransport beteiligt ist.%

4.1.1 Synthese der YSC84 SH3-Domane via Cystein-Scan

Um der Limitation des Cysteins an der Verkniipfungsstelle der NCL zu entgehen,
gibt es neben den Methoden der erweiterten NCL (Auxiliar- und Entschwefelungsme-
thoden Abschnitt 2.2.3, Seite 10) die Moglichkeit einen ,,Cystein-Scan“ zu nutzen. Ein
Cystein wird retrosynthetisch an einer geeigneten Aminosadureposition eingebaut, so-
dass die Faltungseigenschaften des Proteins nicht gestort werden. Dies hat den Vorteil,
dass zusétzliche Arbeitsschritte fiir eine Auxiliar-Abspaltung oder eine Entschwefelung
entfallen. Haufig werden Positionen gewahlt, die sich in einer Schleifenregion befinden
und somit wenig Einfluss auf die Faltung haben. Ein Effekt auf die Bindungsfahigkeit
ist allerdings schwer vorherzusagen. Um eine geeignete Stelle zu ermitteln, die weder
Faltung noch Bindung stort, werden in einem fiir die Ligation niitzlichen Bereich alle
in der natiirlichen Sequenz vorhanden Aminoséduren iterativ durch Cystein ersetzt. Im
Anschluss werden diese Cysteinmutanten synthetisiert und die Bindungsisothermen mit
bekannten Werten verglichen. Somit kann die Toleranz gegeniiber einer Cysteinsubsti-
tution abgeschétzt werden. Dariiber hinaus werden Informationen iiber das Verhalten
der unterschiedlichen Fragmente in der NCL sowie die resultierenden Ausbeuten erhal-
ten. Da die selbstreinigende Peptidthioestersynthese und die Synthese der Cysteinyl-
peptide parallel betrieben werden kann, schien die Durchfithrung eines Cystein-Scans

sinnvoll.
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4.1. Synthese der Hefe-SH3-Doméne von YSC84 auf Ni-NTA funktionalisierten Mikrotiterplatten

TE- 12345678910123456789201234567893012345678 9401234567895012345678960 Cys.-
Nr.:ID: Seq.: SATPTAVALY NFAGEQPGDIA FKKGIDVIIT I LK K S/DS|Q NDW WIGRTNGKEG IFPANYVRVS Nr.:

54 01:Kgi,.:, ~SATPTAVALY NFAGEQPGDL-SR + CFKKGDVITI LKKSDSQNDW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS H, 71
55 02:K 001, ~SATPTAVALY NFAGEQPGDL A-SR + CKKGDVITI LKKSDSQONDW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS H, 72
56 03:K i, ~SATPTAVALY NFAGEQPGDL AF-SR + CKGDVITI LKKSDSQNDW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS H, 73
57 04:K 001, -SATPTAVALY NFAGEQPGDL AFK-SR + CGDVITI LKKSDSONDW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS H, 74
58 05:K zi5.:,) ~SATPTAVALY NFAGEQPGDL AFKK-SR + CDVITI LKKSDSQNDW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS H, 75
59 06:K 0.1, ~SATPTAVALY NFAGEQPGDL AFKKG-SR + CVITI LKKSDSQONDW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS H, 76
60 07:K i, ~SATPTAVALY NFAGEQPGDL AFKKGDV-SR + CTI LKKSDSQNDW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS H, 77
61 08:K,.:, ~SATPTAVALY NFAGEQPGDL AFKKGDVI-SR + CI LKKSDSQNDW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS H, 78
62 09:K 5001, ~SATPTAVALY NFAGEQPGDL AFKKGDVIT-SR + C LKKSDSQNDW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS H, 79
63 10:K zi0:,) ~SATPTAVALY NFAGEQPGDL AFKKGDVITI-SR + CKKSDSQNDW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS H, 80
64 11:K go.i,-~SATPTAVALY NFAGEQPGDL AFKKGDVITI L-SR + CKSDSQONDW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS H, g1
65 12:K zioc:) ~SATPTAVALY NFAGEQPGDL AFKKGDVITI LK-SR + CSDSQNDW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS H, g2
66 13:K (51001, ~SATPTAVALY NFAGEQPGDL AFKKGDVITI LKK-SR + CDSQNDW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS H, g3
67 14:K piocin) ~SATPTAVALY NFAGEQPGDL AFKKGDVITI LKKS-SR + CSQNDW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS H, g4
68 15:K 5001, ~SATPTAVALY NFAGEQPGDL AFKKGDVITI LKKSDS-SR + CNDW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS H, g
69 16:K 5001, ~SATPTAVALY NFAGEQPGDL AFKKGDVITI LKKSDSQ-SR + CDW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS H,  gg
70 17:K gioc:n)~SATPTAVALY NFAGEQPGDL AFKKGDVITI LKKSDSQN-SR + CW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS H, gz

Abbildung 4.2: Analyse der Sequenz der SH3-Domane von YSC84, mit den fur einen Cystein-Scan notwendigen
Peptidfragmenten R = Bzl, TE = Peptidthioester, Cys. = Cysteinylpeptid.

Dies wurde fiir die SH3-Doméne von YSC84 durchgefiihrt. Um moglichst gleichgrofle
Peptidfragmente zu erhalten, werden bei einem Cystein-Scan die Aminosduren in der
Mitte der Sequenz substituiert. Die 60 Aminosduren lange Doméne wurde auf mogliche
Substitutionsstellen —innerhalb der mittleren 20 Aminoséduren— analysiert (Abbildung
4.2). Zwischen der 21. und 39. Aminosdure wurden insgesamt 17 mogliche Ligations-
stellen identifiziert. Drei denkbare Ligationsstellen (DV, DS, DW) wurden auf Grund
von moglichen B-Nebenprodukten durch Asp-Thioester ausgelassen (Erklarung in Ab-
schnitt 2.2.1, Seite 8). Aus dieser Analyse ergeben sich 17 unterschiedliche Peptidthio-
ester (54-70) und 17 Cysteinylpeptide (71-77).

Die Oberflichensynthese der Cystein-Mutanten wurde nach Schema 4.1 auf Ni-
NTA- Mikrotiterplatten (96 Kavitdten) versucht. Fiir die Immobilisierung wurden die
Cysteinylpeptide C*terminal mit einem Hexahistidin-Anker versehen. Die Peptidthio-
ester wurden N-terminal mit H-Lys(Biotin) modifiziert, um die Ausbeute tiber einen
Meerrettich-Peroxidase-Streptavidin-Konjugat (HRP-SA) (engl. Horseradish peroxi-
dase)-Assay photometrisch bestimmen zu kénnen. Hierbei wir das Signal durch die
Katalyse der Oxidation von Tetramethylbenzidin (TMB) mit Hilfe oberflachengebun-
dener HRP-SA generiert. Bei erfolgreicher Immobilisierung und Ligation wird HRP-SA
vom Ligationsprodukt an die Oberflache rekrutiert. Nach dem Waschen verbleibt HRP-
SA durch das Ligationsprodukt mit der Oberflache verbunden. TMB wird dort durch
H,0, unter dem katalytischen Einfluss von HRP zu TMB?* oxidiert. Die Absorption

von TMB?*" kann unter sauren Bedingungen bei 450 nm ausgelesen werden.
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Schema 4.1: A: Oberflachensynthese von SH3-Doméanen mit anschliefender Ausbeutebestimmung mittels HRP-
SA Assay. Ni = Ni2*(NTA) B: Struktur des verwendeten Lys(Biotin) Bausteins im Zielpeptid. Bt = H-Lys(Biotin)-

Die Peptidthioester wurden mittels selbstreinigender Peptidthioestersynthese nach
Mende et al. ohne HPLC-Reinigung hergestellt (Abschnitt 2.4.2; Seite 25).1% Die Cys-
teinylpeptide wurden als Rohprodukt verwendet, da nur das Peptid, welches N-terminal
ein Cystein tragt (Volllangenpeptide), mit dem Peptidthioester reagieren kann. Eine
Ubersicht zu den nach Schema 2.9 erhaltenen Peptidthioester (54-70) kann Tabelle 4.1

sowie Abbildung 4.3 entnommen werden.

Tabelle 4.1: Ubersicht (iber die synthetisierten Peptidthioester der YSC84 SH3-Doméne. Sequenzen sind in Abbil-
dung 4.2 aufgefiihrt.

Nr. Mutante ~ Nr.  AS-Linge Ausbeute® Reinheit" korrigierte Ausbeutel
01 54 21 45% 94% 42.3%
02 55 22 48% 2% 34.6%
03 56 23 33% 89% 29.4%
04 57 24 34% 97% 33.0%
05 58 25 23% 97% 22.3%
06 59 26 % 83% 5.8%
07 60 28 14% 59% 8.3%
08 61 29 % 87% 6.1%
09 62 30 17% 89% 15.1%
10 63 31 5% 90% 4.5%
11 64 32 % 88% 6.2%
12 65 33 24% 46% 11.0%
13 66 34 10% 89% 8.9%
14 67 35 2% 90% 1.8%
15 68 37 2% 87% 1.7%
16 69 38 5% 94% 4.7%
17 70 39 -- - -

[a] Ausbeuten der Rohprodukte durch Absorption bei 278 nm bestimmt. [b] Reinheiten bestimmt mittels HPLC bei
278 nm. [c] Resultierende Ausbeuten wurde als Produkt der Rohausbeuten und der Reinheit berechnet.
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HPLC (210 nm) 54 HPLC (210 nm) HPLC (210 nm) 62 HPLC (210 nm) 66
1 1 %GO%B 1 1 ?-QO%B 1 1 |3-90%B 1 1 :3-90%8

55 59 67
. 3-90%B . 3-60%B . 3-90%B . 3-90%B
M i JL DL
L 1 ?-QO%B L 1 3.-90%8 L 1 ?-QO%B L 1 :?’- O%B

57 61 69
_J\/—J\/ u fiﬂ
. ! 300%B ; .&QO%B . . 3-90%H . ! 3-90%B
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Abbildung 4.3 Erhaltenen HPLC-Chromatogramme der Thioester 54-69, die nach Mende et al. durch Reaktions-
flilhrung entsprechend Schema 2.9 (Seite 25) erhalten wurden.!?®”) Der Thioester 70 konnte nicht nachgewiesen
werden.

Entsprechend Schema 2.9 (Seite 25) schliefit sich an die Thiolyse ein intensives Waschen
an, um die vom Harz getrennten Abbruchsequenzen zu entfernen. Die erhaltenen Rein-
heiten konnten durch die Zugabe von 1% TFA zu den Waschlosungen deutlich erhoht
werden. Als Standardwaschprotokoll wurde zweimal je zehnmal mit Tetrahydrofuran
(THF), Toluol, N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP), CH,Cl, mit TFE (3:1) und DMF gewa-
schen. Die mittlere Ausbeute an Rohprodukt betrug 18%, wobei die kiirzeren Sequen-
zen hohere Ausbeuten zeigten. Die mittlere Reinheit lag dabei bei 84%. Die Thioester
55, 60 und 65 blieben nach mehrmaligen Reinigungsversuchen bei einer Reinheit von
unter 80%. Die erreichten Reinheiten scheinen nur geringfligig lingenabhéngig zu sein.
Interessanterweise gelang die Synthese des 38 AS-langem Thioesters 84 in einer Rein-
heit von 94%. Dahingegen konnte, trotz mehrmaligen Versuchen, der 39 AS-lange Thio-
ester 86 nicht erhalten werden. Die Ausbeuten und Reinheiten der entsprechenden Cys-
teinylpeptide 71-77 sind im Experimentellen Teil (Abschnitt 6.4.2, Tabelle 6.2, Seite
148) zu finden.

Zunéchst wurde versucht, die Cysteinmutante 06 (D26C) 91 an der Oberflache zu
synthetisieren (Abbildung 4.4 A). Der HRP-SA Nachweis zeigte allerdings ein sehr ho-
hes Hintergrundsignal fiir die Thioesterkontrolle, so dass der Erfolg der Ligation nicht

eingeschétzt werden konnte. Das Signal, das nach der Ligation in Kavitdten der NCL
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gemessen wurde, zeigte die gleiche Intensitat wie in Kavitaten die lediglich Thioester
enthielten. Vermutlich bindet der Thioester 59 unspezifische an der Ni-NTA-Polysty-
rolplatte. Bei Thioesterkonzentrationen von 100 pM in 0.1 M Na,HPO, wurden Ab-
sorptionen von iiber drei gemessen. Es wurde daher versucht, die unspezifische Adsorp-
tion des Peptidthioester zu unterdriicken. Zum einen wurden die verwendeten Ni-
Platten vom Hersteller mit Rinderalbumin (engl. bovine serum albumin, Abk. BSA)
behandelt, um unspezifische Bindung zu unterdriicken. Zu bedenken ist, dass in der
Doktorarbeit von Franziska Mende eine Umesterung von Peptidthioestern auf das cys-
teinreiche BSA beschrieben wurde.? Eine zweite Moglichkeit ist die Adsorption des
Peptids an Polystyrol iiber hydrophobe- Wechselwirkungen.!'® Beziiglich der ersten
Moglichkeit wiirde die Alkylierung der BSA Thiole eine Umesterung verhindern. Daher
wurden die BSA-Cysteine in den Platten mit Iodacetamid und Iodessigsaure alkyliert
und die Oberflachen auf unspezifische Bindung getestet. Auflerdem wurde eine unmo-
difizierte Polystyrolplatte als Vergleich herangezogen (Abbildung 4.4 B). Es wurden
steigende Konzentrationen von Thioester 88 (1-100 pM im Ligationspuffer: 0.1 M
Na,HPO4, 3 M Guanidiniumchlorid (GdmCl), 50 mM NaAscorbat (Asc.), 20 mM
TCEP, pH 7.5) tiber 7 h in den Platten geschiittelt. Auf eine Zugabe von Thioladditiven
wurde wegen der Affinitdt zu Ni*" verzichtet.

A H-Kgioyn LYRAG-SBZl + H-CRAEYSK-HG-Nivﬂ NeL, H-K(Bioﬂn)LYRAG—CRAEYSK-Hs-Nivﬂ
88 89 90

NCL  H-Kgiotin- SATPTAVALYNFAGEQPGDLAFKKG g4

59 +76 -NiQ] = CoyITILKKSDSONDWRTGRTNGKEGI FPANYVRVSH,-Ni
C

45 Ligation an der Oberfliche
| 0.80
40 .
e S 3 0.70 90
35 L
—~ i X4 <= v
£ 30 o Y T os0 ‘I‘
3 1 2l c 91
X 254 / 3 os0
N / N =
E 2.0+ il S a0
| i a
2 15 ‘ S
a 1.5+ L
< / ; st 3 o030 59
104 ! T < 0.22
| - .- 'm BSANINTAPlatte - 00 S8
1 .ot .
0.5 Q.- @ Behandlung mit ICH,CONH, - - 0.11
i et @ Behandlung mit ICH,COOH—— o 89 76
0.0+ » Polystyrol Platte- - - ' 0.05 0.05
T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 0.00

Konzentration H-K__LYRAG-SBzI / uM TE o TEOs Os o TE L TROs Os

Biotin
Abbildung 4.4 A: Testligation mit Modellpeptiden zur Evaluierung der Methodik, sowie Ligation der D26C Mutante
der SH3-Domane von YSC84. Platte = Ni-NTA modifizierte 96 Vertiefungs-Platte. B: Einfluss der Konzentrationen
des Peptidthioesters 88 auf die unspezifische Adsorption gemessen in unterschiedlichen Platten. C: Auswertungen
der Ligationsexperimente auf der Oberflache. Absorptionen nach 1h TMB Oxidation durch oberflachengebunde-
nes HRP-SA (vgl. Schema 4.1). Fehlerbalken entsprechen hier und in den folgenden Abbildungen der Standardab-
weichungen zwischen je drei Kavitdten. TE = Thioesterpeptid, Cys. = Cysteinylpeptid, Abs. = Absorption.
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Ab Konzentrationen von 20 mM (Loslichkeitsgrenze)P* verdrangt Thiophenol die Hisg-
Markierung von Ni-NTA-Komplex (Ergebnisse nicht aufgefiihrt). AnschlieBend wurden
die Platten gewaschen und die Adsorptionen, wie oben beschrieben bestimmt (Abbil-
dung 4.4 B). Dabei zeigte sich, dass die unbehandelte Polystyrolplatte schon ab einer
Konzentration von 1 pM grofle Mengen Thioester 88 band (Absorbanz > 2.7). Platten
die mit BSA-Ni-NTA belegt waren, fithrten ebenfalls zu hohen Beladungen an Biotin
(bei 5 pM tiber 2). Alkylierten Platten zeigten bei niedrigen Konzentrationen wenig
unspezifische Adsorption. Mit Iodacetamid behandelte Kavitéaten fithrten bei Inkuba-
tion mit steigenden Konzentrationen an 88 zu einem starken nichtlinearen Anstieg der
Biotinbeladung. Bei der Alkylierung mit Iodessigsdure stieg das Absorbanzsignal ledig-

lich linear an.

Die Untersuchung zeigte, dass BSA die unspezifische Adsorption des Thioesters 88
nur bei niedrigen Konzentrationen (< 5pM) verhindern kann. BSA ist in der Lage
hydrophobe Substanzen (z.B. Fluoreszein) zu binden.?* Die Behandlung mit Todessig-
sdure minimiert effektiver die hydrophobe Wechselwirkung mit der Oberflache als die

Anwendung von Iodacetamid. Dies kann mit Alkylierung von BSA erklért werden.

Anschliefend wurden die in Abbildung 4.4 A gezeigten Oberflachen-Ligationen
durchgefiihrt. Eine Thioesterkonzentration von 100 ptM war erwiinscht, um die Ligation
zur Vollstédndigkeit zu bewegen. Diese Konzentration ist fiir die NCL eigentlich gering,
da typischerweise Konzentration iiber 1 mM Verwendung finden. Allerdings lassen die
Untersuchungen zu unspezifischer Adsorption die Vermutung zu, dass an der Oberfla-
che hohe effektive Molaritaten erzielt werden konnen. Dariiber hinaus liegt der Thioes-
ter bei ganzlicher Immobilisierung des Cysteinylpeptids (9 pmol) in einem 1100-fachen
Uberschuss vor. Allerdings war das Hintergrundsignal, das durch die Thioesterkontrolle
(88 und 59) ermittelt wurde, trotz vorheriger Behandlung mit Iodessigsdure, so hoch
wie das Signal fiir die Ligationsmischung. Die Thioesterkonzentration wurde daher auf
5 uM (55-facher Uberschuss) reduziert. Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.4 C darge-
stellt. Die Thioesterkontrolle zeigte eine Signalintensitit von 0.11 fiir 88 und 0.22 fiir
59. Die Intensitat fiir die Ligationsmischung 90 und 91 waren mit 0.62 und 0.48 deutlich
hoéher. Somit war die Ligation an der Oberflache zwar moglich, das Hintergrundsignal

schien durch unspezifische Absorption aber zu hoch.

Als néchstes wurde der Einsatz von BSA oder Roche Blocking Reagent (RBR) im

Ligationspuffer zur Unterdriickung der unspezifischen Bindung untersucht. RBR ist
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4. Kapitel: Ergebnisse und Diskussion

eine PEG-basierte Substanz oder Substanzmischung deren Zusammensetzung vom Her-
steller nicht bekannt gegeben wird. Eine Blockierung der Platte vor der Zugabe des
Thioesters 88 mit BSA oder RBR, wie es in vielen Protokollen {iiblich ist, reduzierte
die unspezifische Bindung kaum (Abbildung 4.5 A). Wenn 1 ma.% (Massenprozent)
BSA oder 0.2 ma.% RBR zum Thioester im Ligationspuffer gegeben wurde, reduzierte
sich die Menge des gebundenen Biotins deutlich auf 8% des Ausgangswertes bei BSA
und auf 31% bei RBR. Die anschlielende Oberflichenligation mit 100 nM Thioester 88
zeigte, dass sich die unspezifische Adsorption effektiver mit RBR unterdriicken lésst
(Abbildung 4.5 B). Aulerdem war das Signal der Ligation (TE+Cys) hoher als bei der
Verwendung von BSA, was sich mit einer effektiven Reduktion der Thioester oder Cys-

teinylpeptid Konzentration durch Thiolaustausch oder Disulfidbildung mit BSA erkla-

ren lésst.
A unspezifische Adsorption 0.1 mM TE B Ligation in BSA und RBR Puffer
35 L40 1 ma.% BSA 0.2 ma.% RBR
3.1 118
’E‘ 3.0 2.7 —~ 120 i
c —— g
o 25 o 1
n
< g 0.80
~ 20 <~ 0.80
N N 0.65 0.67
8 s @ 060
[ 0
o 1.0 o
2 10 2 040
< 0.5 <
: 0.2 020 0.07 0.07
00 1 000 — —

BSA 0.2 ma% RBR 0.2 ma%
Vor- RBRin  Vor- RBRin T ZE + Os  TE EE + Os
Block. Puffer Block. Puffer ¥s. ys.

Abbildung 4.5 A: Reduzierung der unspezifischen Adsorption von Peptidthioester 88 durch die Verwendung von
BSA ggli. RBR durch vorherige Blockierung (Vor-Block.) oder im Ligationspuffer. B: BSA oder RBR im Ligationspuffer
bei der NCL zu 90 bei 100 uM Konzentration von 88 (vgl. Abbildung 4.4).

Mit der dargestellten Methodik wére eine Ligation aller 17 in Abbildung 4.2 darge-
stellten Cysteinmutanten mit anschlieBender Evaluierung ihrer Bindungseigenschaften
moglich. Bevor die Herstellung aller 16 Cysteinmutanten auf der Oberfliche erprobt
wurde, sollte tiberpriift werden ob die Hise-Ni-NTA-Verankerung gegeniiber den Bedin-
gungen der erweiterten NCL bestandig ist. Durch intensives Waschen, Lagerung oder
Behandlung mit Sdure kann dieser Komplex ebenso aufgebrochen werden. Daher er-
schien die Untersuchung der Hise-Ni-NTA-Stabilitdt im Zuge der Entschwefelung von

Cysteinmutanten zu nativen SH3-Doménen als sinnvoll.
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4.1.2 Synthese der YSC84-SH3-Domane mittels Entschwefelung

Wie in Abschnitt 2.2.3 dargestellt, erweitert die Ligations-Entschwefelungs-Strategie
die Synthesemoglichkeiten fiir Proteine und Protein-Doménen erheblich. Um diese Me-
thodik auch fiir die Synthese von Protein-Doménen auf der Oberfliche zu nutzen,
wurde die in Schema 4.2 dargestellte Reaktionsfolge erprobt.

A A TMB
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HoN

H,0,
ChrpD | e
- A =450 nm
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BzIS”\"O  j) NCL durch >=o
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Hisg HN
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E X i iii) HRP-SA
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i N N iv) Waschgn native
! o o v) Nachweis- Doménen
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Schema 4.2: Synthese nativer Protein-Domdnen durch Oberflachenentschwefelung nach der NCL unter Verwen-
dung des Hise-Ni>*NTA Immobilisierung. Die Ausbeute kann nach beiden Schritten bestimmt werden.

Es sollte nach der NCL das Peptid mit Reagenzien behandelt werden, wie sie fiir
die metall-freie Entschwefelung fiir Cystein und Penicillamin bekannt sind.l% Dies ist
im Wesentlichen die Kombination von TCEP und dem Radikalstarter VA-044 in Ge-
genwart von Thiolen wie Glutathion oder tert-Butylmercaptan. Um die Stabilitat der
Hise-Ni-NTA Bindung gegeniiber den Bedingungen der Entschwefelung zu testen, wur-
den unterschiedliche Konzentrationen an TCEP und Thiolen gegeniiber dem immobili-
sierten Peptid 90 iiberpriift (Abbildung 4.6 A). Das immobilisierte Peptid 90 lieferte
eine Biotinbeladung, die durch eine mittlere Signalintensitdt von 1.08 im HRP-SA As-
say gekennzeichnet war. Wurde das immobilisierte Peptid 90 typischen Bedingungen
der radikalischen Entschwefelung (250 mM TCEP, 40 mM GSH und 20 mM VA-044
11, 40°C fir 5 h) unterzogen reduzierte sich die Intensitit auf 0.23. Eine Verringerung
der TCEP und Thiolkonzentration um den Faktor 2 und 4 fithrte zu entsprechend
weniger Verdrangung und somit zu Signalen von 0.32 und 0.83. Bei Verwendung von
50 mM TCEP sowie 20 mM ¢BuSH, was einem Fiinftel der iiblichen Konzentration fiir
metall-freie Cysteinentschwefelungen entspricht, wurde innerhalb der Messgenauigkeit
kein Peptid verdringt (Abbildung 4.6 B). Die beiden letztgenannten Entschwefelungs-

experimente wurden fiir eine Ausbeutenanalyse herangezogen.
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A
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Abbildung 4.6 A: Stabilitat des immobilisierten Peptids 90 gegenlber unterschiedlicher Konzentrationen an TCEP
und Thiolen, jeweils mit 20 mM VA-044. Fehlerbalken sind die Standardabweichungen zwischen je drei Kavitaten.
B: Mittels Nano-FT-ICR ermittelte Produktverteilung. EIC = Extracted lon Count, Ala. = Alaninpeptid 92.

Die Peptide wurden mit Hilfe einer 0.2 M Imidazol-Lésung bei pH 4 von der Oberflache
verdrangt und anschlielend mittels Fourier-Transformation-Ionen-Cyclotron-Resonanz
(FT-ICR) Massenspektrometer auf ihre Zusammensetzung untersucht. Dabei wurde
das flunffach positiv geladenen Massensignal verwendet; fiir das Cysteinylpeptid 90
([M+5H]>" = 519.456 m/z), fiir das Alaninpeptid 92 ([M+5H]** = 513.062 m/z). Die
Haufigkeit der jeweiligen Signale wurde mittels extracted ion count (EIC) ermittelt

(Abbildung 4.6 C). Bei beiden Konzentrationen ergab sich eine Ausbeute von ca. 95%.

Als Néchstes wurde versucht, diese Ergebnisse auf die Synthese der SH3-Doméne
von YSC84 94 anzuwenden (Abbildung 4.7).

A KgotnSATPTAVALYNFAGEQPGDLSBzl +

54 CFKKGDVITILKKSDSQNDWWTGRTNGKEGIFPANYVRVSH,-Ni
I NCL 71

Kigiotin"SATPTAVALYNFAGEQPGDL:CFKKGDVITILKKS DSQNDWWTGRQ'I;NGKEGI FPANYVRVS-H-Nit
} Entschwefelung

KiBiotiny SATPTAVALYNFAGEQPGDLAFKKGDVITILKKS DSQNDWWTGP§T4NGKEGI FPANYVRVS-Hg-Ni —d

VAR YARN

B Oberfléchenentschwefelung: SH3 YSC84 C Produktverteilung
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1 = ®
E 10 Nach NCL Nach Entschwefelung .”9; 25
8 1 'E—:' 2
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Abbildung 4.7: A: Reaktionsfolge zur Oberflachensynthese der SH3-Doméne von YSC84 94 mittels NCL (48 h) und
Entschwefelung (0.1 M NazHPOQ4, 3 M GdmCl, 20 mM VA-044, 50 mM TCEP, 20 mM tBuSH, pH 6.5, 12 h 40°C). B:
Ausbeuteanalyse durch den HRP-SA Assay, nach der NCL und nach der Entschwefelung. C: Mit Hilfe von Nano-FT-
ICR ermittelte Produktverteilung von Cys. 93 und Ala. 94.
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4.1. Synthese der Hefe-SH3-Doméne von YSC84 auf Ni-NTA funktionalisierten Mikrotiterplatten

Dazu wurde Peptidthioester 54 mit dem Oberflachen-immobilisierten Cysteinylpeptid
71 in einer 96-Kavitaten-Mikrotiterplatte zur Reaktion gebracht. AnschlieBend wurde
die erfolgreiche Ligation mittels HRP-SA-Assay iiberpriift. Trotzdem die relativ lang-
same Leu-Cys Verkniipfungsreaktion (quantitativer Umsatz =48 h)P? gewéhlt wurde,
konnte eine hohe mittlere Absorbanz von 1.65 nach 48h Reaktionszeit erhalten werden,
die dem Ligationsprodukt 93 zuzuordnen ist. Das Thioestersignal prasentierte eine ge-
mittelte Absorbanz durch unspezifische Bindung von 0.31 Nach der Entschwefelung mit
optimierten Pufferbedingungen (0.1 M Na,HPO,, 3 M GdmCl, 20 mM VA-044, 50 mM
TCEP, 20 mM ¢(BuSH, pH 6.5) iiber 12 Stunden bei 40°C, hatten die Vertiefungen mit
Ligationsprodukt allerdings nur noch eine Absorbanz von 0.61 und die Kavitdten des
Thioester noch 0.38 Dies legt nahe, dass trotz der Verwendung optimierter milderen
Pufferbedingungen (geringe Menge TCEP und Thiol), das Ligationsprodukt zu 63%
wahrend der Entschwefelung verdrangt wurde. Nach gezielter Mobilisierung des Liga-
tionsprodukts durch Imidazol-Lésung und anschlieBender Analyse mit Nano-FT-ICR
konnte das Entschwefelungsprodukt 94 mit einer relativen Verteilung von 77% und die
nicht entschwefelte Cysteinmutante 93 mit 23% gefunden werden (berechnet an Hand
des EIC des [M+8H*]®" Massensignals beider Spezies). Dieses Ergebnis offenbart, dass
die Methodik nicht fiir eine allgemeine Anwendung geeignet ist. Das vielversprechenden
Ergebnisse der Synthese des Testpeptids 92 lie8 sich nicht auf die Synthese des Zielpro-

teins 94 tibertragen.

4.1.3 Diskussion und Fazit

Die Struktur jedes Peptids beeinflusst die Zugénglichkeit der Hiss-Tags und somit
die Stabilitat der Hise-Ni-NTA Bindung.?" Somit sind unterschiedliche und schwer zu
prognostizierende Produktverluste selbst bei optimierten Entschwefelungsbedingungen
zu erwarten. Da die Ni-NTA-Platten lediglich eine Beladung von 9 pmol/Kavitat auf-
weisen, wire ein Produktverlust schédlich fiir die Giite eines anschlieBenden Bindungs-
assay.?'% Dartiber hinaus war bei den optimierten Pufferbedingungen (mit wenig TCEP
und Thiol) kein reproduzierbar vollstandiger Umsatz zu dem gewiinschten Produkt 94
moglich. Dies zeigt auflerdem, dass auch bei Anwendung der Cystein-Scan-Technik
nicht auf eine stabile Immobilisierung vertraut werden kann, da vermutlich Verdran-
gung des Produktes bei intensiver Waschung, Lagerung oder Entschwefelung stattfin-
det. Aus diesen Griinden bedarf es idealerweise einer kovalenten und chemoselektiven

Immobilisierung die harscheren Entschwefelungsbedingungen standhalt.
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4. Kapitel: Ergebnisse und Diskussion

4.2  Immobilisierung durch CuAAC fiir die Oberflachen-Ligation
& -Entschwefelung

Eine Methode die eine kovalente chemoselektive Immobilisierung des Cysteinylpep-
tids ermoglicht, ist die kupferkatalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition (CuAAC).' Eine
fiir die Herstellung von Protein-Doménen-Arrays mogliche Synthesestrategie, welche

die CuAAC fiir die Immobilisierung nutzt, ist in Schema 4.4 dargestellt.
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Schema 4.3: Synthese nativer Protein-Domdnen durch Oberflachenentschwefelung nach der NCL unter Verwen-
dung der CuAAC Immobilisierung, wobei Cysteinylpeptid 2a ein Alkin tragt und die Oberflache Azid funktionalisiert
ist.

4.2.1 Peptid-Verankerung auf Azid-funktionalisierten Mikrotiterplatten

Die Methode wurde derart konzipiert, dass Alkin-modifizierte Cysteinylpeptide auf
einer Azid-funktionalisieren Oberflache mittels CuAAC zur Reaktion gebracht werden
konnen. Ein Azid auf der Oberfliche und die Alkinfunktion im Peptid bewirkt nach
Lin et al. eine verbesserte Oberflichenimmobilisierung.' Anschliefend kann durch
Zugabe des Peptidthioesters die NCL durchgefiihrt werden. Eine Entschwefelung nach
dem Waschen liefert die native Sequenz der gewiinschten Doméne. Nach Steinhagen et
al. kann die Immobilisierung und NCL auch simultan durchgefiihrt werden. Dies wiirde
die Handhabung vereinfachen.!'® In der Veroffentlichung wurde beschrieben, dass re-
kombinant erhaltene Thioester mit Cysteinylpeptiden umgesetzt wurden, welche C-
terminal ein Propargylglycin trugen. Simultan reagierte dieses Alkin mit Azid-funktio-

nalisierten PEGA-Harz und lieferte somit das immobilisierte Volllingenprotein.

Azid-funktionalisierte Mikrotiterplatten sind nicht kommerziell verfiigbar, daher
wurden Maleimid-funktionalisierte Platten verwendet. Diese wurden durch Verwendung
des Linkers 99 funktionalisiert. Der Linker wurde in einer linearen dreistufigen Synthese

mit einer Gesamtausbeute von 76% synthetisiert (Schema 4.4).
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Schema 4.4: Synthese und Verwendung des Mercapto-Azid Linkers 99, zur Azid-Funktionalisierung Maleimid mo-
difizierter 96 Kavitaten Mikrotiterplatten. DCC = Dicyclohexylcarbodiimid, DMAP = Dimethylaminopyridin, Rt =
Raumtemperatur.

Die Synthese erfolgt iiber Nukleophile Substitution des Chlorids in 95.!%% Der so er-
halten Azidoalkohol 96 wird mit STrityl-Mercaptopropionsidure 97 zu dem Ester 98
umgesetzt. Die Tritylschutzgruppe wurde mit Quecksilberacetat entfernt.?'!) Da das
deblockierte Thiol als Disulfid erhalten wird, wurde reduktiv mit Natriumborhydrid
aufgearbeitet. Nach chromatographischer Reinigung wurde der Azidothiol-Linker 99
erhalten. Nach Michael-Addition des Linkers 99 an die Maleimid-funktionalisierte
Mikrotiterplatte, kann die Azid-funktionalisierte Platte 100 erhalten werden.

Fiir die Untersuchung der Thioladdition an Maleimid-modifizierte Mikrotiter-Plat-
ten wurde das Peptid H-Kgitn) LYRAGARAEYSKC-NH; (102)verwendet. Mit diesem
Peptid wurde die Sattigungskonzentration und somit die maximale Beladung der
Mikrotiterplatten getestet. Es wurde angenommen, dass das C*terminale Cystein quan-
titativ mit dem Maleimid auf der Oberflache reagiert. Dazu wurden unterschiedliche
Stoffmengen des Peptids in jeweils drei Kavitdten der Mikrotiterplatte gegeben (Abbil-
dung 4.8 A). Die Auftragung der Messpunkte der gemessenen Absorbanz gegeniiber der
Stoffmenge des zugegebenen Biotin-Peptids zeigte, bis zu einer Absorbanz von 1.5, ein
lineares Verhalten. Danach (n > 150 pmol) ndherten sich die Messpunkte einem insge-
samt hyperbolen Verlauf an. Der Hersteller gibt fiir die Beladung der Platten einen
Wert von 150 pmol pro Kavitat an. Bei quantitativer Beladung ist somit bei n > 150
pmol die Séattigung erreicht. Mit den ersten fiinf Messpunkten im linearen Bereich wur-

den mit Hilfe von linearer Regression eine lineare Gleichung erhalten (Abbildung 4.8

A).
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Abbildung 4.8 A: Zugabe unterschiedlicher Konzentrationen von Cysteinylpeptid 102 zu einer Maleimid funktiona-
lisierten Mikrotiterplatte und linear Regression zur Ermittlung der gebundenen Stoffmenge. B: CuUAAC-Reaktion
des Alkinpeptids 101 mit einer Azid-funktionalisierten Platte 100. C: HRP-SA Analyse der Azid-Funktionalisierung in
Funktionalisierung-Puffer (Funkt. Puffer: 0.1 M NaH2PQ4, pH 6.5; 20 mM TCEP oder 20 mM NaBHa) und anschlie-
Rende CuAAC in zwei CUAAC Puffern (HEPES oder NaH2PQa4). D: Mit Gleichung (Gl. 1) bestimmte Stoffmengen pro
Kavitat.

Mit dieser lief sich dann nach Gleichung (Gl. 1) die Stoffmenge in Abhéngigkeit der
Absorbanz bestimmen.

(Absorbanz - 0.056)
0.0102

pmol, fiir Absorbanz. < 1.6 (GL 1)

1(peptid in Kavitit) =

Dies lief3 auch vermuten, dass die Thiol-Addition an die Maleimidplatten quantitativ
im TCEP Additionspuffer (0.1 M NaH,PO,, 20 mM TCEP, pH 6.5) verlief.

Das Linkermolekiil 99 neigte dazu —wéhrend der Lagerung— das symmetrische Disul-
fid zu bilden. Als Disulfid kann keine Reaktion mit den Maleimid-funktionalisierten
Platten stattfinden. Zusétzlich war die Wasserloslichkeit geringer. Aus diesem Grund
wurde das Linkermolekiil in einem reduzierenden Puffer zur Platte gegeben. Da der
Erfolg der Linker-Addition nicht direkt gepriift werden konnte, wurde er indirekt tiber
eine folgende CuA AC-Reaktion bestétigt. Driiber hinaus wurde ein weiterer Puffer fir
die Funktionalisierung, sowie zwei Puffer fiir die CuAAC evaluiert. Beziiglich der Ad-

dition wurde der Einfluss von TCEP und NaBH, im Puffersystem verglichen. Aulerdem
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wurden zwei Puffer fiir die CuAAC-Immobilisierung getestet. Zunédchst wurde der
Azidothiol-Linker 99 im TCEP- und NaBHAdditionspuffer (20 mM, 20 mM NaBH,,
0.1 M NaH,PO,, pH 6.5) zur Platte gegeben. Anschlielend wurde eine Stunde bei
Raumtemperatur geschiittelt. Nach dem Waschen wurden mit Ac-Cys-OH nicht rea-
gierte Maleimidgruppen blockiert (63 mM, Additionspuffer 2: 0.1 M NaH,PO,, 20 mM
NaCNBH;, 4 mM TCEP, pH 6.5). Fiir die folgende CuAAC wurden zwei Puffer getes-
tet, (1.) der 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsdure (HEPES)-Puffer,

177 eingesetzt wurde, sowie (2.) ein in der

der von der Arbeitsgruppe Beck-Sickinge
Gruppe Seitz iiblicher Phosphat-Puffer: (1.) HEPES-Puffer (20 mM HEPES, 1 uM
CuSOy, 2 pM Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin (THPTA), 1 mM TCEP, 0.5
mM NaCl, pH 8) und (2.) Phosphat-Puffer (0.1 M NaH,PO,, 20 mM NaCNBHj;, 1 uM
CuSOy, 2 pM THPTA, 10 ptM NaAsc, pH 8). Es wurde das C-terminal L-Propargylgly-
cin (Pra) tragende Peptid 101 in diesen beiden Puffern gelost und auf in TCEP- oder
NaBH.-Puffer Azido-funktionalisierte sowie in nicht-funktionalisierte Kavitdten 100 ge-
geben. Die Analyse zeigte, dass das Peptid in blockierten nicht-funktionalisierten Ka-
vitdten unspezifisch gebunden wurde (Abbildung 4.8 C). Die Absorbanzwerte fir die
unspezifische Bindung wurden von dem Signal fiir die CuAAC-Reaktion subtrahiert.
Anschlieflend wurden mit Gl. 1 die Stoffmengen pro Vertiefung bestimmt (Abbildung
4.8 D). Die beiden Additionspuffer zeigen keine Unterschiede, da nur signifikante Stoff-
mengenunterschiede bei unterschiedlicher CuAAC-Puffern zu beobachten waren. Die
Ausbeuten der CuAAC waren dagegen stark von der Pufferzusammensetzung abhéngig.

Wihrend im HEPES-Puffer die Ausbeute 132 pmol (88%) betrug, lieferte die CuAAC
im Phosphatpuffer lediglich eine Ausbeute von 52 pmol (35%).

4.2.2 Oberflachen-Ligation und -Entschwefelung

Daraufhin wurde eine simultane CuA AC-Immobilisierung und Ligation untersucht.
Es wurden zwei Aquivalente Thioester 88 mit dem Cysteinylpeptid 106 auf einer Azido-
funktionalisierten Platte 100 im HEPES-Puffer umgesetzt (Abbildung 4.9 A). In der
Bachelorarbeit von Michael Krumrey wurde gezeigt, dass bei einer Kupfersulfat-Kon-
zentration von iiber 1 pM die NCL inhibiert wird (Abbildung 6.2, Seite 156).2'? Diese
Beobachtung kann durch Koordination des Cysteinlypeptids mit dem Kupferzentrum
erklart werden. Cysteinylpeptide sind bekannte Liganden fiir Cu*/Cu?*.?*¥) Bei Verwen-
dung von 0.5 pM CuSO; und 1 pM THPTA im Puffer mit 200 pM Thioester 88 und
100 nM Cysteinylpeptid 106 war die simultane Ligation und Immobilisierung, mit einer

nach Gl. 1 berechneten Stoffmenge von 69 pmol/Kavitét und einer Ausbeute von 46%
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4. Kapitel: Ergebnisse und Diskussion

erfolgreich (Abbildung 4.9 B). Anschliefende Behandlung mit dem Entschwefelungs-
puffer (3 M GdmCl, 0.1 M NaH,PO,, 200 mM VA-044, 250 mM TCEP, 80mM ¢BuSH,
pH 6.8, 16 h bei 40°C) und Bestimmung des oberflichengebundenen Biotins offenbarte,
dass etwa 15 pmol Ligationsprodukt 107 wihrend der Entschwefelung von der Oberfla-

che verdrangt wurden.
A

CuAAC Immobilisierung, NCL und Entschwefelung

H-K giotinyL YRAG-SBzI / o
Ng
88 H-CEAAAEAAAV-Pra-NH, - 0 nach CuAACHNCL

|

©
£
CuAAC | 20 mM HEPES, 10 mM TCEP, 106 100 2 o @ Nach Entschwefelung
& | 05uM CusSO,, 1 uM THPTA, N - 55
ncL | 1 mMTCEP, 0.5 mM Nacl, N= L ® =
| 2 ma.% RBR, Rt, 18 h, pH 8 =~ 2
X
H-K giotin)L YRAG-CEAAAEAAAV-Pra-NH, o 4
107 o
© 4 |46 |[37
(@)
3 M GdmCl, 0.1 M NaH,PO,, g % %
Entschwefelung | 200 mM VA-044, 250 mM TCEP, 80mM £ 2
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Y RQ/ ] 6 T
0 10 I
1 1
H-K giotin)L YRAG-AEAAAEAAAV-Pra-NH, 0 } —
108 Cys.+TE 200 uM TE 100 M Cys.

Abbildung 4.9 A: Simultane CuAAC-Immobilisierung und NCL mit anschlieBender Entschwefelung auf der Oberfla-
che. B: Nach CuAAC/NCL sowie nach der Entschweflung bestimmte Ausbeuten mittels HRP-SA-Assay.

Die Ligation und Entschwefelung ist demnach gelungen, allerdings verwundert der Ver-
lust an Ligationsprodukt wihrend der Entschwefelung. Vermutlich fand die NCL auch
mit dem unspezifisch gebundenen Peptid 106 statt oder ein gebildetes Ligationsprodukt
wurde unspezifisch adsorbiert. Diese unspezifische Bindung kénnte durch die harschen
Entschwefelungsbedigungen abgelost worden sein. Trotzdem wére die Stoffmenge von
55 pmol pro Kavitdt (37% Ausbeute) fiir anschlieende Bindungsmessungen noch aus-
reichend hoch. Die Ni-NTA-Platten haben ein maximale Beladung von 9 pmol/Kavitat,
die GSH-Platten eine von 0.3 pmol/Kavitét).!"

Mit diesen Resultaten wurde die Ubertragung der Methode auf die Synthese der
SH3-Domane des YSC84 Proteins vorgenommen. Das C-terminal Propargylglycin funk-
tionalisierte Cysteinylpeptid 109 wurde mittels Fmoc-SPPS am Rinkamid-Harz synthe-
tisiert. Es wurde 109 (100 pM in 12 Kavitdten) simultan mit dem Thioester 54 (200
nM) iiber eine NCL umgesetzt. Simultan wurde der C*Terminus mit der Azido-Platte
via CuAAC verbunden (Abbildung 4.10 A). Drei benachbarte Kavitédten wurden als
Gruppe zusammengefasst (NCL1-4). Bei der Ausbeutebestimmung nach NCL und Ent-
schweflung mittels HRP-SA-Analyse préasentierte sich eine breite Verteilung der Stoff-
menge zwischen den Kavitdten und Gruppen. Die Ausbeute fir das Produkt 111

schwankte zwischen 14 £+ 6.9 pmol (9% Ausbeute) und 106 £+ 5.8 pmol (71%). Die
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4.2. Immobilisierung durch CuAAC fir die Oberflachen-Ligation & -Entschwefelung

Verteilung innerhalb einer Gruppe kann an Hand der relativ grolen Fehlerbalken ab-
geschéitzt werden (Abbildung 4.10 B). Dieses Ergebnis ist verwunderlich, da alle Kavi-
taten gleichbehandelt wurden. Die groflen Unterschiede in den Produktausbeuten tra-

ten auch bei wiederholter Durchfiihrung auf.

A
K SATPTAVALYNFAGE | z
{Biotin)™ QPGDISBzl +
54 CFKKGDVITILKKSDSONDWWTGRTNGKEGIFPANYVRVS-Pra Na— |100
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=
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Abbildung 4.10 A: Oberflachenimmobilisierung und NCL, sowie anschlielende Entschwefelung der SH3-Domaéne
des YSC84 Proteins. B: Mittels HRP-SA und Gl.1 berechneten Stoffmengen pro Kavitdt nach NCL und Entschwefe-
lung. NCL1-4 wurden alle unter den gleichen Bedingungen zeitgleich in der gleichen Mikrotiterplatte durchgefthrt.
C: Beobachtete Dimerisierung des Linkermolekils 99, wobei eine Azidofunktion zum Amin reduziert wird. Diese
lasst sich mit dem Azid 113 wieder zu der Linkervorstufe 114 umsetzen. D: Mogliche Reduktion des Azids auf der
Oberflache durch TCEP und Thiole, sowie mogliche Regenerierung mittels Azid 113.

Um festzustellen was zu diesen unterschiedlichen Ausbeuten fihrte, wurde der
Azidothiol-Linker analysiert. Nach einem Monat Lagerung wurde dieser mittels NMR-
Spektroskopie und HPLC-MS untersucht. Dabei zeigte sich, dass eine quantitative Um-
wandlung zu dem Disulfid 112 stattgefunden hatte (Abbildung 4.10 C). Das Massen-
spektrum (Abbildung 6.1, Seite 153) und das '"H-NMR, Spektrum offenbarte (Abbildung
10.1, Seite 225), dass ein Azid zum Amin reduziert wurde. Ein weiterer indirekter
Strukturbeweis dafiir wurde dadurch erbracht, dass durch die Behandlung von 112 mit
1H-Imidazol-1-sulfonyl-Azid 113 und katalytischen Mengen CuSQy,, die Diazido-Verbin-
dung 114 massenspektroskopisch nachgewiesen wurde. Dieser Reaktionsverlauf (Abbil-
dung 4.10 C) kann durch Stickstoffeliminierung bei gleichzeitiger Oxidation zweier Thi-
ole zum Disulfid erklart werden. Die Oxidationsstufen der Thiole &ndert sich dabei
von -2 auf -1 und die des Alkan-gebundenen Stickstoffs von -1 auf -3. Die Reduktion
von Aziden zu Aminen unter Oxidation von Thiolen ist in der Literatur bekannt. A-
rylazide werden quantitativ bei physiologischen pH-Wert von Dithiolen z.B. Dithioth-
reitol (DTT), aber auch langsamer von Monothiolen (2-Mercaptoethanol und GSH)
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4. Kapitel: Ergebnisse und Diskussion

reduziert.?¥ Dartiber hinaus ist auch bekannt, dass Phosphine allgemein Azide redu-
zieren. Diese Reaktion wird als Staudinger-Reduktion bezeichnet.? Es ist dartiber
hinaus beschrieben worden, dass TCEP im Speziellen ebenfalls Azide reduziert.?'? So-
mit konnen das verwendete 2-Mercaptoethanol oder TCEP (wéhrend der Blockierung
der Platten, der Azido-Funktionalisierung oder NCL/Immobilisierung) bestehende
Azidogruppen in Amine reduziert haben (Abbildung 4.10 D). Nach Behandlung mit
Azidothiol-Linker 99 und anschliefender Blockierung mit 20 mM 2-Mercaptoethanol
(0.1 M NaH,PO,4, 20 mM Na(CN)BH;s, 1 mM TCEP, pH 8) wurden je drei Kavitéiten
mit dem Azid-erzeugenden Reagenz 113 behandelt. Danach wurde eine CuAAC mit
Peptid 101 in allen sechs Kavitdten durchgefiihrt. Die drei Kavitédten, welche vorher
mit Azid 113 behandelt wurden, zeigten eine 2.9-fach héhere Stoffmenge 87 + 11 pmol
(58% Ausbeute) im Vergleich zu den drei Kavitaten ohne Azid-Reaktivierung mit 29 +
1 pmol (19%) (Abbildung 6.3, Seite 157). Dies bestétigt indirekt, dass wéhrend der
Funktionalisierung und/oder Blockierung, die Azido-Funktionen an der Oberfliche zu

Aminen reduziert wurden.

4.2.3 Diskussion und Fazit

Die Oberflachenimmobilisierung von C-terminalen Peptid-Alkinen durch CuAAC
mit Azido-funktionalisierten Mikrotiterplatten ist prinzipiell gelungen. Die Azidogrup-
pen waren anféllig gegeniiber einer Reduktion zum Amin auf den Platten 100 und auch
bei der Lagerung des Linkers 99. Dieser Sachverhalt zusammen mit der geringen Re-
produzierbarkeit, bzw. groflen Differenz zwischen einzelnen Kavitiaten bei der NCL, liel
die Methode der CuA AC-Immobilisierung als ungeeignet erscheinen. Eine Oberflachen-
synthese die eine uniforme Verteilung von Protein-Doménen liefert ist notwendig fiir
die folgenden Bindungsmessungen, da gleiche Doménenkonzentrationen fiir die Ober-
flachen-Fluoreszenzsattigungsanalyse notig sind. Eine alternative Immobilisierungsme-

thode die kovalent und verlésslich ist, wurde daher gesucht.
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4.3. Oberflachensynthese und -analyse von Hefe-SH3-Doménen via Hydrazonligation

4.3 Oberflachensynthese und -analyse von Hefe-SH3-Domanen via

Hydrazonligation

Wie in Abschnitt 4.1 und 4.2 beschrieben, waren die Ergebnisse der Ligations- sowie
Entschwefelungsversuche auf Ni-NTA und Azid-funktionalisierten Oberflachen, nicht
fiir die Synthese uniform verteilter Protein-Doménen geeignet. Es wurde daher inner-
halb der bioorthogonalen Verkniipfungsmethoden nach einer verlasslichen, schnellen
sowie stabilen Immobilisierungreaktion gesucht. Des Weiteren sollte sich die bendétigte
reaktive Gruppe leicht in das zu immobilisierende Peptid einbauen lassen. Ubersichts-
artikel die bioorthogonale Reaktionen behandeln sind hier zu finden.?'” Innerhalb der
realisierbaren Techniken erschien die Hydrazonligation, die Reaktion von Hydrazinen
oder Hydraziden mit Aldehyden oder Ketonen, am geeignetsten, da sie schnell und
selektiv ist. C-terminale Peptidhydrazide lassen sich nach Fang et al. relativ einfach am
Chlorotrityl-Harz herstellen (Schema 2.6 E, Seite 15).'% Die funktionelle Gruppe des
Hydrazids ist im Vergleich zum Peptidamid nur um zwei Atome erweitert (-CONH,
— -CON:Hs3). Der zweite Reaktionspartner (Aldehyd oder Keton) lésst sich iiberdies

durch eine Vielzahl an Reaktionen generieren (z.B. Oxidation von Alkoholen).

Daher wurde im Anschluss die Immobilisierung und Synthese von Hydrazid-termi-
nierten SH3-Doménen auf Aldehyd-funktionalisierten Mikrotiterplatten versucht. Die
erprobte Reaktionsfolge, um die gewiinschten Synthesen zu realisieren ist in Schema
4.5 zu sehen. Am Anfang standen Hefe-SH3-Doménen zur Erarbeitung der Methodik
im Fokus. Danach waren humane phosphorylierte SH3-Doménen das Ziel der Forschung
(Abschnitt 4.4 und 4.5).

A A TMB \_H,0, , TMB?'
Cys:R=H; Abs.
R Pen:R=CHs CHrRP D A =450 nm

A

/g i) NCL durch
BzIS™,;~O Thioesterzu- fo)
K sH  9abe mit HN

Bz PRded

N i) Immobilisierung HaN r NaCNBHs R i) Entschwefelung .)=O Bindungsassay
—_— e i dlieibisbanls &
) - R
NH, i) Waschen o R i) Waschen Py i) Waschen HN
! S i jii) HRP-SA
L Ani a % iv) Waschen R .
| katalysiert v S| v Nachwes- Doménen
: reaktion sequenz
o HN" S0 HN" Yo HN" S0
Mikrotiterplatte ,{l ~ Hl!l HN Ala: R = H;

r mit 96 Kavitaten

jé L/al: R =CH,

Schema 4.5: Oberflachensynthese von Protein-Doméanen immobilisiert mit Hilfe der Hydrazonligation. Wahrend
der NCL kann dem Puffer NaCNBHz zugesetzt werden, um die reversible Hydrazonbindung in ein stabiles Alkylhyd-
razid zu verwandeln. AnschlieRende Entschwefelung liefert die native Domanensequenz, die fir Bindungsmessun-
gen zur Verfligung steht.

P
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4. Kapitel: Ergebnisse und Diskussion

Es wurden N-Cysteinyl- oder Penicillamin-Peptidhydrazide auf Aldehyd-funktionali-
sierten Mikrotiterplatten mittels Anilin-katalysierter Hydrazonligation immobilisiert.
Bei der anschlieBenden NCL wird dem Ligationspuffer NaCNBHj; beigemischt. Dies
wird aus zweierlei Griinden getan, erstens wird der Disulfidbindung vorgebeugt und
zweitens wird die reversible Hydrazonbindung zu einer stabileren Alkylhydrazidbindung
reduziert. Das so erhaltene Ligationsprodukt kann anschliefend entschwefelt werden,

um die native Alanin- und Valinsequenz zu erhalten.

4.3.1 Erforschung der Hydrazonligation fiir die Immobilisierung

N-Cysteinylpeptidhydrazide konnen mit Aldehyden, neben der gewiinschten C-ter-
minalen Hydrazonligation, theoretisch auch /N-terminal unter Bildung von Thiazolidi-
nen reagieren. Um die Chemoselektivitit der Hydrazonkniipfung zu testen, wurde das
Cysteinylpeptidhydrazid 116 mit zwei Aquivalenten Valeraldehyd 117 zur Reaktion ge-
bracht (0.1 M NH,OAc, pH 4). Die Produktverteilung wurde mittels UPLC-MS (u/tra
pressure liquid chromatography) analysiert (Abbildung 4.11 A). Die molekularen Mas-
sen der moglichen Produkte 118 und 119 sind identisch. Zwei identische Massenspek-
tren bei unterschiedlichen Retentionszeiten wurden gefunden und zunéchst an Hand
der vermuteten Polaritdten zugeordnet. Die Struktur 118 wurde als weniger retendie-
rend eingeschitzt (118: NH, NoH; ggii. 119: N.H, NH, SH). Nach 20 min Reaktionszeit
wurde tiber UPLC-MS Analyse 40% des vermuteten Hydrazonprodukts 119 nachgewie-
sen (Abbildung 4.11 B).

A Bﬂ"lié'"""
1mM 2mM
HS o] o s o N |
N S
HZN HN'NHz ‘_rn HN'NHz
119
116 117 118
0+ - -
in 0.1 M NH4OAc, | —— 20min |
4 pH 4 4 1F |
E 116 119
o
HS P S O e
eerLYAEGee) ~\ CoLYAEGEOI< p 118 120
HN HN'N=/_/‘—‘— )/LH HN-N=/_/ 2 v;l v
119 120 oF - , .
NaCNBH;3 NaCNBH; ——20min 5 mM NaCNEH, |
1 121
"™ (cetamEeaR{ s P 2
HeN HN-NH f” HN-NH
121 122

t / min
Abbildung 4.11 A: Reaktion von N-Cysteinylpeptidhydrazid 116 mit zwei Aquivalenten Valeraldehyd 117 im Am-
moniumchloridpuffer pH 4. Es sind mogliche Produkte in ihrem erwarteten Gleichgewicht aufgefthrt. B: UPLC-MS
Chromatogramme nach unterschiedlichen Zeiten mit an Hand ihrer Massen zugeordneten Verbindungen.
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Im weiteren Verlauf blieb die Produktverteilung konstant. Daher wurde angenommen,
dass das Gleichgewicht erreicht wurde. Eine hohere Ausbeute wurde vermutlich durch
das ebenfalls involvierte Gleichgewicht der Homo-Aldoladdition des Valeraldehyds 117
verhindert. Ein Hinweis fiir diese These ist, dass bei Verwendung von Isobutyraldehyd
85% Ausbeute erhalten wurde (Abschnitt 6.6.2, Seite 159). Bei den oben genannten
Bedingungen kommt es am Rande der Nachweisgrenze zu Bildung des vermuteten Thi-
azolidinhydrazids 118 (< 0.3%, EIC) und des Thiazolidinhydrazons 120 (< 0.4%).
Nachfolgende Zugabe von 5 mM NaCNBH; transformierte die Hydrazonbindung des
Peptids 119 in das Alkylhydrazid 121 (Abbildung 4.11 B). Durch die Reduktion wurde
ein Strukturhinweis erbracht. Der Peak (t, = 2.56 min) der dem Peptid 119 zugeordnet
wurde, verschwand nach 60 min und ein neuer Peak (t. = 2.16 min) mit nahezu gleicher
Signal-Intensitidt wurde gebildet. Das Massenspektrum dieses Peaks konnte der Mole-
kularmasse des N-Alkylhydrazid 121 zugeordnet werden, dass nach 1 h Reduktion voll-
standig bildet wurde. Das Hydrazon 119 wurde dem Gleichgewicht durch Reduktion
entzogen, dies fiihrte zu einer Ausbeute des Produktes 121 von 70 %. Das mogliche
Produkt 122 wurde nicht nachgewiesen. Die unerwiinschte N-Thiazolidinbildung findet
demnach nur im geringen Mafle statt. Die Produktverteilung ist vermutlich stark pH-
Wert abhéngig. Kallen hat fiir die Reaktion von Cystein mit Formaldehyd den Angriff
des Amins auf das Carbonylkohlenstoffatom als geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
ermittelt.?"® Da das N-Amin von Peptid 116 bei pH 4 zu einem sehr grofien Teil pro-

toniert vorliegt, spielt die Thiazolidinbildung nur eine untergeordnete Rolle.

Als néchstes wurde analysiert, ob eine quantitative Immobilisierung auf eine Ober-
flache moglich ist. Es wurde sich hierbei der Reversibilitdt der Hydrazonbindung be-
dient. Das Verhalten des Peptids 116 mit Aldehyd-modifizierte Agarosekugeln war da-

bei im Fokus.

A OH o)

o /3\,OH NaOH, NaBH, O,o\)\,OH 20 mM NalO, O,o\)
—— e,
H,0, Rt, 18h H,0, Rt, 1h
123 124 125 126
B a) 0.1 M NH,OAG,
0.1 M PhNH;, pH 4
HS o o -~ HS 0
CGLYAEGGG b COLYAEGGG
HN HN-NH ~ HN HN-N
2 b) 0.5%N,Hg*H,0 2 \‘—O
116 126 20 mM TCEP, pH 7 127

Schema 4.6 A: Synthese der Aldehyd-funktionalisierten Agarosekugeln 126 nach Guisan.?*! B: Reversible Immo-
bilisierung des N-Cysteinylpeptids 116 auf Aldehyd-Agarosekugeln. Das Gleichgewicht ldsst sich durch die Wahl der
Reaktionsbedingungen einstellen.
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4. Kapitel: Ergebnisse und Diskussion

Die Aldehyd-funktionalisierten Agarose-Kugeln wurden nach Guisan hergestellt.?"l Da-
fiir wurden kommerzielle Agarosekugeln 123 (4B Sepharose) mit Glycidol (124) in ba-
sischer wéssriger Losung fiir 18 Stunden geschiittelt (Schema 4.6 A). Anschlielend wur-
den die addierten vicinalen Diole im Polymer 125 mit Natriumperiodat oxidiert, wobei
die Aldehyd-modifizierten Agarosekugeln 126 erhalten wurden. Im Anschluss wurde die
quantitative Immobilisierung mit Hilfe der Reversibilitidt der Hydrazonbindung erprobt
(Schema 4.6 B). Das Peptid 116 (100 nmol, 100 pM) wurde im Konjugationspuffer (0.1
M NH;OAc, 0.1 M PhNH,, pH 4) auf die Agarosekugeln 126 gegeben, wobei sich das
immobilisierte Hydrazon 127 bildet. Der Fortschritt der Reaktion wurde mittels UPLC-
MS iiberwacht (Abbildung 4.12 A).
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Abbildung 4.12 A: UPLC-MS Analyse der Reaktion in Schema 4.6 B. B: Zeitlicher Verlauf der Absorption im Uber-
stand nach der Zugabe von 0.5 vol.% Hydrazinhydrat. Die Konzentration des Peptids 116 wurde mittels der Tyro-
sinabsorption bestimmt.

Nach 120 min war das Peptid nicht mehr zu beobachten und es wurde von einer voll-
standigen Immobilisierung ausgegangen. Um dies zu iiberpriifen wurde daraufhin der
Uberstand entfernt, die Kugeln gewaschen und mit einer wissrigen Losung aus 0.5
vol.% Hydrazinhydrat und 20 mM TCEP behandelt (Schema 4.6 B). Das Peptid war
im Uberstand nachweisbar (Abbildung 4.12 A). AuBerdem konnte durch Messung der
Absorption des Uberstands die Kinetik der Peptid-Ablosung abgeschitzt werden (Ab-
bildung 4.12 B). Das Massenspektrum und die Retentionszeit (t.) des im Uberstand
gefundenen Peptids entsprach dem Ausgangspeptid 116 (Abbildung 4.12 A). Die zu
unterschiedlichen Zeitpunkten gemessenen Absorptionswerte wurden mittels nichtline-
arer Regression an einen Hill-Kurvenverlauf angendhert. Dabei wurde eine Halbwerts-
zeit (t12) von 3.16 min fiir die Trennung vom Tréger ermittelt. Dariiber hinaus wurde
die Stoffmenge in Losung berechnet. Nach 60 min Ablésung befanden sich 87 nmol
Peptid (87%) in Losung.
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4.3. Oberflachensynthese und -analyse von Hefe-SH3-Doménen via Hydrazonligation

4.3.2 Herstellung und Verwendung Aldehyd-funktionalisierter Mikrotiterplatten

Aldehyd-funktionalisierte Mikrotiterplatten sind kommerziell nur in durchsichtiger
Form verfiighar. Fiir die Bindungsmessungen sind Platten aus schwarzen nicht-reflek-
tierenden Material notwendig, da die Ligandenbindung fluorimetrisch ausgelesen wer-
den soll. Die Verwendung von schwarzen Maleimid-Mikrotiterplatten mit 96 Kavitaten
erschien daher sinnvoll. Michael-Addition von DTT (0.1 M) tiber 30 min im Additions-
puffer (vgl. Seite 52) sollte das Diol 128 (Abbildung 4.13 A) liefern. Anschlieflend wur-
den die vicinalen Diole mit 20 mM NalO, in Wasser zum Aldehyd 129 oxidiert. Die
Funktionalisierung wurde darauthin an Hand der Synthese des Peptids 133 getestet
(Abbildung 4.13 B).
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Abbildung 4.13 A: Aldehyd-Funktionalisierung von Maleimid-Mikrotiterplatten mit Hilfe von DTT und anschlieRen-
der Oxidation durch NalO4. B: Immobilisierung, Ligation und Entschwefelung zur Synthese des Testpeptids 133 auf
Aldehyd-funktionalisierten Platten 129. C: Mittels HRP-SA Analyse berechnete (Gl. 1) Ergebnisse nach der NCL und
nach der Entschwefelung wahrend der Synthese von Testpeptid 133.

Die Immobilisierung des Cysteinylpeptidhydrazid 130 mit Aldehyd-funktionalisierten
Kavitdten 129, miisste das Hydrazon 131 ergeben. Darauf folgend wurde Thioester 88
im Ligationspuffer 2 (0.1 M Na,HPO,, 3 M GdmCl 50 mM NaCHBH; 50 mM MesNa,
50 mM NaAsc, 20 mM TCEP, 1 ma.% RBR, pH 7.5) zugegeben und die Mischung
wurde 18 Stunden geschiittelt. Nach einer Stoffmengenbestimmung mittels HRP-SA
wurde die Entschwefelung 16 Stunden lang bei 40°C durchgefiihrt. Die HRP-SA-Ana-
lyse mit Berechnung der Stoffmenge nach Gl. 1 ergab, dass die NCL zu einer Beladung
von 92 £+ 1 pmol fiihrte (62% Ausbeute bezogen auf 150 pmol maximal, vgl. Abschnitt
4.2.1). Nach der Entschwefelung zeigte sich eine d&hnliche Stoffmenge von 95 + 13 pmol
(63%, Abbildung 4.13 B).
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4. Kapitel: Ergebnisse und Diskussion

Bei der Synthese der SH3-Doméne von YSC84 konnten diese Ergebnisse nicht in
der gleichen Giite reproduziert werden; 11 + 2 pmol (7%) Ligationsprodukt wurde
nachgewiesen. Zur Kliarung wurde gepriift, ob der Maleimid-Aldehyd 129 wéihrend der
Immobilisierung oder Lagerung Nebenreaktionen unterliegt. Dazu wurde Maleimid mit
DTT zu dem Thioether 134 umgesetzt und anschlieBende Oxidation mit NalO, ergab
Aldehyd 135. Die Produkte konnten mittels HPLC-MS nachgewiesen werden (Abbil-
dung 4.14).

HO,  SH " ' HPLC EIC 174 m/z
ol e
§ OH S
O, o o 4| A
— —_— Anilinpuffer 20min
N"C ‘somn O N“So n ° NSO 5 "
7]
134 135 5 135
""""" 6 Trotstretsrosrorossessetiisioessts 0.4 MNHOAc, | S
: 0.1M PhNHy, pH4 o
2 P v s B
s OEt NEt; B
_»
TBDMSOTf R’ ; B/;
N o R" a Exakte Masse: 3h in Oxidationspuffer (20 mM NalO )
137 138  :173.01 gimol it e

0 5 10 15 20
t /min

Abbildung 4.14: HPLC-MS Untersuchung der méglichen Nebenreaktion der Bildung des Bizyklus 136.

Das Produkt 135 wurde in dem Konjugationspuffer geschiittelt. Nach 20 min Reakti-
onszeit wurde iiber HPLC-MS Analyse eine neue Spezies mit m/z = 174 m/z nachge-
wiesen. Diese konnte dem Produkt 135 [M+H]"=174.01 m/z sowie einem moglichen
Nebenprodukt 136 zugeordnet werden. Die Arbeitsgruppe Liebscher hat {iber ein dhn-
liches Produkt berichtet.? Hierbei unterlag das Additionsprodukt von Thioessigsiu-
reester mit 1,5-Dihydropyrolidon einer intramolekularen Aldoladdition des Pyrolidon-
Enolats 137 zu dem Bizyklus 138. Der vorgeschlagene Mechanismus dhnelt dabei einer
sdurekatalysierten Dieckmann-Kondensation. Analog wére diese Reaktionsfolge bei der
Bildung von 136 denkbar. Dafiir spricht, dass der neue Peak bei einer Retentionszeit
von 4 min eluiert, somit frither als das Produkt 135 (t, = 7.5 min). Das Nebenprodukt
136 ist durch die Hydroxylgruppe im Vergleich zum Aldehyd 135 polarer und sollte
daher auf einer C18 Saule friither eluiert werden. Eine Katalyse der beschriebenen Ne-
benreaktion durch Anilin ist denkbar, da die Carbonylaktivitdt durch Addition des

Anilins ansteigt.

Um die beschriebene Nebenreaktion zu verhindern, wurde ein Linkersystem erdacht,
indem Maleimid und Aldehyd durch eine Polyethylenglycol-Einheit getrennt sind. Der
vergroflerte Abstand sollte die Bildung des Bizyklus verhindern und einen positiven

Effekt auf die Bindungsmessungen ausiiben (PEG Abstandshalter sorgen fiir Verhalten
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dhnlich wie in Losung)??. Um die Mikrotiterplatten mit langkettig gebundenen Alde-
hydgruppen zu versehen, wurde der Mercapto-polyethylenglycol-acetal Linker 141 in

Anlehnung an eine Synthesevorschrift von Akiyama et al. synthetisiert (Schema 4.7).122

HO\/*( /\% CH3$OZCI NEt;, \‘ O\/( /\),0 0 i) CH3CH20C(S)SK, THF, Rt, 16 h . S\S
19.23 THF Rt 2h, ii) Piperidine, THF, Rt, 6 h, O/\>,O

19- 23 99% 2-Schritte

140/ 4953
i) 4 Aq. NaBHg, MeCN, 1.5 Aq. Na, EtOH, 78°C, 2 h

- NgoA ii) 1.5 Aq., BICHoCH(OEt)2, Rt, 18 h, 87%
oFt OEt
2 M HCI / Aceton )\,s HS 0 S\)\OEt
0 @1).1h OEt , EtO ( 023
- = ol
Eto 19-23 _ o2
AN Pl ,(1 - Lo\

143 é |> é >

Schema 4.7: Synthese und Anwendung des Mercapto-polyethylenglycol-acetal Linkers 141 zur Aldehyd-Funktio-
nalisierung von schwarzen Maleimid 96-Kavitaten Mikrotiterplatten.

Zuerst wurde PEG1000 mit einem Uberschuss Mesylchlorid zu dem Dimethansulfo-
nat 139 umgesetzt. Anschliefend wurden die Mesyl-Fluchtgruppen nukleophil durch
Kalium-Xanthogenat substituiert und das entstandene Dithiocarbonat durch Piperidin
zu einem PEG-Dithiol geoffnet. Dieses geht unter den basischen Bedingungen in das
zyklische Disulfid 140 iiber. Nachfolgend wurde die Disulfidbindung mit NaBH, redu-
ziert und ein Aquivalent Bromoacetaldehyddiethylacetal hinzugefiigt, wodurch der Mer-
capto-polyethylenglycol-acetal Linker 141 in einer Gesamtausbeute von 84% gewonnen
wurde. Zur Modifizierung der Mikrotiterplatten wurde 50 mM Linker 141 pro Kavitét
im Additonspuffer (0.1 M NaH,PO,, 20 mM NaCNBH;, 4 mM TCEP, pH 6.5) in die
Platte gegeben und es wurde eine Stunde geschiittelt. Nach dem Waschen mit Wasser
wurden evtl. verbliebene Maleimid-Einheiten mit 0.1 M MN-Acetylcystein im Additions-
puffer 30 min blockiert. Nach dem Waschen wurde die Diethylacetalgruppe auf der
Acetal-funktionalisierten Platte 142 mit einer Mischung aus wéssriger 2 M HCI Losung
und Aceton (2:1) zum Aldehyd gedffnet. Mit dieser Reaktionsfolge wurde vor jeder
Oberfliachensynthese die Aldehyd-funktionalisierte Mikrotiterplatte 143 generiert.

4.3.3 Oberflachensynthese der SH3-Domanen von YSC84 und ABP1

Auf den Mikrotiterplatten 143 wurde versucht, nach Schema 4.5 zwei Hefe-SH3-
Doménen auf der Oberflache zu synthetisieren. Einerseits wurde die SH3-Doméne des
YSC84-Proteins mittels Cysteinligation und anschlieender Entschweflung zur nativen
Alaninsequenz hergestellt. Andererseits wurde die SH3-Doméne des actin-binding pro-

tein (ABP1) mittels Penicillamin-vermittelter NCL und nachfolgender Entschwefelung
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zu Valin auf der Oberflache generiert. Das ABP1-Protein ist hauptséchlich fiir die Or-

ganisation des Actin-Cytoskeletts verantwortlich.?*!

Zunachst wurde die Synthese der YSC84-SH3-Doméne verfolgt. Beide Reaktions-
partner wurden ohne HPLC-Reinigung verwendet. Der Thioester 54 wurde mittels
selbstreinigender Peptidthioestersynthese (Abschnitt 2.4.2, Seite 25) mit einer Reinheit
von 94% erhalten. Das N-Cysteinylpeptid H-CFKKGDVITILKKSDSQNDWWTGRTNGKE -
GIFPANYVRVS-N.H; (144) hatte eine relativ hohe Reinheit des Rohproduktes von 92%.
Immobilisierung auf Aldehyd-funktionalisierten Mikrotiterplatten 143 im Konjugati-
onspuffer ergab das Hydrazon 145 (Abbildung 4.15 A). Darauffolgend wurde der 21
Aminosduren lange Thioester 54 im Ligationspuffer 2 mit dem Cysteinylhydrazon 145
umgesetzt. Simultan zur Ligation wird die Hydrazonbindung zum Alkylhydrazid 149
durch das im Puffer vorhandene NaCHBHj3 reduziert (Abbildung 4.15 A). Nach einer
Stoffmengenbestimmung mittels HRP-SA wurde die Thiolgruppe im Entschwefelungs-
puffer 2 (3 M GdmCl, 0.1 M NaH,PO, 0.2 M VA-044, 0.25 M TCEP, 80mM ¢BuSH
fiir Cys oder 80mM GSH fiir Pen, pH 6.8) iiber 16 Stunden lang bei 40°C entfernt,
wobei vermutlich die native Sequenz der SH3-Doméne 151 erhalten wurde.

A Kgoun SATPTAVALYNFAGEQPGDLSBzI +
54 H-CFKKGDVITILKKSDSQNDWWTGRTNGKEGIFPANYVRVS -H-N\\_

Kgiotin) KENPWATAEYDYDAAEDNELTFVENDKI INIEF-SBzl + 145

146 H-Pen DDDWWLGELEKDGSKGLFPSNYVSLGNBAL RN\
3 M GdmcCl, 0.1 M NaHPO,, 50 mM NaAsc, en a
NCL & Reduktion | 50 mM NaCNBHj, 20 mM TCEP, 50 mM MesNa, 148

0.2ma.%RBR,pH7,18h ~
H
149: KBiotin) -SATPTAVALYNFAGEQPGDL-CFKKGDVITILKKSDSQNDWWTGRTNGKEGIFPANYVRVS-N-NH I

I~
150: Kgiotinyf KENPWATAEYDYDAAEDNELTFVENDKIINIEF-Pen DDDWWLGELEKDGSKGLFPSNYVSLGNBAla-H—NH

3 M GdmCl, 0.1 M NaH,PO, 0.2 M VA-044,

Entschwefelung l 0.25 M TCEP, 80 mM tBuSH, pH 6.8, 40 °C, 16 h

H
151: K(Biotin)-SAT PTAVALYNFAGEQPGDL-AFKKGDVITILKKSDSONDWWTGRTNGKEGIFPANYVRVS -N—N{-I_
152: KigiotinrKENPWATAEYDYDAAEDNELTFVENDKIINIEF-VDDDWWLGELEKDGSKGLEFPSNYVS LGNBAla—N—N{q_
{ )
B 0 148 C

E 100 —F 136.1 1341 115.1 a5k 42k K(Biotin)‘ GLYGEGGG-N,H;

2 1200 o 36k 153

= 958 3
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Abbildung 4.15 A: Oberflachenligation mit anschlieRender Entschweflung der SH3-Domane von YSC84 und ABP1.
B: Ausbeutebestimmung mittels HRP-SA Assay mit positiver Kontrolle durch Peptid 153. C: Test auf vorhandene
Thiolgruppen auf der Oberflache mittels Fluoreszein-Maleimid Konjugat 154. pos. K = positive Kontrolle, neg. K =
negative Kontrolle, Peg. N-Penicillaminpeptid.
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Analog wurde die SH3-Doméne von ABP1 aufgebaut, in dem das Peptid H-PenD-
DDWWLGELEKDGSKGLFPSNYVSLGNRAla-N,H; (147) mit einer Reinheit des Rohpro-
dukts von 77% unter Bildung des Hydrazons 148 immobilisiert wurde. Die NCL mit
dem 34-Aminosaure Phe-Thioester 146 (Reinheit des Rohprodukts 83%) sollte das Li-
gationsprodukt 150 und die anschliefende Entschwefelung die native Doméne 152 lie-
fern. Parallel zu den N-Thiopeptidhydraziden 144 und 147 wurde das Kontrollpeptid
153 als positive Kontrolle im Konjugationspuffer immobilisiert. Die Ausbeutenanalyse
zeigte fiir das Kontrollpeptid 143 pmol pro Kavitat (95% Ausbeute im Vergleich zu
maximal 150 pmol, Abbildung 4.15 B). Nach der NCL an Cystein konnte fiir das Pep-
tid 149 eine Stoffmenge von 136 + 3 pmol pro Vertiefung (91%) sowie fiir die durch
Entschwefelung erhaltene native Sequenz 151 von 134 + 1 pmol (89%) bestimmt wer-
den. Bei der Ligation mit dem MN-Penicillaminpeptid 148 wurde fiir das Produkt 150
eine Stoffmenge von 115 £ 14 pmol (77%) und nach der Entschwefelung von 96 + 4
pmol (64%) bestimmt. Die Stoffmengen waren jeweils nach der Entschwefelung etwas
geringer als nach der NCL, wobei die Unterschiede innerhalb der Messunsicherheit
lagen. Unter Beriicksichtigung der Reinheiten entsprechen die bestimmten Ausbeuten
den zu erwartenden Maximalwerten (Cys: erwartet 89%, erhalten 87%; Pen: erwartet
64%, erhalten 64%). Generell waren die Signale, die aus unspezifischer Adsorption ge-
bundener Thioester im Vergleich zu vorherigen Ligationen sehr gering. Dies lasst sich
durch die Verwendung des Thioladditivs 2-Mercaptoethansulfonat-Natrium (MesNa)
erklaren. MesNa ist fiir einen schnellen Thiolaustausch bekannt.? Die entsprechenden
MesNa-Thioester unterliegen vermutlich durch die erhéhte Polaritat weniger der un-
spezifischen Adsorption. Um den Umsatz der Entschwefelungs-Reaktion zu iiberpriifen,
wurden Kavitdten nach der Ligation (149, 150) und nach der Entschweflung (151, 152)
mit dem Maleimid-Fluoreszein Konjugat 154 im Additionspuffer behandelt. Anschlie-
Bend wurde nach dem Waschen im Plattenlesesgerét die Fluoreszenz bestimmt (Abbil-
dung 4.15 C). Dabei zeigte sich, dass die Ligationsprodukte vor der Entschwefelung
eine hohe Fluoreszenz aufwiesen (42 kilo arbitrary units (a.u.), fir 149 und 36 ka.u.,
fiir 150). Nach der Entschwefelung lag der Fluoreszenzwert fiir das Alanin- (7.5 ka.u.,
151) und das Valin-Produkt (6 ka.u., 152) im Bereich der negativen Kontrolle (6.6

ka.u.). Dies deutet auf eine nahezu quantitative Entschwefelung hin.
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4.3.4 Analyse der Bindungsaffinitaten von YSC84 und ABP1 SH3-Domaénen

Mit einer verlasslichen Oberflachensynthese der SH3-Doménen von YSC84 und
ABP1 in der Hand wurde nun versucht das Bindungsverhalten dieser Proteine zu un-

tersuchen.

Es wurden wie unter Abschnitt 4.3.3 beschrieben die Cys- oder Pen-Mutanten der
SH3-Doménen von YSC84 und ABP1 auf der Oberfléche hergestellt (Abbildung 4.15).
Auch wurden die Bindungsaffinitdten der A21C Mutante 149 und der V34Pen Mutante
150 zu 5/6-Carboxyfluorescein (FAM) markierten Peptiden bestimmt. Gemessen wur-
den die Peptide FAM-AlaAla-GTTNRGPPPLPPRA-NH; (155) des Hefeproteins ACF2
sowie FAM-8AlafSAla-RPKRRAPPPVPKKP-NH, (156) des Proteins YIR003 fiir die mu-
tierten sowie Wildtyp-Proteine. Die Bindungsaffinititen fiir die nativen Sequenzen wa-
ren bekannt. Fiir die SH3-Doméne von YSC84 wurden von Landgraf et al. mittels SPR
eine Affinitat fiir 155 von Kp = 1.1 pM ermittelt. Die SH3-Doméne von ABP1 band
156 mit einem Kp = 0.1 pM.I'® Die ersten Bindungsanalysen, die noch auf Ni-NTA-
Platten durchgefithrt wurden, waren mit Problemen der unspezifischen Bindung der
FAM-markierten Peptide behaftet (Ergebnisse nicht gezeigt). Neben der vorherig er-
wihnten hydrophoben Wechselwirkung (Seite 46 oben) gibt es auch noch die Moglich-
keit der n—rn-Stapelwechselwirkung, die besonders bei FAM-Peptiden verbreitet ist.?*!
Auch hier unterdriickte die Verwendung von 0.1 ma.% RBR die unspezifische Adsorp-
tion des Peptids (155) im phosphate-buffered saline (PBS)-Puffer (0.1 M Na,HPO,, 20
mM KH,PO,, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 3 mM NaN3) auf PS-Platten um den Faktor
fiinf. Die Bindungsisothermen wurden mittels Oberflichen-Fluoreszenzsiattigung be-
stimmt. Dazu wurden in jeweils vier Kavitédten die gleichen Konzentrationen an FAM-
markierten Peptid gegeben und dies mit steigenden Konzentrationen (0 - 50 pM) 30
min mit den Oberflichen-gebundenen Doménen inkubiert. AnschlieBend wurde mit
PBS Puffer gewaschen und die Fluoreszenz mittels Plattenlesegeréit bestimmt. Die Bin-
dungskurven vor und nach der Entschwefelung wurden durch nichtlineare Regression
der Messpunkte einem hyperbolen Kurvenverlauf (Gl. 2) angenéhert.

B X

Y —
KD+X

+ AuB - x + HuB Gl. 2

Y = Signal der Observablen, x = Konzentration des Liganden oder des Rezeptors (hier Peptid-Ligand),
Kp = Gleichgewichts Bindungskonstante (hat die gleiche Einheit wie X), Bmax = das Maximum der
spezifischen Bindung, AuB = Anstieg der unspezifischen Bindung, HuB = Hintergrund der unspezifi-
schen Bindung.
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Abbildung 4.16 A: NCL zu dem Produkt 93, zur Affinitatsbestimmung in Losung. B: Vergleich der synthetischen
YSC84 SH3-Domane vor und nach der Entschwefelung mit der rekombinant gewonnenen Domane auf der Ober-
flache (links) mit Hilfe Oberflachensattigungsanalyse und in Losung (rechts) mittels Fluoreszenzpolarisation.

Zur Kontrolle der so erhaltenen Daten wurde die SH3-Doméne von YSC84 als Gluta-
thion-S-Transferase (GST) Fusionsprotein rekombinant hergestellt. Anschliefend wurde
diese auf GSH-funktionalisierten Platten immobilisiert und analog der synthetischen
Doménen die Affinitat fiir 155 mittels Oberflachen-Fluoreszenzsattigungsanalyse be-
stimmt (Abbildung 4.16 B rechts). Auflerdem wurde diese in Losung durch Fluores-
zenzpolarisation (FP) charakterisiert (Abbildung 4.16 B rechts). Zusédtzlich wurde in
Losung das A21C-Aquivalent 93 der Oberflichen-gebundenen Doméne 149 mittels NCL
hergestellt und ebenfalls in Losung durch FP analysiert (Abbildung 4.16 B rechts). Fiir
die Bindung der nicht entschwefelten A21C-Mutante 149 mit dem FAM-Peptid 155
wurde mit Hilfe des Oberflachen-Fluoreszenzsattigungsanalyse ein Kp= 1.9 4+ 0.4 ptM
bestimmt. Nach der Entschwefelung stieg die Affinitat fiir 155 (Kp= 1 £+ 0.3 pM). Die
GST-markierte SH3-Doméne rekombinanten Ursprungs zeigte auf GSH-funktionalisier-
ten Platten einen Kp = 1.1 + 0.7 pM und in Lésung einen Kp = 1.4 £+ 0.3 nM. Die
Affinitdt der A21C-Mutante fiir 155 in Losung stimmte mit der auf der Oberfldche
iiberein (beide Kp= 1.9 4+ 0.4 pM). Die oberfldchen-gebundene Mutanten- und Wild-
typ-SH3-Doméne wurden zusétzlich mit Peptid 156 in einer Oberfléchen-Fluoreszenz-

sattigungsanalyse gemessen. Die Messungen wurden analog fiir die V34Pen Mutante
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und die entschwefelte Variante der SH3-Doméne von ABP1 mit den Peptiden 155 und
156 durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.2 zusammengefasst.

Tabelle 4.2. Bindungsaffinitaten (bestimmt als Ko in uM)® von immobilisierten Cystein- und Penicillaminmutanten
sowie entschwefelten SH3-Domanen von YSC84 oder ABP1 fir prolinreiche Peptide ACF2 155 und YIRO03 156.

SH3-Doméne ACF2, 155 YIRO003, 156

A21C-Mutante von YSC84 149 1.9 4+ 0.4 (1.9 + 0.4M) 10 £ 2
entschwefelt zur nativen YSC84 151 1.2 +£ 0.3 (1.1M 1.4 + 0.3€) 1.6 £ 0.4

V34Pen-Mutante von ABP1 150 2.8 +£0.6 09+ 04
entschwefelt zur nativen ABP1 152 2.6 £0.6 0.4 + 0.2 (0.1%)

[a] bestimmt durch Fluoreszenzsittigungsanalyse auf der Oberflache. [b] bestimmt durch Landgraf et al.*3V [c]
bestimmt mittels FP in Losung.

Die erhaltenen Werte stimmten im Fall der nativen YSC84-SH3-Doméne innerhalb
der Messunsicherheit mit den Literaturwerten von Landgraf et al. sowie den Messungen
mit der rekombinant gewonnen GST-markierten SH3-Doméne iiberein.'®!) Bei der Be-
stimmung der Bindungsisotherme von ABP1 mit Peptid 156 wurden im Vergleich zu
den Literaturwerten leicht erhohte Werte gemessen. So wurde der Kp-Wert mit Hilfe
der Fluoreszenzsattigungsanalyse auf der Oberflache zu Kp = 0.4 £+ 0.2 pM bestimmt,
wobei Landgraf et al. einen Kp = 0.1 pM berichteten.'®) Der Unterschied zwischen
A21C-Mutante und Wildtyp war bei der Bindung der SH3-Doméne mit dem ACF2
Peptid 155 nur gering. Allerdings war interessant, dass die Cysteinsubstitution bei der
Interaktion mit dem prolinreichen Fragment von YIRO003 156 einen grofleren Effekt
hatte. Hier wurde die Affinitdt um 84% verringert (A21C-YSC84-SH3: Kp = 10 nM,
Wildtyp YSC84-SH3; Kp = 1.6 pM). Dies unterstreicht die Bedeutung chemischer Me-
thoden, durch die die Reichweite der NCL {iber Cysteinligationen hinaus erweitert wer-
den kann. Bei der Untersuchung der ABP1-SH3-Doménen hatte das entschwefelte Pro-
tein eine geringfiigig niedrigere Affinitdt fiir die Peptidbinder 155 und 156 als das
Protein vor der Entschwefelung (Tabelle 4.2). Daraus kann gefolgert werden, dass Pe-

nicillamin einen vergleichsweise guten Ersatz fiir Valin darstellt.

4.3.5 Diskussion und Fazit

Die Hydrazonligation ist eine geeignete Methode fiir die Immobilisierung von Pep-
tiden. Peptidhydrazide lassen sich vergleichsweise einfach herstellen und erweitern die

Peptidkette nur um zwei Atome im Vergleich zu Peptidamiden. Die Reaktion ist schnell
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und reversibel. Wenn gewiinscht kann das Peptidhydrazid durch Hydrazinzugabe zu-
riickgewonnen werden. Durch die Verwendung von NaCNBH; konnte die reversible

Hydrazonverbindung in ein stabile NV-Alkylhydrazidbindung tiberfithrt werden.

Es wurden nach der in Schema 4.5 gezeigten Methode die Hefe-SH3-Doménen des
YSC84- und des ABP1-Proteins sowie deren A21C- und V34Pen-Mutanten mit guten
bis sehr guten Ausbeuten auf der Oberflache hergestellt. Das /N-Alkylhydrazid war ge-
geniiber den radikalischen Entschwefelungsbedingungen stabil. Die iiber HRP-SA-Ana-
lyse erhalten Ausbeuteverteilungen nach der NCL und nach der Entschwefelung waren
uniform tiber alle Kavitdten verteilt. Aulerdem wurde die erfolgreiche Entschwefelung
zu den nativen Sequenzen fluorometrisch bestétigt. Somit konnten Oberflachenbin-
dungsmessungen durchgefithrt werden. Die erhaltenen Affinitdten der SH3-Doménen
zu prolinreichen Liganden entsprachen literaturbekannten Werten sowie durchgefiihr-
ten Messungen in Losung. Die vorher unbekannten Affinitdten der A21C- und V34Pen-
Mutanten fiir das ACF2-Peptid (155) und der YIR003-Sequenz (156) wurden bestimmt.
Die Interaktion zwischen der A21C-Mutante des YSC84-Proteins mit dem ACF2-Pep-
tid (155) wurde ebenfalls in Losung bestétigt.

Schlussfolgernd kann gesagt werden, dass die Methode fiir die robuste Synthese von
Protein-Doménen auf der Oberflache tauglich ist. Sie lieferte gleichméafig auf der Ober-
flache verteilte Doménen. Affinitdtsbestimmungen in einer Fluoreszenzsattigungsana-
lyse mit FAM-markierten Peptiden ergeben reproduzierbare Ergebnisse. Bei entspre-
chender parallelen und automatisierten Umsetzung der Technik, kann die Methode mit
geringem Zeitbedarf eine grofle Zahl an Protein-Domaénen liefern, die fest immobilisiert
sind. Dennoch liefert sie gegeniiber der rekombinanten Herstellung von Protein-Domé-
nen-Arrays keine bedeutenden Vorteile, denn auch diese kann nach einer gewissen Op-
timierungszeit eine sehr groffe Zahl an immobilisierten Proteinen bereitstellen. Ein gro-
Berer Vorteil der chemischen Methode wiirde sich bieten, wenn Proteine untersucht
werden konnten, die sich mit rekombinanten Methoden nicht oder nur sehr schwer her-
stellen lassen. Das grofite Potential bei dem Vorgehen liegt daher vermutlich in der
Moglichkeit posttranslational-modifizierte Proteine auf der Oberflache herzustellen und

zu analysieren.
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4.4  Verbesserte selbstreinigende Synthese von langen oder aggregierenden

Peptidthioestern

Speziell die Synthese von Peptidthioestern ist mit besonderen Herausforderungen
verbunden, da —wie in Abschnitt 2.2.4 beschrieben— mit der Labilitdt gegeniiber Basen
umgegangen werden muss. Eine weitere Herausforderung ist die im Vergleich zu Pep-
tidsduren oder -amiden deutlich erhohte Hydrophobizitat. Dies erschwert die Handha-
bung nach der Synthese, da sich Peptidthioester hiufig schlechter l6sen als die Pep-
tidsauren oder -amide.?”! Dartiber hinaus greifen die meisten Peptidthioestersynthesen
auf Polystyrol-Harze zuriick. Synthesen nach der Boc-Strategie verwenden fast aus-
schliellich Polystyrol-Harz, da es kompatibel mit den notwendigen Séuren ist. Von den
im Schema 2.6 vorgestellten sechs Peptidthioestersynthesen nach Fmoc-Strategie finden
vier fast ausschliellich auf Polystyrol-Harzen statt. Das Chlorotrityl-System ist auf PS-
Harzen weniger anféllig fir Hydrolyse. Sulfonamide zeigen bessere Ausbeuten auf PS-
Harzen als auf polareren Harzen. Polystyrol-Harze sind aber generell fiir die Synthese

langer oder aggregierender Peptide eher ungeeignet (Abschnitt 2.1, Seite 3).

4.4.1 Optimierung der Erstbeladung von Sulfonamid-PEG-Harzen

Die von Mende et al. entwickelte Synthese von Peptidthioestern mit Selbstreini-
gungseffekt (Schema 2.9) konnte nicht in jedem Fall die benétigten Mengen und Rein-
heiten an Peptidthioester liefern. Die herauszuwaschenden Abbruchsequenzen sind Sei-
tenketten-geschiitzte N-acetylierte Thioester. Diese hauptsiachlich hydrophoben
Verunreinigungen lieflen sich nur schwer oder gar nicht aus dem Polystyrolharz extra-
hieren. Erste Versuche benétigte Thioester fiir PTM-modifizierte humane SH3-Domé-
nen (Abl und Arg) nach der Peptidthioestersynthese mit Selbstreinigung auf dem funk-
tionalisierten Polystyrol-Harz 47 herzustellen, konnten kein reines Produkt erbringen.
Griinde dafiir lagen vermutlich in den sehr geringen Rohausbeuten sowie in der starken
unspezifischen Absorption der Abbruchsequenzen im polymeren Trager. Mehrere

Waschprozesse konnten diese nicht effektiv entfernen.

Fiir die Synthese der Peptidthioester der humanen SH3-Doménen wurde daher ver-
sucht die selbstreinigende Peptidthioestersynthese zu verbessern. Um die Syntheseaus-
beuten zu erhéhen und die Abbruchsequenzen einfacher herauszulésen erschien es na-
heliegend PEG-basierte zu erproben. Bei ersten Versuchen, die selbstreinigende
Synthese auf einem PEG-Polystyrol-Kopolymer Harz (Tentagel) oder reinem PEG-ba-

sierten Harz (Chemmatrix) durchzufiihren, fiel auf, dass die Kupplung der ersten Ami-
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nosaure auf den Sulfamylbutyrl-Linker sehr schlechte Ausbeuten lieferte. Die Erstbela-
dungs-Ausbeute ist grundsitzlich ein Problem des Kenner-Linkers."™ Aus diesem
Grund wurde von der Arbeitsgruppe FEllman der Alkylsulfonamid-Linker 173 vorge-
schlagen, der durch Kupplung von 3-Carboxypropaesulfonamid auf Amin-funktionali-

9 Dieser lieferte im Vergleich zu dem von Kenner verwen-

sierte Trager erhalten wird.!
deten Arylsulfonen wesentlich hohere Ausbeuten bei der Erstbeladung und der
nukleophilen Spaltung. Von Ellman wurde auflerdem die Erstbeladung optimiert. Eine
Kupplung mit PyBOP in CHCI; bei -20°C wurde als optimale Bedingung gefunden.")
Diese Verbesserung leitete die Verwendung des safety-catch-Prinzips fiir die Thioester-
synthese ein. In der zweiten Halfte desselben Jahres 1999 wurde von Ingentio et al®!
sowie den Arbeitsgruppen Bertozzi und Ellman®® die Verwendung der Alkylsulfona-

mide fiir die Thioestersynthese berichtet.

Obwohl seit diesen Veroffentlichungen viele auch sehr lange Peptidthioester nach
dem safety-catch-Prinzip synthetisiert wurden, blieben die kommerziell erhéaltlichen
Harze auf Polystyrol beschrinkt. Dies folgt vermutlich aus den nicht praktikablen Aus-
beuten der Erstbeladung. Eine mogliche Erklarung ist die Abhéngigkeit der Erstbela-
dungsausbeute vom Losungsmittel. In der Arbeit aus der Gruppe Fllman wurden nur
geringe Ausbeuten (< 30%) bei Verwendung von DMF erreicht.'” Die Verwendung
apolarer aprotischer Losungsmittel, wie THF, CH,Cl, oder CHCI; lieferten hingegen
hohere Ausbeuten 50-80%.°" Dartiber hinaus waren die angegebenen Ausbeuten un-
einheitlich. Dies wird daran deutlich, dass in dem Artikel in einer Tabelle bei zwei
gleichen Reaktionsbedingungen eine Ausbeute von 80% sowie von unter 10% angegeben
wird.”"" Ahnliche Schwankungen wurden ebenfalls bei der Erstbeladung wihrend der
Hefe-Thioestersynthese (54-70, Abschnitt 4.1.1, Seite 42) beobachtet. Kurzum, die
mangelnde Reproduzierbarkeit der Erstbeladung sowie die geringen Beladungsdichten
schien die Verwendung polarerer Harze zu erschweren. Im Gegensatz dazu kann erwar-
tet werden, dass die Peptidthioestersynthese mit Selbstreinigungseffekt auf einem po-
laren Harz (PEG-basiert) hohere Reinheiten der Rohprodukte liefern sollte, als bei
Verwendung unpolarer Tréger (PS-basiert), denn die Extraktion hydrophober Ab-
bruchsequenzen wiirde nicht durch die hydrophobe Wechselwirkung mit dem Harz be-
hindert (Schema 4.8 B). Aus diesem Grund wurde es in dieser Dissertation als sinnvoll

angesehen, die Verwendung polarer Trager detaillierter zu untersuchen.

Bei der Reaktion einer aktivierten Aminosaure 157 mit Sulfonamid-funktionalisier-

ten Harzen sind zwei Reaktionspfade méglich (Schema 4.8 A).
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Schema 4.8 A: Mogliche Reaktionspfade der Bildung des N-Acyl-Sulfonamids 161, sowie mogliche Komplexierung
des lonenpaars 159 durch das Losungsmittel. B: Struktur des Aminomethyl Polystyrol- 163 und des Aminomethy!
ChemMatrix-Harzes 164. Akt. = Aktivator.

Im Reaktionspfad 1 kann das Sulfonamid 158 direkt mit dem Aminosaure-Derivat 157
reagieren, wobei das protonierte Intermediat 160 entsteht. Deprotonierung durch die in
der Reaktionsmischung vorhandene Base liefert das gewiinschte Produkt 161. Das Sul-
fonamid 158 auf dem polymeren Trager steht bei Gegenwart einer Base allerdings auch
mit dem Sulfonamid Anion 159 im Gleichgewicht. Dieses Anion kann ebenfalls mit
Aminosaure 157 reagieren und liefert direkt das Produkt 161 (Reaktionspfad 2). Die
analoge Reaktion eines Amin-terminierten polymeren Trégers wiirde vermutlich haupt-
séchlich iiber den Reaktionspfad 1 verlaufen, da der pKs-Wert eines priméren Amins
(~30 in DMSO)2?7 fiir die Deprotonierung mit Hilfe der im Allgemeinen verwendeten
tertidiren Amins zu hoch ist. Der pKs-Wert des Sulfonamids 158 ist vermutlich um 13
Groflenordnungen niedriger (MeSO.NH,: pKs = 17.5 in DMSO)E. Aulerdem ist die
neutrale Sulfonamidform fiir einen Angriff nach Reaktionspfad 1 moglicherweise nicht
nukleophil genug. Von der Arbeitsgruppe Mayr wurde ein Nukleophilie-Parameter
(Npa) eingefiihrt, der bei dem Vergleich von Nukleophilen niitzlich ist.?®) Die Werte
werden an Hand der Geschwindigkeitskonstante (kz-) einer Reaktion mit einem Elekt-
rophil bekannter Elektrophilie (Ep..) experimentell bestimmt. Der Parameter Np,,. ist
ein Nukleophil-spezifischer, Losungsmittel-abhangiger Wert. Hohe Werte reprasentieren
eine hohe Nukleophilie. Laut dieser Skala besitzen das Methansulfonamid Anion (Npam.
= 18.61)*% und das p-Toluensulfonamid Anion (Np.. = 17.14)%% eine vergleichbare
Nukleophilie wie das sekundére Amin Piperidin (Npum, = 17.19)2 in DMSO. Primére
Amine besitzen in DMSO eine Nukleophilie von ca. 14 (Ethyl-Glycinate Npaym =
14.30)Y. Betrachtet man den pKs-Wert und die Nukleophilie ist es sehr wahrschein-
lich, dass ausschlieSlich die Sulfonamid-Anion-Spezies 159 mit aktivierten Aminosauren
reagiert und somit Reaktionspfad 2 der wahrscheinlichste ist. Es ist demnach nachvoll-
ziehbar, dass das Losungsmittel einen grofien Einfluss auf die Ausbeute ausiibt. Die

Theorie des ,nackten Anions“ kennt viele Beispiele bei denen die Nukleophilie eines
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Anions stark von dem Losungsmittel abhéngt. Je loser die Solvathiille um das Anion
oder das Kontaktionenpaar gruppiert ist umso reaktiver ist das Anion.?*” Das Sulfona-
mid-Anion 159 steht im Gleichgewicht mit einem Komplex 162, in dem das Kontakti-
onenpaar durch Losungsmittelmolekiile so dicht komplexiert wird, dass die Annédherung
der aktivierten Aminosaure erschwert wird. Polare Losungsmittel komplexieren das
Kontaktionenpaar effizienter und hemmen den Reaktionspfad 2. Der Einfluss der Lo6-

sungsmittel-Polaritat auf die Erstbeladungsausbeute konnte somit erkléart werden.

Aus der dargelegten Hypothese wiirde folgen, dass durch Erhohung der Basenmenge
die Konzentration an Anion 159 steigt und somit die Ausbeuten gesteigert werden
kénnen. Eine Erhohung der Basenmenge ist in der Regel mit einer erhohten Racemi-
sierung der aktivierten Aminosdure verbunden. Dabei werden in der Literatur haupt-
séchlich zwei Mechanismen angegeben. Eine Moglichkeit ist die Deprotonierung der
o-CH-Einheit der Aminosaure 165 vor oder nach der Aktivierung (Schema 4.9 A). Die
CH-Aziditdt am chiralen Kohlenstoffatom kann durch Aktivatoren, die /N-a-Schutz-
gruppe sowie die Seitenkette soweit erhoht werden, dass es zu Deprotonierung und
Bildung des Anions 166 kommen kann. Eine Protonierung der negativen Ladung fiihrt
zu der racemischen Aminosduremischung 167. Eine weitere Moglichkeit, die Stereoin-
formation von aktivierten Aminosduren 168 zu verlieren, ist die Deprotonierung von
Oxazolonen 170. Diese werden durch den intramolekularen Angriff des Carbonyl-Sau-

erstoffatoms einer Carbamatschutzgruppe auf die aktivierte Carbonsaure 169 generiert
(Schema 4.9 B).
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i) Optimierung der
Fmoc-Phe-OH Kupplung
C i) Fmoc-Tyr(tBu)-OH, HCTU, HOBt if) Fmoc-Glu(tBu)-OH, o
ii) Fmoc-Glu(tBu)-OH, HCTU, HOBt o, O HCTU, HOBt
iii) NHSO3(CHa)sCOOH, DIC, HOBt 2 . i) TFA-Abspaltung _ Fmoc. N\)L _NH;,
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Schema 4.9 A: Racemisierung durch Deprotonierung des a-Protons einer zu kuppelnden Aminosdure 165. B:
Racemisierung aktivierter Carbamat-geschitzter Aminosauren 168 iber den Oxazolon-Mechanismus. C: Synthese
des N-Acyl-Sulfonamidpeptids 174 durch Optimierung der Kupplung auf das Sulfonamid 173. SG = Schutzgruppe.

Das so gebildete Oxazolon 170 besitzt eine erhohte a-CH-Aziditat. Durch ein Deproto-
nierung wird ein stabilisiertes Carbanion 171 generiert. Die Reprotonierung erzeugt das
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Oxazolon 170 als racemische Mischung. Der Angriff eines Amins an 170 oder 168’

liefert das racemische Amid 172.

Um den Einfluss der Basen und ihre Menge auf die Ausbeuten und den Racemisie-
rungsgrad zu iiberpriifen, wurde eine Reaktionsfolge nach Schema 4.9 C durchgefiihrt.
Das auf einem Rinkamid-ChemMatrix-Harz aufgebaute /N-Sulfonamid-Dipeptid 173
wurde unter verschiedenen Reaktionsbedingungen mit Fmoc-Phe-OH versetzt. An-
schlieBende Kupplung von Fmoc-Glu-OH und finale Spaltung mit TFA vom Tragerma-
terial lieferte das Peptid 174. Dieses wurde hinsichtlich Ausbeute und Racemisierung
mittels UPLC-MS und UV-Spektroskopie analysiert. Es wurde Fmoc-Phe-OH gewéhlt,
da dieser Baustein relativ anfillig fiir Racemisierung ist und bei der Kupplung aufs
Sulfonamid-Harz haufig geringe Ausbeuten liefert.’” Die Ausbeuten der Kupplung
wurden dariiber hinaus UV-spektroskopisch iiber die Absorption des Fulven-Piperidin-
Addukts nach der Fmoc-Abspaltung bestimmt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.3 zu-

sammengefasst.

Tabelle 4.3: Optimierungsversuche bei der Kupplung von 4 Ag. Fmoc-Phe-OH, 1 h, Rt auf Peptid 173.

Eintrag n/pmol®? Base  vol.%  Losungsmittel  Aktivator ®  Additiv Ausbeute! -(D)Phe-"

1 04 DIEA  50% DMF HBTU 28% 0%
2 0.6 DIEA  10% DMF HBTU 35% 0%
3 24  NMM  10% DMF HBTU 6% 2%
4 21  NMM  50% DMF HBTU 5% 2%
5 04 DIEA  50% CHCl, HBTU 6% 0%
6 0.7 DIEA  50% CHCl, PyBOP 44% 4%
7 2.2 DIEA  50% CHCl, PyBOP Oxyma 13% 0%
8 22 DIEA  50% CHCl, PyBOP HOBt 16% 2%
9 21 DIEA  50% CHCl, HCTU Oxyma 7% 1%
10 22 DIEA  10% CHCl, HCTU Oxyma 23% 2%
11 22 DIEA 10% CHCl, PyBOB Oxyma 8% 2%
12 91 DIEA  10% CHCl, PyBOP 62% 5%
13 1.9 DIEA  50% CHCl, PyBOP 38% 8%
14 91 DIEA  40% CHCl, PyBOP 29% 5%
15 21 DIEA  50% CHCl, PyBOPY 48% 4%
16 1.8 DIEA 4% DMF HCTU Oxyma 5% 1%
17 1.7  DIEA  10% CHCl, PyBOB 58% 3%

[a] AnsatzgréRe [b] 4 Aquivalente (0.1 M) bezogen auf das Sulfonamid-Harz 173. [c] 8 Aquivalente und Fmoc-Phe-
OH. [d] Ausbeute UV-spektroskopisch bestimmt mit Hilfe der Absorption des Fulven-Piperidin-Addukts nach der
Fmoc-Abspaltung. [e] Prozentsatz an (D)Phenylalanin im Peptid 174, ermittelt Uber das Integral der UV-Absorption
des (D)-Diastereomers 174 in der UPLC-MS.

Der erste positive Effekt der erhchten Basenmenge war, dass sich der schwerlosliche

Aminosaurebaustein Fmoc-Phe-OH ab Basenmengen von 10 vol.% gut in Chloroform
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16ste. Nach Mende wurde bei schwerlosliche Aminosdurebausteinen etwas DMF als Ko-
solvenz zu der Reaktionsmischung gegeben (z.B. bei Phe und Gly nétig).” Die erhohte
Polaritat fiihrte zu Ausbeuteverlusten. Es lasst sich aus den dargestellten Ergebnissen
entnehmen, dass sich Diisopropylethylamin (DIEA) besser als Base eignet als N-Me-
thylmorpholin (NMM) (vgl. Eintrag 1, 2 mit 3, 4). Der hohere pKs-Wert von DIEA
(10.1 ggt. 7.4) konnte dies erklaren. Additive scheinen keinen positiven Einfluss auf
die Ausbeute auszuiiben. Allerdings wirkt sich die Verwendung reduzierend auf die
Racemisierung aus (Eintrag 7-11 und 16). Eine hohe Basenmenge von 50 vol.% sollte
vermieden werden, bei sinkender Ausbeute steigt die Racemisierung. Dennoch waren
die erhaltenen Ausbeuten mit 10% DIEA hoher als die vormals nach Ellman und Mende
(5 Aq. 2.5 vol.%) auf PEG-Harzen erhaltenen Ausbeuten (< 10%).°"™*7 Die Verwen-
dung von PyBOP und CHCI; lieferte hohere Ausbeuten als andere Aktivatoren oder
andere Losungsmittel. Es wurde daher eine weitere Optimierungsreihe durchgefiihrt, in
der CHCI; als Losungsmittel, DIEA als Base und PyBOP als Aktivator verwendet wur-
den. Es wurde auflerdem die Reaktionszeit, -temperatur sowie Wiederholungen analy-

siert (Tabelle 4.4).

Tabelle 4.4: Zweite Optimierungsreihe zur Kupplung von Fmoc-Phe-OH auf das Peptid 173.¢

Eintrag pmol: vol.% DIEA Zeit Temp. Besonderheiten Ausbeute -(D)Phe-1¥
1 1.6 10% 2x2h  -25°C 8 Aq. PyBOPY 58% 1.50%
2 1.6 10% 2 x 2h -25°C 70% 1.20%
3 1.7 50% 2x2h Rt. c=0.00 M 46% 1.60%
4 1.8 20% 1h Rt. 53% 2.80%
) 2.1 30% 1h Rt. 66% 3.80%
6 1.8 40% 1h Rt. 58% 4.30%
7 2.0 50% 1h Rt. 35% 1.70%
8 1.8 10% 2 x 2h -25°C Vorkiihlung -25°C 79% 0.90%
9 1.2 20% 2x2h -25°C Vorkiihlung -25°C 95% 0.97%
10 1.4 30% 2 x 2h -25°C Vorkiihlung -25°C 98% 0.90%
11 1.2 40% 2x2h -25°C Vorkiihlung -25°C 96% 0.78%
12 1.5 50% 2 x 2h -25°C Vorkiihlung -25°C 80% 0.93%

[a] 4 Aquivalente Fmoc-Phe-OH, PyBOP bezogen auf das Sulfonamid-Harz 173 (0.1 M) in CHCls.[b] 8 Aquivalente
PyBOP und Fmoc-Phe-OH. [c] Ausbeute UV-spektroskopisch bestimmt mit Hilfe der Absorption des Fulven-Piperi-
din Addukts nach der Fmoc-Abspaltung. [d] Prozentsatz an (D)Phenylalanin im Peptid 174, ermittelt Gber das In-
tegral der UV-Absorption des (D)-Diastereomers 174‘ in der UPLC-MS.

Die aufgefiithrten Ergebnisse zeigen, dass bei Raumtemperatur héhere Racemisierungs-
werte entstehen. Die Verdopplung der Aquivalente (Aq.) schien keinen Einfluss auf die
Ausbeute zu haben (Eintrag 1 ggii. 2). Auflerdem stellt sich eine Basenmenge von 30
vol.% (70 Aq., 1.75 M) als optimal dar (Eintrag 5 und 10). Die geringen Ausbeuten ab

50 vol.% Base konnen durch die steigende Polaritiat des Losungsmittels erklart werden.
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Es wurde aulerdem der Einfluss der Temperatur der Losungen sowie des Harzes getes-
tet. Die separat in Chlorform gelosten Reagenzien Fmoc-Phe-OH mit Base, sowie Py-
BOP und der Spritzenreaktor mit dem Harz 173 wurden 15 min bei -25°C gekiihlt. Die
Vorkiihlung der Reagenzien ist entscheiden, um den Anteil an D-Phe unter einem Pro-
zent zu halten. Die niedrigere Temperatur (-25°C) wird nach Mischung der Losung fiir
die Reaktion beibehalten. Generell reduzierte die niedrige Temperatur nicht die Kupp-
lungsausbeute, verhinderte aber effizient die Epimerisierung. Die ermittelten optimalen
Kupplungsbedingungen sind: 4. Aq. PyBOP und Fmoc-Phe-OH in 0.1 M Konzentration
in CHCl; mit 30 vol.% DIEA, bei -25°C mit Vorkiihlung.

Mit diesen optimierten Bedingungen wurden alle 20 proteinogenen Aminoséduren
analog Schema 4.9 C auf das Sulfonamid-funktionalisierte Harz 173 gekuppelt. Die
Ergebnisse sind in Tabelle 4.5 aufgefithrt. Die Ausbeuten bewegten sich zwischen 32
und 93%, wobei der Mittelwert 68% betriagt. Cystein zeigte Epimerisierung von 21.7%.
Cystein ist dafiir bekannt, dass es auch unter normalen Kupplungsbedingungen mit
Ionium-Reagenzien und 8 Aq. Base nach dem o-CH Deprotonierungs-Mechanismus
Schema 4.9 A racemisiert. Der Fmoc-Cys(Trt)-OH Baustein zeigt dabei Racemisie-
rungsraten von 8%.2 Ein Verzicht auf Base durch die Verwendung von Carbodiimiden
als Aktivator reduziert dies auf nahezu null. Eine Optimierung fiir Cystein wurde aber

nicht durchgefiihrt, da Cysteinthioester eine geringe synthetische Relevanz haben.

Tabelle 4.5: Kupplungsausbeuten und Racemisierungswerte bei der Kupplung aller proteinogenen Aminosauren
auf das Harz 173 nach optimierten Bedingungen.[

Aminosiure Ausbeute  Racemisierung!? Aminosaure Ausbeutel  Racemisierung!?
Ala 86% < 0.1% Met 80% n.b.
Cys 78% 21.7% Asn 68% < 0.1%
Asp 68% n.b. Pro 49% < 0.1%
Glu 74% < 0.1% Gln 62% 0.0%
Phe 88% 0.9% Arg 70% n.b.
Gly 93% < 0.1% Ser 76% < 0.1%
His 2% 4.5% Thr 62% < 0.1%
Ile 32% < 0.1% Val 53% < 0.1%
Lys 76% 2.3% Trp 36% < 0.1%
Leu 76% 1.5% Tyr 63% 1.2%

[a] 4 Aquivalente Fmoc-AS-OH, PyBOP bezogen auf das Sulfonamid-Harz 173 (0.1M) in CHCls bei-25°C mit Vorkiih-
lung. [c] Ausbeute UV-spektroskopisch bestimmt mit Hilfe der Absorption des Fulven-Piperidin Addukts nach der
Fmoc-Abspaltung. [d] Prozentsatz an (D)Aminosaure im gebildeten N-Acyl-Sulfonamid Peptid, ermittelt Gber das
Integral der UV-Absorption des (D)-Diastereomers in der UPLC-MS. n.b. = nicht bestimmbar.

In dem Experiment mit Histidin wurde 4.5% (D)His erhalten. Dort induziert das N1

(auch m-N) des Imidazolrings eine Enolisierung des Aktivesters unter basischen Bedin-
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gungen und fiithrt zur Bildung von (D)His in Hohe von 8%, unter Mikrowellen-Bedin-
gungen sogar von 17%.2% Ungewohnlich ist der Wert fiir (D)Lys von 2.3 %. AuBlerdem
zeigen Tyr und Leu Werte iiber 1%. Alle anderen Aminosauren zeigen Epimerisierungs-
werte von unter einem Prozent. Bei den < 0.1% Experimenten wurde ein Massensignal
der entsprechenden Diastereomerenmasse bei einer anderen Retentionszeit als dem
Hauptpeak gefunden. Das EIC-Signal war allerdings zu gering fiir eine Integration. Bei
drei Experimenten (n.b.) konnten kein Massensignal auflerhalb des Hauptpeaks (L)AS
identifiziert werden. Dies kann damit erklart werden, dass keine Racemisierung geschah
oder dass die (D)AS und (L)AS Diastereomere koeluieren, wobei keine Prozentzahl er-

mittelt werden kann.

4.4.2 Verbesserte Synthese der Abl-und Arg-Peptidthioester

Eine effiziente Herstellung von SH3-Doménen mit Hilfe der chemischen Totalsyn-
these ist eine schwierige Aufgabe.? SH3-Doménen besitzen finf B-Faltblitter. Es ist
bekannt, dass B-Faltblatt-reiche Sequenzen geringe Syntheseausbeuten aufweisen, was
durch eine Aggregation der wachsenden Peptidkette erklart wird.? Die M-terminalen
Thioesterfragmente fiir die Abl- und Arg-SH3-Doménen Synthese waren besonders her-
ausfordernd, da unter den literaturbeschriebenen Bedingungen der Selbstreinigung

keine praktikablen Produktmengen erhalten werden konnten.

In einem ersten Ansatz wurde versucht, die Hauptabbruchsequenzen durch die Ver-
wendung von Pseudoprolin-Dipeptiden zu reduzieren. Die Verwendung des Fmoc-Leu-
Ser(W(Me,Me)Pro) Bausteins konnte die Ausbeute (ermittelt tiber die Absorption des
Fulven-Piperidin Addukts) bei der der Synthese des pY*® Abl-Thioesters 179 von 13.8%
auf 35.4% erhohen. Die Ausbeuten der Synthese des Arg-Thioesters 193 wurde von 11%
auf 28% verbessert (Abbildung 4.17 A). Dennoch blieben die Synthesen schwierig, weil
die Abbruchsequenzen nicht extrahiert werden konnten. Nach der finalen TFA-Abspal-
tung wurden die ungewiinschten Abbruchsequenzen allerdings aus dem Harz gelost und

fiihrten zu einer geringen Reinheit des Produkts.

Um die Syntheseausbeuten wiahrend der Kettenverlingerung und beim Waschen zu
erhohen wurde das in Schema 4.8 B dargestellte ChemMatrix Harz 164 verwendet.
Dieses PEG-Polymer war Aminomethyl-funktionalisiert. Es wurde mit den Bausteinen
Glu(Ph/Pr) und 3-Carboxypropansulfonamid verlidngert, entsprechend der Struktur 47
in Schema 2.9 auf Seite 25. Anschlieend wurde die Erstbeladung mit den in Abschnitt
4.4.1 beschriebenen optimierten Kupplungsbedingungen durchgefiihrt.

79



4. Kapitel: Ergebnisse und Diskussion
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Abbildung 4.17 Vergleich der Ausbeute-Entwicklung wahrend der SPPS, ermittelt (ber die Absorption des Fulven-
Piperidin Addukts. A: Vergleich der Ausbeuten wihrend der Synthese des Y’ Arg-Thioesters 193 auf PS und auf
PEG-Harz sowie mit und ohne Verwendung des Leu-Ser-Pseudoprolin-Dipeptids W(LS). B: Vergleich der Ausbeuten
bei der Synthese des Y’Y30 Abl-Thioesters 177 und des pY’ Thioesters 178 auf PS und PEG-Harz.

Es ist bekannt, dass die Verwendung von Pseudoprolin-Dipeptiden und PEG-Harzen
einen positiven Effekt auf die Syntheseausbeuten haben (Synergie).? Um dies zu iiber-
priifen, wurde der Arg-SH3-Thioester 193 parallel auf Polystyrol- und auf ChemMatrix-
Harz derselben allgemeinen Struktur 47 einmal mit und einmal ohne den Baustein
Fmoc-Leu-Ser(W(Me,Me)Pro)-OH synthetisiert. Die Verwendung des Pseudoprolins
steigerte auf dem PS-Harz die Ausbeute um 155% (Abbildung 4.17 A). Bei Benutzung
des PEG-Harzes ohne Pseudoprolin entwickelten sich die Kupplungsausbeuten sehr
dhnlich der Synthese auf PS-Harz mit Pseudoprolin. Bemerkenswerterweise steigerte
die Verwendung von PEG-Harz und Pseudoprolin steigerte die Ausbeute um den Faktor
3.2, bei der Synthese des Arg-Thioesters 193. Es konnte vor allem der Reduzierung der
Kupplungs-Ausbeuten nach Aminosaure 15 entgegengewirkt werden. Ein anderer Ver-
gleich wurde fiir die Synthese des Y'Y*-Abl-Thioesters 177 und des pY'-Thioesters 178
auf PS und PEG-Harz durchgefiihrt (Abbildung 4.17 B). Bei dieser Synthese wurden
beide Thioester mit dem Leu-Ser Pseudoprolin auf PS und auf PEG-Harz synthetisiert.
Die Synthesen auf dem PEG-Harz lieferten sehr gute Ausbeuten von 52% (Verbesse-
rung ggii. PS um den Faktor 1.56) fiir den Y7Y?*-Abl-Thioester 177 und 91% (Faktor
2.84) fiir den pY"™-Thioester 178 (pY’ Phosphorylierung an Position 7 nach der Abl-
SH3-Doménen Numerierung). Die Synthesen auf dem PS-Tréger fithrten besonders
nach Aminosédure 29 zu einem deutlichen Abfall der Kupplungseffizienz. Anschlieffend
wurde die selbstreinigende Peptidthioestersynthese entsprechend Schema 2.9 bis zu dem
Schritt der Struktur 52 durchgefiihrt. Es musste darauf geachtet werden, dass das Harz
vor der Aktivierung (49—50) mit trockenem THF gewaschen und am Hochvakuum

getrocknet wird, um Reste von Wasser zu entfernen. Das polare Harz bindet mehr
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Wasser als das Polystyrolharz mit dem die selbstreinigende Peptidthioestersynthese

entwickelt worden ist. Nach der Thiolyse werden die Harz-gebundenen Thioester 52

erhalten. Dartiber hinaus wird die Bindung der Abbruchsequenzen mit dem Harz ge-

spalten. Durch Waschen des Harzes werden die Abbruchsequenzen entfernt. Beispiele

fiir Chromatogramme die vor dem Waschen und nach dem Waschen gemessen worden

sind, sind in Abbildung 4.18 gezeigt.
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Abbildung 4.18: Vergleich der mit Hilfe der selbstreinigende Peptidthioestersynthese auf PEG-Harz hergestellten
Peptide vor und nach dem Waschen. A: Y’Y3° Abl-Thioester 177. B: pY3® Abl-Thioester 179. C: Y’ Arg-Thioester 193.

D: pY’ Arg-Thioesters 194

Tabelle 4.6: Ubersicht (ber die synthetisierten Peptidthioester der Abl- und Arg-SH3-Domanen. Sequenzen sind in

Schema 4.10 und Schema 4.11 aufgefihrt.

Phosphoform Nr. #AS Reinheit vor dem Waschen Reinheit nach dem Waschen  Ausbeutel
Abl YTY¥ 177 37 28% ) 30%! 79%) 92%! 5%
Abl pYTY? 178 37 23%! 48% 78% 80%! %
Abl Y'pY* 179 37 21% 33% 89% 91%! 6%

Abl pY'pY® 180 37 267 349 8870 90% 5%

Arg YT 193 97 17%8 23%0 89% 97%0 20%
Arg pY? 194 97 6% 7%0) 69% 89%0 38%

[b] Reinheiten wurden durch die UPLC-MS bei 210 nm bestimmt. [b] Reinheiten wurde bei 278 nm bestimmt. [c]
Ausbeuten wurden durch Absorption bei 278 nm bestimmt. #AS = Anzahl an Aminosaureresten.

Das Waschprotokoll bestand aus dem zweimaligen Waschen mit fiinfmal 2 ml DMSO
(1% TFA), finfmal 2 ml einer Losung von 80% DMSO und 20% NMP (1% TFA),
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fiinfmal 2 ml THF (1% TFA) und fiinfmal 2 ml einer Lésung von 75% DCM und 25%
TFE (1% TFA). Danach wurde final vom Harz abgespalten. In der Regel wurden gute
bis sehr gute Reinheiten erhalten. Es konnten durch Verwendung des PEG-Harzes alle
N-acetylierten Abbruchsequenzen herausgelost werden. Die verbleibenden Verunreini-
gungen rithrten von unvollstdndiger Acetylierung wiahrend der SPPS her. Die Ausbeu-
ten und Reinheiten der so synthetisierten Peptidthioester sind in Tabelle 4.6 zusam-

mengefasst.

4.4.3 Diskussion und Fazit

Als nachteilig galten bei der Verwendung des Kenner-Linkers bisher die haufig ge-
ringen und nicht-vorhersagbaren Erstbeladungsausbeuten als auch die Notwendigkeit
Polystyrol-Harze zu verwenden. Der Reaktionsmechanismus der Acetylierung des Sul-
fonamids wahrend der Kupplung der ersten Aminosdure wurde in diesem Unterkapitel
diskutiert. Durch eine Erhohung der Basenmenge konnte die geringen Ausbeuten bei
Verwendung von polaren Harzen deutlich erh6ht werden. Es wurden die Erstbeladungs-
ausbeuten fiir alle 20 proteinogenen Aminosduren bestimmt. Sie waren moderat bis
sehr gut fiir die Mehrzahl der Aminosduren. Dariiber hinaus waren die Ausbeuten ge-
ringeren Schwankungen unterlegen als bei Verwendung der bisher verdffentlichten Pro-

tokolle.

Bei der Synthese der schwierigen Arg und Abl-Thioestersequenzen war die Verwen-
dung des PEG-basierten Harzes von groflen Vorteil. Besonders in Kombination mit
Pseudoprolin-Dipeptiden konnten die Ausbeuten fiir Abl- und Arg-Thioester um bis zu
300% erhoht werden. Auch das Entfernen von Abbruchsequenzen aus dem PEG-Harz
durch Waschen wurde verbessert. Lediglich nicht blockierte Abbruchsequenzen blieben

zuriick, so dass eine Optimierung des Blockierungsschrittes notig ist.

Somit konnten die fiir die Oberflichensynthese benétigten Arg- und Abl-Thioester
ohne HPLC-Reinigung in Ausbeuten und Reinheiten erhalten werden, die eine direkte

Anwendung in der NCL aussichtsreich erschienen lielen.
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4.5 Oberflachensynthese und -analyse humaner phosphorylierter SH3-Domanen

Nachdem die Machbarkeit der Oberfldchensynthese und -analyse gezeigt wurde (Un-
terkapitel 4.3), stand die Synthese und Analyse von humanen SH3-Doménen im Fokus.
Es wurden zwei SH3-Doménen der Abelson-Tyrosinkinasen-Familie auf der Oberflache
synthetisiert und evaluiert. Zum einen wurde die SH3-Doméne der Tyrosinkinase Abl
welche ursdchlich mit der chronischen myeloischen Leukdmie (CML) verkniipft ist, her-
gestellt (Abschnitt 2.6, Seite 34).19%6 Zum anderen sollte die SH3-Doméne der der
engverwandten Abl2-(auch Arg)-Tyrosinkinase, einer eng verwandten Kinase, die eine
wichtige Rolle in der Organisation des Cytoskeletts und bei Fehlfunktion in der Tumor-

progression spielen soll, synthetisiert werden. 304237

Tatarova et al. beschreiben die regulatorische Funktion der Phosphorylierung inner-
halb der Klasse der SH3-Domaéanen als omniprasent.!” Die Aussagen stiitzen sich dabei
auf Daten aus der phosphosite-Datenbank in der Proteinphosphorylierung archiviert
wird."? Tyrosin ist in SH3-Doménen haufiger phosphoryliert als in anderen Proteinen
(zu 67% in SH3-Doménen ggii. zu 21% im gesamten humanen Phospho-Proteom).!7
Es wurde postuliert, dass die Tyrosinphosphorylierung innerhalb von SH3-Doménen,
neben einer Rekrutierung von anderen Proteinen tiiber Src-homology 2 (SH2)- oder
PTB-Doménen, den Effekt hat, die Affinitat fiir prolinreiche Liganden zu mindern. In
dem Ubersichtsartikel wurde 17 Literaturstellen (zwei Literaturstellen fiir Abl) fiir 13
SH3-Doménen angegeben, in denen diese negative Regulierung der SH3-Funktion be-

197

schrieben wird.'" In der phosphosite Datenbank sind viele Eintrage fiir die Phospho-
rylierung der Abl- und Arg-SH3-Doménen zu finden. Alle drei Tyrosinreste der Abl-
(pYT 14 Eintrage, pY?® 196 Eintrige, pY®? 223 Eintrédge) und der Arg-SH3-Doméne (pY”
10 Eintrége, pY® 1 Eintrag, pY®* 220 Eintrage) wurden phosphoryliert nachgewiesen
(Stand 09.09.2016). Die Positionen Y7, Y* und Y* in der SH3-Doméne entsprechen
den Positionen der Numerierung Y™, Y% und Y im Abl-Protein sowie Y6 Y% und
Y6 im Arg-Protein. Diese Phosphorylierungen wurden vor allem in Krebszellen, be-
sonders haufig in Leukémiezellen, beobachtet. Der Einfluss der Phosphorylierung auf
das Bindungsverhalten wurde bis jetzt nur mit biologischen Methoden fiir die Abl-SH3
pY7 Position untersucht, da dies die einzige Position ist, die sich ortspezifisch mit kom-
merziell erhéltlichen Kinasen phosphorylieren lasst.!*%% Eine Untersuchung der ande-
ren Phosphoformen scheint in Anbetracht der Haufigkeit der Datenbank-Eintrédge eben-

falls wiinschenswert. Die in Unterkapitel 4.3 beschriebene chemische Methodik sollte

genutzt werden, um alle sieben Phosphoformen sowie die unphosphorylierte Form der
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SH3-Doménen von Abl- und Arg im Parallelformat zu synthetisieren und zu analysie-

ren.

4.5.1 Oberflichensynthese der (Phospho)SH3-Domanen von Abl- und Arg

Die zu synthetisierenden Peptide fiir die Synthese der Abl-SH3-Doméne sowie die re-
sultierenden Ligationsprodukte sind in Schema 4.10 aufgefiihrt. Es wurden zwei /N-
Cysteinylpeptidhydrazide (175, 176) mit einfacher Tyr oder pTyr-Position sowie vier
Peptidthioester (177-180) mit jeweils zwei Tyr/pTyr-Stellen bendtigt, um insgesamt
alle acht SH3-Doménen herzustellen. Um Phosphotyrosin gezielt an der gewiinschten
Stelle einzubauen, wurde der SPPS-Baustein Fmoc-Tyr(PO(NMe,):)-OH 42 verwendet
(Abschnitt 2.3.2, Seite 20). Dieser wurde nach einer Vorschrift von Chao et al. in fiinf
Stufen mit einer Gesamtausbeute von 24% hergestellt.'? Die selbstreinigende Synthese
der Peptidthioester wurde wie in Unterkapitel 4.4 (Seite 72) beschrieben durchgefiihrt.
Die N-Cysteinylpeptidhydrazide wurden am Chlorotrityl-Harz analog Schema 2.6 E
hergestellt. Weder bei der selbstreinigenden Peptidthioestersynthese noch bei der Hyd-
razidsynthese am Chlorotrityl-harz konnten signifikante Unterschiede zwischen den

Peptidsynthesen mit pTyr-Baustein 42 und ohne festgestellt werden.

CEAQTKNGQGWVPSNY I TP\/'NIZ)Ala-NZH3 CEAQTKNGQGWVPSNpYITPVNRAL a-N2H3
175 176
K NLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEW-SBzI K, NLFVALpYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEW—SBZI
0 177 en 178

KnNLEVALYDFVASGDNTLSI TKGEKLRVLGpYNHNGEW-SBzI KenNLFVALPpYDFVASGDNTLST TKGEKLRVLGpYNHNGEW-SBzI

179 180
175 M K(BT)NLFVALYDFVASGDNTLS ITKGEKLRVLGYNHNGEW-CEAQTKNGQGWVPSNYITPVNRAla-NH-NH-
o 181 |

175 M K(BT)NLFVALPYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEW—CEAQTKNGQGWVPSNYITPVNBAla—NH-NH—
182 |

175 M K(BT)NLFVALYDFVAS GDNTLSI TKGEKLRVLGPYNHNGEW—CEAQTKNGQGWVPSNYI TPVNRAla-NH-NH~+
183 |

176 M K(BT)NLFVALYDFVAS GDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEW-CEAQTKNGQGWVPSNpYI TPVNRAla-NH-NH-
184 |

175 M K(BT)NLFVALPYDFVASGDNTLS I TKGEKLRVLGPYNHNGEW—CEAQTKNGQGWVPSNYI TPVNRAla-NH-NH+
185 |

176 M K(BT)NLFVALYDFVASGDNTLS ITKGEKLRVLGpYNHNGEW-CEAQTKNGQGWVPSNpYT TPVNRAla-NH-NH+
186 |

176 M K(BT)NLFVALPYDFVASGDNTLS ITKGEKLRVLGYNHNGEW-CEAQTKNGQGWVPSNpY T TPVNRAla-NH-NH-+
187 |

176 i), ,',')+180

KenNLEVALPYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGPpYNHNGEW-CEAQTKNGQGWVPSNpY ITPVNRALla-NH-NH
188

Schema 4.10: Syntheselbersicht zur Reaktion aller auf der Oberflache synthetisierten (Phospho)formen der Abl-
SH3-Doméane 181-188. i) Immobilisierung der Cysteinylpeptidhydrazide 175 und 176, ii) NCL mit entsprechenden
Thioestern 177-180.

Nach der Abspaltung vom polymeren Trager mit TFA, wurde die TFA-Lésung mit 10
vol.% Wasser versetzt und tiiber Nacht geschiittelt, wonach die gewiinschten Phos-

phopeptide erhalten wurden. Fiir die Abl-SH3-Doméne sollte an der Trp*-Cys*-Ver-
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kniipfungsstelle die NCL auf der Oberfliche durchgefiihrt werden. Dafiir wurden ent-
sprechend Schema 4.10 die 39 Aminosduren lange (Phospho)cysteinylhydrazide 175-
176 im Konjugationsbuffer auf Aldehyd-funktionalisierten Platten 143 immobilisiert.
Anschlieend wurden die entsprechenden 21-mer (Phospho)peptidthioester 177-180 im
Ligationspuffer 2 in die Vertiefungen gegeben und 16-18h bei Raumtemperatur geschiit-
telt. Die durch HRP-SA Analyse erhaltenen Ausbeuten sind in Tabelle 4.7 zusammen-
gefasst.

Ahnlich wurde bei der Synthese der Arg-SH3-Doméne vorgegangen. Unter Nutzung
der Arg®-Val*-Ligationsstelle mussten vier 32 Aminoséduren lange (Phospho)penicilla-
minhydrazide 189-192 sowie zwei 27 Aminosduren lange (Phospho)peptidthioester 193-
194 dargestellt werden (Schema 4.11). Die Hydrazide wurden erst immobilisiert und
darauf mit den Thioestern im Ligationspuffer 2 umgesetzt. Anschlieend wurden die
erhaltenen V27Pen-Mutanten bei 40°C iiber 16 h entschwefelt. Die ermittelten Ausbeu-
ten sind ebenfalls in Tabelle 4.7 aufgefiihrt.

PerlLGYNQNGEWSEVRSKNGQG{\]ggSNYITPVNBAla-NzH3 Pel’lLGpYNQNGEWSE\/'RS].KQI\TOGQGWVPSNYITPVNBAla-NzH3

PenLGYNQNGEWSEVRSKNGQGWVPSNpYITPVNRAla-N,H; PenLGpYNONGEWSEVRSKNGQGWVPSNpYITPVNRAla-N,H;
191 1

KgnNLEVALYDFVASGDNTLST TKGEKLR-SBzI KnNLFVALPYDFVASGDNTLST TKGEKLR-SBzI
193 194

KgnNLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLR-VLGYNQNGEWSEVRSKNGQGWVPSNYITPVNRALa-NH-NHE
195

189 ), i)+193 i)

189 M, KgnNLFVALPYDFVASGDNTLSITKGEKLR-VLGYNQNGEWSEVRSKNGQGWVPSNY ITPVNRAla-NH-NHT

190 ), i) +193jij 196
</ = 7 K(BT)NLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLR—VLGpYNQNGEWSEVRSKNGQGWVPSNYITPVNBAla-NH-NH-

191 ), i)+193 iij) 197
/A ikl I K(BT)NLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLR—VLGYNQNGEWSEVRSKNGQGWVPSNpYITPVNBAla-NH-NH~

190 j, i) +194 ii) 198
u K‘BT)NLFVALPYDFVASGDNTLSITKGEKLR—VLGpYNQNGEWSEVRSKNGQGWVPSNYITPVNBAla—NH-NH -

192 ), ;) +193 ji 199
u K(BT)NLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLR—VLGpYNQNGEWSEVRSKNGQGWVPSNpYITPVNBAla—NH—NH -

191 L]M”’), K(enNLEVALPYDFVASGDNTLS I TKGEKLR-VLGYNONGEWSEVRSKNGQGWVPSNPY I TPVNAALa-NH-NHT
192 ) ;) +194 ;) K
—_—

snNLEVALPYDFVASGDNTLSITKGEKLR-VLGPYNONGEWSEVRSKNGQGWVPSNpYITPVNLAla-NH-NH
202

Schema 4.11: Syntheselbersicht zur Reaktion aller auf der Oberflache synthetisierten (Phospho)formen der Arg-
SH3-Domaéane 195-202. i) Immobilisierung der Penicillaminhydrazide 189-192, ii) NCL mit entsprechenden Thioes-
ter 193-194, iii) Radikalische Entschwefelung.

Insgesamt wurden 256 Kavitdaten auf drei 96-Kavitdtenplatten mit 16 SH3-Doménen
funktionalisiert, (8 Abl- und 8 Arg-SH3-Doménen) funktionalisiert. Die Ausbeuten va-
riierten stark von 12% fiir die Y7Y*Y"? Arg-SH3-Doméne 195 bis zu 80% fiir pY®? Arg-
SH3-Doméne 198 Arg. Zwischen den Kavitéaten, die mit den gleichen Doménen funkti-
onalisiert wurden waren die Ausbeuten allerdings gleichméfig verteilt (vgl. Standardab-

weichung in Tabelle 4.7). Der Mittelwert der Ausbeuten fiir alle Doménen betrug 28%.
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Interessanterweise waren die Ausbeuten der Pen- Ligationen im Mittel mit 36% hoher
als fiir die Cys-Ligationen (20%).

Tabelle 4.7: Ausbeuten bezogen auf 150 pmol pro Kavitat nach Funktionalisierung, Immobilisierung, Oberflachen-
NCL und Entschwefelung (im Fall von Arg).

Phosphoform ADbl-SH3-Doméne Arg-SH3-Doméne

Y7 Oy y® Nr.  pmol / Kavitit®  Ausbeutel” Nr. pmol / Kavitit® Ausbeutel
- - 181 26 +4 17% 195 18 £ 1 12%
P - - 182 26 + 2 17% 196 47+ 1 31%
- p - 183 29 +4 19% 197 75+ 1 50%
- - p 184 18 £ 2 12% 198 120 £ 20 80%
b p - 185 52 + 3 35% 199 19 + 2 13%
- p b 186 30 + 12 20% 200 82 + 1 55%
b - p 187 2 + 3 17% 201 37+ 1 25%
b p D 188 32 + 2 21% 202 38 + 2 25%
Mittelwert: 30+ 4 20% 54 £ 4 36%

[a] Stoffmenge berechnet mit Gl. 1 aus den Absorbanzen, die jeweils in 16 Kavitdten pro Domane bestimmt wur-
den. Die angegebene Varianz entspricht der Standardabweichungen zwischen den 16 Kavitdten. Ausbeute berech-
net mit einer maximalen Beladung von 150 pmol pro Kavitdt angegeben vom Hersteller sowie im Experiment (Ab-
bildung 4.8 A) bestimmt.

Dieser Sachverhalt kann durch die schlechte Loslichkeit und die Aggregationstendenz
der Abl-Thioester erklirt werden (Abschnitt 4.6.1, Seite 92). Dariiber hinaus werden
die Ausbeuten durch die Reinheiten der Cysteinyl- oder Penicillpeptidhydrazide be-
stimmt. Die Thioester wurden mit Hilfe der selbstreinigende Peptidthioestersynthese
hergestellt und besalen Reinheit zwischen 80 und 97% . Die geringste Ausbeute von
12% (18 pmol/Kavitiat) war ebenso fiir Bindungsmessungen geeignet, denn die Stoff-
menge der Doménen auf der Oberflache ist weitaus hoher als den Ni-NTA Platten
(maximal 9 pmol/Kavitdt) und 60-mal hoher als die Stoffmenge der GSH-Platten (0.3
pmol/Kavitat).

4.5.2 Bindungsmessungen der Phosphoformen der Abl- und Arg-SH3-Domanen
an der Oberflache

Die 14 Phospho-SH3-Doménen sowie die zwei unphosphorylierten Doménen von Abl
und Arg wurden mit FAM-markierten Peptiden hinsichtlich ihrer Bindungsaffinitdten
analysiert (Schema 3.1, Seite 40). Zur Analyse der phosphorylierten Abl- und Arg-SH3-

Doménen wurden vier fluoreszenzmarkierte Peptide verwendet.

Fiir die Abl-SH3-Doméne waren drei prolinreiche Sequenzen als Interaktionspartner
bekannt. Dies waren zum einen zwei native Liganden als Partialsequenzen der Adap-

terproteine 3BP1 und 3BP2,>% sowie ein artifizielles Hochaffinitatspeptid p412%*. Die
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Interaktionen dieser drei Peptide mit der nicht-phosphorylierten rekombinanten Abl-
SH3-Doméne wurden bereits von Viguera et al. quantifiziert.? Es wurden die Affini-
taten von Kp = 34 pM fiir das 3BP1 Peptid und Kp = 5 pM fiir das 3BP2 Peptid
bestimmt.?® Von Pisabarro et al. wurde durch gezielte Mutation ein artifizielles Peptid
p41 mit einer Affinitat von Kp = 1.5 pM gefunden.?) Panjarian et al. entdeckten, dass
Phosphorylierung an der Position 7 (pY® im Volllingenprotein) innerhalb der SH3-
Doméne die Bindung zu der SH2-Kinase-Interdoméne (ID) in der Abl-Tyrosinkinase
stort (vgl. Abbildung 2.2, Seite 36).2* Bei Phosphorylierung an dieser Position wurden
Kinaseaktivitdten gemessen, die einem Phénotyp entspricht bei dem die Abl-Kinase
verkiirzt war. In diesen Formen fehlte die SH3-Doméne oder war defekt.'**236% Um den
Einfluss der Phosphorylierung auf die Bindung zur Interdoméane zu untersuchen, wurde

daher ebenso die prolinreiche Interdoménen-Sequenz synthetisiert und analysiert.

Es wurden die folgenden vier Peptide FAM-markiert synthetisiert und mittels Ober-
flachen-Fluoreszenzsattigungsanalyse in den Protein-Doménen funktionalisierten
Mikrotiterplatten vermessen: Die beiden Peptide der Adapterproteine 3BP1 FAM-
BAlaRAlaAPTMPPPLPP-NH, (203), 3BP2 FAM-BAlaRAlaPPAYPPPPVP-NH, (204),
das artifizielle Peptid p41 FAM-RA1aBA1aAPSYSPPPPP-NH, (205) sowie das Interdo-
ménenpeptid FAM-BA1aBRAlaPAPKRNKPTVYGVSPNY-NH, (206).

Da fiir das 3BP1-Peptid (203) eine geringere Affinitit erwartet wurde, schien es
ratsam den Konzentrationsbereich auf 100 pM zu erweitern. Der Oberflichen-Bin-
dungsassay wurde wie in Abschnitt 4.3.4 auf Seite 68 beschrieben durchgefiihrt. Fir
die Messung unterschiedlicher Binder mit den Doménen war es sehr hilfreich, dass die
Doménen fest auf der Oberflache immobilisiert waren. Somit konnte nach durchgefiihr-
ter Messung eines Binders mit mehreren Doménen auf der Platte, intensiv gewaschen
werden und eine weitere Messung mit einem neuen Binder durchgefiihrt werden. Dies
ist ein grofler Vorteil im Vergleich zu Methoden in Losung. In Tabelle 4.8 sind die
Ergebnisse der Oberflichen-Fluoreszenzsiattigungsanalyse fiir die unterschiedlichen
Abl- und Arg-SH3-Doménen zusammengefasst. Die Interdoménensequenz des Abl-Pro-
teins wurde nur mit der Abl-SH3-Doméne vermessen. Die Messpunkte sowie die iiber
hyperbole Regression ermittelten Bindungsisothermen und zugehorigen Kp-Werten sind

in Kapitel 6.5 auf Seite 150 angegeben.

Zusétzlich wurden die Bindungsaffinitdten in Losung mittels Fluorszenzpolarisation
(Abschnitt 4.6.2, Seite 97) und Tryptophan-Emission (Abschnitt 4.6.3, Seite 98) tiber-
prift. So wurde die Affinitdt zu dem 3BP1-Peptid 203 zu Kp = 40 £+ 20 pM bestimmt,
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wobei Viguera et al® mit Hilfe von Tryptophan Emission einen Wert von Kp = 34

M ermittelte.

Tabelle 4.8: Bindungsaffinitaten (ermittelt als Ko in uM)®! der phosphorylierten und nicht-phosphorylierten huma-
nen SH3-Domanen von Abl und Arg fir prolinreichen Peptide.

Phosphoform!! Abl-SH3-Domiéne Arg-SH3-Doméne
Y? Y® Y® 3BP1(203) 3BP2(204) pdl (205) ID (206) 3BP1  3BP2 pdl
40 + 20
e 44408 16408, 6415,
" - ega 15’)[(” (5)", (15)9  (T+£37)4, 1945 41+04 1L4£05
o 1 2)[6]’ (4.8 £ 0.7 (L7 +£02) (12 £ 2)¢
7+3
) (7i4)Ed] 5+ 2 12+5 KAD L i 16409
P Qo+ pp  OTEO (6D kAbe
- p - 1245 13+ 6 2.4+ 0.8 kAb 6+2 T+4 @ 5E2
T+2 4+3 0.7 £ 0.2 kAb
- - D 54+2 24409 08+05
6+3)4 (31 (0.6+03)Y  kAbH
p p - 1346 24+05  15+08 kAb 19410 44+0.7 18£09
3.0 £ 0.7 10 + 3 0.6 £ 0.2 kAb
- p 15+3 6+1 26+07
P 2+1)d  (10£6)9 (0.7+02)4  kAbY
p - D kAb kAbY KkAb, kAbY kAb, kAbH kAb, kAbY  kAb kAb kAb
p p D kAb kAb kAb kAb kAb kAb kAb

[a] bestimmt durch Fluoreszenzsattigungs-Bindungsmessung auf der Oberfldche, die angegebene Messunsicher-
heit ist die Standardabweichung der hyperbolen Regression. [b] bestimmt durch Viguera et al.?3 [c] bestimmt
durch Pisabarro et al.?3¥ [d] bestimmt durch Fluoreszenzpolarisation in Loésung (Abschnitt 4.6.2). [e] bestimmt
durch Trp-Emission in Losung (4.6.3) [f] Nummerierung bezieht sich auf die Position in der SH3-Doméne und nicht
im Protein; kAb = keine Affinitat bestimmbar.

Fiir die 3BP2 Sequenz 204 wurde auf der Oberflache ein Wert von Kp = 4.4 + 0.8 1M
bestimmt, im Vergleich zu 5 pMP*®, Fiir das artifizielle Peptid 205 wurde ein Kp= 1.6
+ 0.8 pM bestimmt. Pisabarro et al. haben diese Affinitat ebenfalls mittels Tryptophan
Emission Titration zu Kp = 1.5 + 0.1 pM bestimmt.?*) Eher unerwartete Ergebnisse
wurden bei der Messung der phosphorylierten SH3-Doménen erhalten. Monophospho-
rylierung der Abl-SH3-Doméne fiihrte zu einer zwei bis sechsfachen Erhohung der Af-
finitat fir den 3BP1-Ligand (203). Zu beachten ist, dass Doppelphosphorylierung von
Y?* und Y* die héchste Affinitatssteigerung (um eine Groéflenordnung) induzierte (Kp
= 3.0 pM von pY*pY?? gegeniiber Kp = 40 pM fiir die unphosphorylierte Abl-SH3-
Domaéne). Im Gegensatz dazu hob die gleichzeitige Phosphorylierung von Y7 und Y?®?
die Wechselwirkung mit jedem der getesteten Liganden auf. Bei der Interaktion mit
dem 3BP2-Liganden fiihrte die Doppelphosphorylierung zu bemerkenswerten Effekten.
Wahrend Y7, Y*-Phosphorylierung die Bindung verbesserte, bewirkte die Phosphory-

lierung von Y* und Y™ eine Abschwéchung der 3BP2-Erkennung. Dies ist aus biologi-

88



4.5. Oberflachensynthese und -analyse humaner phosphorylierter SH3-Doménen

schem Blickwinkel interessant. Im nicht-phosphorylierten Zustand wird die SH3-Do-
méne den 3BP2-Liganden affiner binden als den 3BP1-Liganden. Gleichzeitige Phos-
phorylierung von Y*° und Y®?schaltet die Praferenz zu 3BP1, wahrend Y"Y%2-Doppelp-
hosphorylierung die Erkennung prolinreicher Sequenzen abschaltet. Der nachteilige
Effekt des letztgenannten Phosphorylierungsmodus wurde auch fiir das designte p41
Peptid beobachtet. Wie bereits bei 3BP1 verzeichnet, wurde p41 durch das pY*pY?®?
Protein stirker gebunden - im submikromolaren Bereich - als durch das unphosphory-
lierte Protein. Die einfache Phosphorylierung von Y7 erniedrigte allerdings die Affinitat
fast um eine Groflenordnung von 1.6 pM auf 12 pM. Dies ist wiederum interessant, da
die Phosphorylierung scheinbar erneut eine Feinauswahl an Bindungspartnern einstellt.
In einer Mischung aus 3BP1 und p41 wiirde nun das 3BP1-Peptid selektiv von der pY'-
Doméne erkannt werden, die unphosphorylierte Doméne hat allerding eine viel h6here

Affinitat zu p41.

Besonders bemerkenswert ist die Tatsache, dass die Minderung bzw. Auflésung der
Bindungsfihigkeit nach Phosphorylierung, welche geméfl Literaturberichten erwartet
wurde, bei fiinf der sieben getesteten Phosphoformen ausblieb. Lediglich die V- und C-
terminal phosphorylierte Doméne, sowie die perphosphorylierte SH3-Doménen von Abl
und Arg, zeigten keinerlei messbare Affinitdten zu den getesteten Liganden. Die beiden
Tyrosinreste befinden sich in unmittelbarer Nachbarschaft zur Bindungsregion (Abbil-
dung 4.19). Gleichzeitige Phosphorylierung von Y7 und Y® kénnte somit die Protein-
Liganden-Erkennung hemmen. Zwei pY-Gruppen in enger Nachbarschaft kénnten
durch erhohte Coulomb-Abstoflung von mindestens zwei negativen Ladungen (zweiter
pKs ~ 6.7)24 die Bindungstasche deformieren oder ganz die Faltung der SH3-Doméne
storen. Hinweise, die letztgenanntes unterstiitzen sind in Abschnitt 4.7 ab Seite 102 zu
finden. Eine andere Moglichkeit, ware die starke Erhohung lokaler Polaritét. Die Tyro-
sin-Phosphorylierung verwandelt einen relativ hydrophoben Rest in eine polare negativ
geladene Gruppe, dies kann zur Abschirmung hydrophober Bindungsstellen fiihren.
Beispielsweise wird der letzte Aktivierungsschritt der Hck-Tyrosin-Kinase laut Schind-
ler et al. durch eine solche Polaritatsveranderung ausgelost.?? Die katalytische Tasche
dieser Kinase der Src-Familie ist in der inaktiven Form durch Try"® blockiert (ebenso
bei Abl, vgl. Abbildung 2.2, Seite 36). Diese Tyrosinblockade wird durch m—n-Interak-
tion mit einem Phe-Rest sowie durch hydrophobe Wechselwirkung mit einem anderen
Phe- und Ile-Rest in Position gehalten. Nach der Phosphorylierung dreht sich der pTyr-
Rest heraus und gibt den katalytischen Bereich frei.
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Abbildung 4.19: Rontgenkristallstruktur von Abl-SH3-Domanen (rot) im Komplex mit verschiedenen Bindern (blau).
Die Seitenketten der entsprechenden Tyrosinreste und interagierender Aminosauren sind gezeigt sowie gefundene
Wasserstoffbriickenbindungen (gelb). A: (PDB: 1BBZ)?**) Die SH3-Domé&ne mit dem p41 Peptid B: (PDB: 2F00)243!
die c-Abl-Tyrosinkinase. In der inaktiven Abl-Kinase-Form interagiert die SH3-Domaéne (rot) mit der SH2/Kinase-
Interdoméne (blau). (Y8 entspricht Y7 in der SH3 Numerierung, Y2 entspricht Y3° und Y34 entspricht Y>2).

Die Analyse wurde mit der Arg-SH3-Doméne ebenfalls durchgefiihrt und das Bin-
dungsverhalten analysiert. Wiederum stoérte die Doppelphosphorylierung von Y” und
Y52 die Interaktion mit den getesteten Peptidliganden. Die Arg-SH3-Doméne tolerierte
andere Phosphorylierungsmoden und Phosphorylierung von Y?* erhohte die Affinitéat
fiir 3BP1 um das 4-fache. Die Phosphorylierung von Y7 fiihrt bei der Erkennung von

p41 allerdings nicht zu signifikanten Affinitdtserniedrigung.

Von Chen et al. wurde fir die Abl-SH3-Doméne beschrieben, dass Y’ Phosphorylie-
rung die Interaktion mit der SH2-Kinase-Interdomédne hemmt. Daher wurde ebenfalls
die Bindung zu dem Interdoménenpeptid ID 206 analysiert. In der Kristallstruktur von
c-Abl belegt dieses Peptid die SH3-Bindungsfurche (Abbildung 4.19 B).?%l Die nicht-
phosphorylierte Abl-SH3-Doméne erkannte das Interdoménenpeptid ID in trans mit
einem Kp = 6 £+ 1.5 pM. Interessanterweise war keine der Phospho-SH3-Doménen in

der Lage das ID-Peptid 206 zu binden.

4.5.3 Diskussion und Fazit

In diesem Unterkapitel wurde die im Abschnitt 4.3 beschriebene Methodik gezielt
genutzt, um die Phosphoregulierung der Abl- und Arg-SH3-Doménen zu untersuchen.
Dabei wurde iiberraschendes entdeckt. Entgegen bisheriger Literaturmeinung scheinen

fiinf von sieben moglichen Phosphoformen der beiden Doménen in der Lage zu sein,
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prolinreiche Liganden zu binden. Es wurden sogar Affinitatssteigerungen beobachtet,
sechsmal bei der Abl- und viermal bei der Arg-Doméne. Insgesamt wurden 56 Interak-
tionen zu prolinreichen Bindern mit den beiden Doméanen gemessen, 53 waren vorher
unbekannt. Die Literatur-bekannten Affinitdten der Abl-SH3-Doméne konnten mit der

Oberflachenmessung bestatigt werden.

Fir die Abl-SH3-Doméne wurde zusétzlich die vorher unbekannte Affinitdt zu der
SH2-Kinase-Interdoméne bestimmt. Interessanterweise hatte die Interdoménen keiner-
lei Affinitét fiir die sieben phosphorylierten Doménen. Dies bestétigt auf der einen Seite
die vorherige Meinung, dass Phosphorylierung der SH3-Doméne die intramolekulare
Erkennung der Interdoméne stort. Auf der anderen Seite wird die Bindung zu prolin-
reichen Segmenten nicht generell durch Phosphorylierung der Doméne behindert. Phos-
phorylierte Abl-SH3-Doménen bleiben funktional und verdndern dariiber hinaus das
Erkennungsrepertoire dahingehend, dass andere prolinreiche Proteinsegmente (wie z.B.
3BP1) bevorzugt in trans gebunden werden. Die Bindungsaffinitat fir die Peptide p41,
3BP1 und 3BP2 (203-205) wird durch Phosphorylierung nur geringfiigig gedndert (ma-
ximal eine GroBlenordnung, aufler bei pY pY® und pY'pY*pY??). Mit dem Interdomé-
nen-Peptid 206 findet keine messbare Erkennung durch die Phospho-Doménen mehr
statt. Der molekulare Ursprung dieser drastischen Affinitdtsunterschiede zu den phos-
phorylierten Doménen bleibt ungelost. Eine mogliche Erklarung ist in dem Bindungs-
modus zu finden. Aus den Rétgenkristallstrukturen der Abl-SH3-Doméne mit p41 sowie
der Struktur der volllingen Abl-Tyrosinkinase mit Bindung der Interdoméne in cis
(Abbildung 4.19) ist zu erkennen, dass das p41-Peptid ein Klasse-I-Binder ist (C—N
Orientierung von oben nach unten in Abbildung 4.19). Hingegen wird die Interdoméne
in der Klasse-II-Orientierung (N— C) gebunden. Es sind ebenso Kristallstrukturen von
Abl-SH3 mit 3BP124 und der SH3-Doméne der Fyn-Tyrosinkinase mit 3BP2 bekannt.
Uberlagerungen dieser Kristallstrukturen mit der in Abbildung 4.19 A zeigen, dass die
Liganden den gleichen Bindungsmodus in derselben Orientierung einnehmen.?* Die
Interdoméne hingegen bildet keine typische PPII-Helix aus und bindet in der fiir die
Abl-SH3-Doméne untypischen Klasse-II-Orientierung. Dariiber hinaus sind die Sequen-
zen der drei Binder (203-205) sehr ahnlich, die Sequenz der Interdoméne weicht stark
ab. So ist dort z.B. kein klassisches PXXP-Motiv zu finden. Es scheint daher erklérlich,
dass Phosphorylierung die Affinitat fiir die SH3-Binder in einer fiir den Bindungstyp
spezifischen Weise beeinflusst. Um strukturelle Hinweise auf den molekularen Ursprung
der Phosphoregulierung zu erhalten, wurden die Abl-SH3-(phospho)-Doménen aufer-
dem mit Hilfe der NMR-Spektroskopie analysiert (Unterkapitel 4.7, Seite 102).
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4.6 Vergleichende Analyse der Abl-(Phospho)SH3-Domanen in Losung

Die dargelegten Messungen auf der Oberfldche konnten aus verschiedenen Griinden
fehlerhafte Werte ergeben haben. Da die korrekte Faltung nicht iberpriift wurde, konn-
ten nicht- oder fehlgefaltete Doménen zu einem falsch-negativen Ergebnis gefiihrt ha-
ben. Dartiber hinaus kénnten unspezifisch adsorbierte Thioester oder die immobilisier-
ten Abbruchsequenzen des C*terminalen Fragments Artefakte erzeugen. Ein Vergleich
mit Messungen in Losung ist daher hilfreich. Mittels NMR-Spektroskopie kann die Fal-
tung der Proteine untersucht werden. Mit der Methode der Fluoreszenzpolarisation
kénnen Bindungsaffinitdten in Losung verldsslich bestimmt werden. Auflerdem kann
bei der Abl-SH3-Domine die durch Bindung induzierte Anderung der Tryptophan-
Emission gemessen und so Bindungsaffinitdten fiir markierungsfreie Peptide bestimmt

werden.

Solche Messungen erfordern grofie Mengen an SH3-Doméne (50 - 200 nmol pro Mes-
sung). Zum Vergleich, die Oberflichenmethode benotigt 2.4 nmol pro Domaéne fiir alle
Messungen. Um dariiber hinaus eine Gegeniiberstellung der neuen Oberfldchen-Metho-
dik mit der konventionellen Protein-Doménensynthese durchzufiihren, wurden ausge-
wahlte SH3-Doménen nach publizierten Verfahren hergestellt. Diese Verfahren beinhal-
teten eine Reinigung durch die HPLC. Es kann somit zuséatzlich zur Bestimmung der
Bindundungsaffinitdten in Losung ermittelt werden, in wie weit die Synthese und Ana-

lyse auf der Oberfldche Zeit einspart.

4.6.1 Vergleichende Synthese der Abl-(Phospho)SH3-Domanen in Losung

Typischerweise umfasst die ,konventionelle konvergente Proteinsynthese“ die fol-
genden Schritte: (1.) Synthese und (2.) Reinigung des C-terminalen Peptidfragments;
(3.) Synthese und (4.) Reinigung des Peptidthioesters (/N-terminales Fragment); (5.)
NCL und (6.) Reinigung des Ligationsprodukts. Bei Verwendung der Erweiterten NCL
folgt (7.) Entschwefelung oder Auxiliarentfernung und (8.) Reinigung der nativen Se-

quenz.

Im Gegensatz zu den sechs oder acht sukzessiv linearen Schritten der konventionel-
len Proteinsynthese, benétigt die Oberflachensynthese nur vier parallele Schritte (finf
wenn Entschwefelung verwendet werden muss). Alle Schritte kénnen, durch den Ver-

zicht auf die HPLC-Reinigung, parallel betrieben werden.

Zunéchst wurde versucht, die Abl-SH3-Doméne linear zu synthetisieren. Vier Ver-

suche schlugen trotz der Verwendung von Pseudoprolinen fehl.
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In den Versuchen, die SH3-Doméne in Losung mittels konventioneller konvergenter
Synthese herzustellen, war die Aufreinigung das Hauptproblem. Die geringe Loslichkeit
der Thioesterfragmente erschwerte die Reinigung, da hohe Konzentrationen nicht er-
reicht werden konnten. Ein Beispiel fiir Reinigungsprobleme aufgrund der geringeren

Loslichkeit des Thioesterfragments sind in Abbildung 4.20 gezeigt.

207
—— UPLC Spur —— UPLC Spur
. 2]
349 min 355 mi Produkt nachgewiesen, koeluiert
-00 Min 10 - mit unpolaren Verbindungen
Produkt nachgewiesen,
’E\ koeluiert mit Salzen
g 14 _ é sauberes Produkt 207
SEN VT 04 mM S
- 1¢=0.1m ~ op
Q 0.15m ¢ 8 0 3-30%8 in 10min 30-50 %B in 20 min, dann 90%B
c 9
s g
g— 3 sauberes Produkt 207
§ g 10
0 . T 04 0
3-90%B in 4 min 390%B in 4 min 3-30%B in 10min 30-60 %B in 20 min, dann 90%B
—T— T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3 t /min 4 3 4 0 5 10 15 .2 25 30 35
R t./min t / min

Abbildung 4.20 A: Sequenz des N-terminalen Fragments der Abl-SH3-Domane als Peptidhydrazid 207, welches
nach Fang et al. in einen Thioester umgewandelt werden kann.[®! B: Chromatogramm des Peptids 207 gel®st in
H20/ACN/TFA (49.5:49.5:1) bei einer Konzentration von 0.15 M und 0.1 M (C). Die geringere Signalintensitat in B
resultiert aus Prazipitation. D: Vergleich zwischen Reinigungsversuchen bei denen das Peptid 207 in 5 ml 6M GdmCl
Losung (oberes Chromatogramm), oder in 1 ml TFA/H20 (3:1) (unteres Chromatogramm) gelést wurde.

Zunachst wurden benétigte /N-terminale Fragmente nach dem safety-catch Prinzip
als Methyl-3-mercaptopropionat Thioester synthetisiert. Diese waren allerdings sehr
schwer 16slich. In ACN/Wasser/TFA (1:1:0.1%) konnte keine Konzentrationen iiber
50 nM erreicht werden. Die fiir die Ligation wiinschenswerte Konzentration von 100 nM
konnten nur in 3 M GdmCl-Loésung erreicht werden. Es wurde daher als Thioestervor-
stufen Peptidhydrazide verwendet, da diese eine verbesserte Loslichkeit versprachen.
Dennoch préazipitierten auch diese Peptide bei Konzentrationen grofler als 0.1 mM. Dies
ist am Beispiel des Hydrazids 207 illustriert (Sequenz: Abbildung 4.20 A). Beim Chro-
matogramm in Abbildung 4.20 B wurde das Peptid in einer Konzentration von 0.15 M
aufgegeben. Bei dieser Konzentration ist Prazipitation zu beobachten, aulerdem sind
zwei Peaks im Chromatogramm erkennbar, die sich nicht in dem dazu gehorigen Mas-
senspektrum unterscheiden. Bei einer 0.1 mM Konzentration des Peptids 207 ist nur
ein Peak bei einer Retentionszeit von 3.55 min zu sehen (Abbildung 4.20 C), die Mas-

senspektren aller drei beobachteten Peaks entsprechen der molekularen Masse des Pep-
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tids 207 (4184.32 m/z gefunden (dekonv.), 4184.66 g/mol berechnet). Das Absorptions-
signal bei 3.45 min in Abbildung 4.20 B koénnte ein Aggregationsdimer sein, welches
sich bei der Ionisierung im Elektronenspray trennt. Die hohe Aggregationsneigung die-
ser N-terminalen Fragmente erschwerte die Aufreinigung mittels HPLC. Die zu reini-
genden Substanzen werden idealerweise in moglichst kleinen Volumina des Laufmittels
auf die chromatographische Séule gebracht. Bei der Reinigung des Peptids 207 oder der
entsprechenden Phosphoformen (211-213) konnten keine Konzentration iiber 0.1 mM
im HPLC Laufmittel erreicht werden. Es wurde daher versucht durch Zugabe chaotro-
per Salze die Loslichkeit der Peptide zu erhéhen. Hohe Konzentrationen (> 5 M) von
Harnstoff oder GdmCI erméglichten das Peptid in eine Konzentration von 2 mM zu
iiberfithren. Allerdings fiithrte die Verwendung der chaotropen Salze zu sehr hohen Pro-
duktverlusten. Dieser Sachverhalt ist exemplarisch an Hand des oberen praparativen
HPLC Chromatogramms in Abbildung 4.20 D gezeigt. Bei der gemessenen Absorption
von 278 nm wird hauptsdchlich peptidisches Material detektiert. In dem ersten Peak
bei 2.5 min konnte Produkt nachgewiesen werden, hier eluiert das Produkt vermutlich
zusammen mit dem chaotropen Salz, da bei 210 nm eine sehr hohe Absorption und
nach der Gefriertrocknung weifles kristallines Material zu beobachten war. Danach elu-
iert bei 24 min das Produkt ohne Verunreinigungen. Nach 30 min wird 5 Minuten lang
mit 90% ACN gespiilt wobei bei 34 min ebenfalls Produkt eluiert, welches mit vielen
hydrophoben Nebenprodukten verunreinigt war. Nach Elution des GdmCI prézipitiert
das Produkt vermutlich teilweise. Das geloste Produkt eluiert rein nach 24 min. Erst
bei 90% ACN wird das prazipitierte Produkt langsam wieder gelost und eluiert nach
34 min mit vielen anderen unpolaren oder nicht vollstindig gelosten Substanzen. Da
lediglich die Produktfraktion nach 24 min reines Produkt beinhaltet war die Ausbeute
bei Loslichkeitsvermittlung mit GdmCl sehr niedrig (3%). Ein &hnliches Verhalten
wurde bei der Verwendung chaotroper Losungsmittel wie DMF, DMSO und TFE beo-
bachtet, wobei der grofite Verlust an Produkt in diesen Féllen im ersten Peak zwischen
2 und 4 min zu beobachten war. Einzig die zu Hilfenahme von TFA lieferte zufrieden-
stellende Ergebnisse. So wurde das Rohprodukt 207 (15 pmol) in 3 ml TFA/H,O (3:1)
gelost und mittels praparativer HPLC gereinigt. Das untere Chromatogramm in Ab-
bildung 4.20 D zeigt das Reinigungsverhalten bei Verwendung von TFA. TFA fiihrte
weder zur Koelution im Bereich von 2-4 min noch zur spaten Elution nach 30 min.
Somit konnte eine grofle saubere Produkt-Fraktion um 22 min erhalten werden. Die

Ausbeute betrug hierbei 23%.
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Die restlichen Thioestervorstufen (211-213) wurden ebenfalls mit TFA als Kosolvenz
gereinigt. AnschlieBend wurde die Synthese der Doménen in Lésung versucht. Es wurde
die nach Fang et al. publizierte Methode der Thioestergenerierung ausgehend von Pep-
tidhydraziden verwendet.'"’! Die durchgefiihrten Synthesen sind exemplarisch an Hand
der Synthese der unphosphorylierten Doméne 210 in Abbildung 4.21 gezeigt. Dabei
wurde das Peptidhydrazid 207 mit NaNO, zum Peptidazid 208 umgesetzt. Zugabe von
50 mM Thiol (Thiophenol (PhSH) oder 4-Mercaptophenylessigsdure (MPAA)) im Li-
gationspuffer 3 (0.2 M NaH,PO,, 6 M GdmCl, 50 mM PhSH/MPAA, pH 7) erzeugten
den Aryl-Thioester 209. Dieser wurde mit dem Cysteinylpeptid 175 im Ligationspuffer
zur gewiinschten SH3-Doméne 210 umgesetzt. Anfangliche Versuche, die in Schema
4.12 aufgefithrten (Phospho)SH3-Doménen in Losung herzustellen zeigten, dass zwei
Parameter fiir den Erfolg der Synthese entscheidend sind: Zum einen miissen die Reak-
tanten wéihrend der Azid-Generierung homogen gelost sein. So wurde in den ersten
Versuchen die Reaktionslosung lediglich in Plastikgefdflen geschiittelt. Dies fiithrte zu
einem unvollstandigen Reaktionsumsatz. Zusétzlich war die Hydrolyse des Azids 208

zur Peptidsdure zu beobachten.

A B
H-K-NLEVALYDFVASGDNTLS I TKGEKLRVLGNHNGEW-N,H, 1] ——3mnNCL] ™ Cys. ' PRSHTE-SPh
i) 0.2 M NaH,PO,, 207 175 209
Azid-Generierung | 6 M GdmCl, 60mM NaNO,,
pH 3.7,-10 °C, 20 min, [TE]
=2mM
H-K-NLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGNHNGEW-N3

208

[ —— 16hNCL | jgationsprodukt

N

ii) 0.2 M NaH,P0,,
Thioester-Bildung | 6 M GdmC, 50 mM PhSh,
pH 5.5, 0 °C, 10 min, [TE] =1 mM

H-K-NLFVALYDFVASGDNTLS ITKGEKLRVLGNHNGEW-SPh
209

Abs. (210 nm)

o

+ H-CEAQTKNGQGWVPSNYITPVNRAla-N,H,

175 —— gereinigt 3.29 min

-

6 M GdmCl, 50 mM PhSh,

iii) 12h, 0.2 M NaH,PO,,
c
pH7, [TE]=1mM

H-K-NLEFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGNHNGEW D)

LCEAQTKNGQGWVPSNYITPVNBAla-N2H4 1 L |2 . |3
210 t / min

Abbildung 4.21 A: In-situ Thioestergenerierung nach Fang et al.*% mit anschlieRender NCL in Lésung zur Abl-SH3-
Doméne. B: Uberwachung der Reaktionsfolge mittels UPLC-MS. Die annotierten Spezies konnten an Hand ihres
Massenspektrums und lhrer Retentionszeit zugeordnet werden.

Starkes Riihren erhohte hingegen den Umsatz und erniedrigte die Menge an Nebenre-
aktionen deutlich. Der zweite wichtige Parameter ist die Generierung des Thioesters

vor der Zugabe des Cysteinylpeptids und Einstellung des pH-Wertes. Laut den erwéhn-
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4. Kapitel: Ergebnisse und Diskussion

ten Veroffentlichungen von Fang et al soll das Cysteinylpeptid im thiolhaltigen Liga-
tionspuffer zu dem Peptidazid gegeben werden. Anschlieend wird der pH-Wert einge-
stellt. Bei dieser Reaktionsfolge kam es bei pH-Werten unter 5 entweder zu Oxidation
des Cysteinylpeptids, oder bei pH-Werten iiber 8 zu Hydrolyse des Azids oder Thioes-
ters. Wird allerdings der thiolhaltige Ligationspuffer bei 0°C zu dem Peptidazid gege-
ben, resultiert der pH = 5. Trotzdem verlduft die Thioestergenerierung sehr rasch
(< 1 min) und Nebenprodukte werden in geringerem Ausmaf} gebildet. AnschliefSend
wurde der pH-Wert auf 7 eingestellt und das Cysteinylpeptid im Ligationspuffer hin-
zugegeben. Als Thiole wurden fiir den thiolhaltigen Ligationspuffer, wie von Fang et
al. beschrieben MPA A und Thiophenol verwendet. Obwohl die Verwendung von MPAA
leicht erhohte Ligationsgeschwindigkeiten zeigte, war die Aufreinigung der Ligations-
produkte, die mit MPAA erhalten wurden, problematisch, denn MPAA neigt zur Koelu-

tion mit Ligationsprodukten.?*!
CEAQTKNGQGWVPSNYITPVNRAla-N,H; CEAQTKNGQGWVPSNpYITPVNRAla-N,H;
175 176

K-NLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEW-N,H, K-NLFVALpYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEW-N,H;

K-NLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGPYNHNGEW-N,H; K-NLFVALpYDEFVASGDNTLSITKGEKLRVLGpYNHNGEW-N,H;

212 213

207 _i, i) +173 K-NLFVALYDFVASGDNTLS I TKGEKLRVLGYNHNGEW-CEAQTKNGQGWVPSNYITPVNBALa-N,H,
- 210

211 i) i) +17 K-NLFVALPYDFVASGDNTLS I TKGEKLRVLGYNHNGEW-CEAQTKNGQGWVPSNY I TPVNBALa-N,H,
. 214

207 _i) i) +176 K-NLFVALYDFVASGDNTLS I TKGEKLRVLGYNHNGEW-CEAQTKNGQGWVPSNpY I TPVNBALa-N,H,
o 215

212 i), i) +176 K-NLFVALYDFVASGDNTLSI TKGEKLRVLGPYNHNGEW-CEAQTKNGQGWVPSNpY I TPVNBALa-N,H,
211 j),i)+176 216

/AURETAY K-NLFVALPYDFVASGDNTLS I TKGEKLRVLGYNHNGEW-CEAQTKNGQGWVPSNpY T TPVNBALa-N,H,
213 ), i)+176 217

U/AUSETAR K-NLFVALPYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGPYNHNGEW-CEAQTKNGQGWVPSNpYITPVNBALa-N,H,
218

Schema 4.12: Reaktionsiberblick aller in Losung synthetisierten Phosphoformen der Abl-SH3-Domdne analog zu
Abbildung 4.21. j) Thioestergenerierung aus den Peptidhydraziden durch NaNO; und PhSH oder MPAA im thiolhal-
tigen Ligationspuffer (welches Thiol siehe Tabelle 4.9), ii) NCL mit entsprechenden Cysteinylpeptiden im thiolhalti-
gen Ligationspuffer.

Wurden kleinere Produktmengen (< 100 nmol) aufgereinigt konnten Produktverluste

minimiert werden.

Eine Ubersicht der hergestellten Abl-(Phospho)SH3-Dominen ist in Tabelle 4.9 zu-
sammengestellt. Bei Verwendung von Thiophenol als Thioladditiv wurden Stoffmengen
zwischen 200 — 342 nmol erhalten, wobei die Ausbeuten mit 35 — 44% zufriedenstellend
waren. Bei kleineren Syntheseansitzen konnte auch bei der Verwendung von MPAA
Ausbeuten zwischen 27 — 38% verzeichnet werden. Die Synthese mit Thiophenol lieferte
ausreichend Substanz (200 nmol) fiir eine NMR-spektroskopische Analyse der SH3-
Doménen (Abschnitt 4.7, Seite 102).
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Tabelle 4.9: Ausbeuten der Synthese in Losung der Abl-(Phospho)SH3-Domé&nen

Phosphoform Abl-SH3-Doméne
Y Y Yy Nr. Stoffmengel®! verwendetes Thiol Ausbeute!”
- 210 278 nmol PhSH 35%
p - - 214 342 nmol PhSH 41%
- - p 215 27 nmol MPAA 27%
- p p 216 38 nmol MPAA 38%
- p 217 220 nmol PhSH 44%
p P 218 200 nmol PhSH 40%

[a] Stoffmenge berechnet durch die Absorption der gereinigten Produkte bei 278 nm. [b] Ausbeute bezogen auf
die im Unterschuss eingesetzte Menge an Cysteinylpeptid.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die Synthese der sechs Abl-(Phos-
pho)SH3-Doménen (210, 214-218) durch konventionelle Synthese in etwa ein Jahr in
Anspruch nahm. Dahingegen gelang die Synthese der 16 Arg- und Abl-SH3-Doménen

auf der Oberflache in nur vier Monaten.

4.6.2 Bindungsmessungen der Abl-(Phospho)SH3-Domanen mittels

Fluoreszenzpolarisation in Losung

Um die Bindungsaffinitdten der Abl-(Phospho)SH3-Doménen mit den prolinreichen
Peptiden (203-206) in Losung zu bestimmen, wurden Fluoreszenzpolarisationsmessun-

gen durchgefiihrt.

FAM-markierte Peptide (203-206) wurden in konstanter Konzentration (9 nM) in
Mikrotiterplatten vorgelegt und wurden mit steigenden Konzentrationen (0 - 100 nM
von (Phospho)Doménen (210, 214-217) in FP-Puffer versetzt. Die Mischung wurde drei
Stunden inkubiert, um die Faltung der Doménen zu erméglichen. Die Ergebnisse der
Bindungsaffinitdten (Bindungsisothermen als Kp in pM) welche durch hyperbole Re-
gression nach Gl. 2 (Seite 68) ermittelt wurden, ist in Tabelle 4.10 zusammengefasst.
Auflerdem sind die Werte in Tabelle 4.8 auf Seite 88 im Kontext der Oberflachen-
bestimmten Werte eingetragen. Uberdies sind die Amplituden (dyn. B. in AmP) der
Bindungsisothermen angegeben. Der dynamische Bereich der Messungen variierte zwi-
schen 5 bis 115 AmP. Werte tiber 10 AmP sind wiinschenswert, da sich damit das Signal-
Rausch-Verhaltnis verbessert. Werte unter 10 AmP wurden bei den Messungen mit 1D
und der unphosphorylierten Doméne sowie bei 3BP1 mit pY’ erhalten. Diese Binder
wurden daher erneut in Loésung mittels Tryptophan-Emission gemessen (Abbildung

4.22).
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4. Kapitel: Ergebnisse und Diskussion

Tabelle 4.10: Affinitaten der phosphorylierten und der nicht-phosphorylierten humanen SH3-Doménen von Abl
fir prolinreiche FAM-markierte Peptide in Losung, ermittelt mit Hilfe von Fluoreszenzpolarisation (als Kp in M),

Phosphoform 3BP1(203) 3BP2 (204) pdl (205) ID (206)

YT Y Y2 KpP  dyn. B.P Kp? dyn. B.II Kp? dyn. B.'  Kp®  dyn. B.P
- - -210 26+£9 5H57+£15 48407 115£+£15 1.7+02 744+24 7+£37 514
p - - 214 7+44 8+£22 5H57£06 116£6 16+x38 T4+ 14 kAb -

- - p215 6414 13+13 30£12 10+£12 07+£02 28+15 kAb
- p p216 2+13 13+£21 10+£65 1545 07+£02 12409 kAb
p - p217  kAb kAb kAb kAb

[a] Kp ermittelt Gber nichtlineare Regression an Gl. 2 von 12 Messpunkten mit Standardabweichung. [b] Aus der
Regression erhaltene Amplitude (dyn. B. in AmP) welche als MaR der Glte der Messung verwendet werden
kann.?*1 kAb = keine Affinitat bestimmbar.

Bindungsmessungen mit dynamischen Bereichen iiber 10 AmP und Kp-Werte bei
denen die Standardabweichung kleiner als der Kp-Wert war, wurden als ausreichend
gut fiir einen Vergleich mit den vorher bestimmten Werten herangezogen. Die in Losung
bestimmten Werte zeigten innerhalb der Messunsicherheit eine gute Ubereinstimmung
mit den Messdaten, welche mit Hilfe der Fluoreszenzsattigungsanalyse auf der Ober-

flache erhalten wurden.

4.6.3 Bindungsmessungen der Abl-(Phospho)SH3-Domanen mit unmarkierten

Peptiden in Losung mittels Tryptophan-Emission

Die Rontgenkristallstruktur der Abl-SH3-Domaéne zeigt einen Tryptophanrest in der
Bindungsregion (Abbildung 4.19). Es schien daher aussichtsreich, die Bindungsaktivitét
durch Messungen der Tryptophan-Emission zu charakterisieren. Vorteilhaft ist hierbei,

dass Interaktionen zu unmarkierten prolinreichen Peptiden gemessen werden kénnen.

Tryptophan hat ein Absorptionsmaximum bei 280 nm und die Emission ist stark
von der rdumlichen Umgebung abhéngig.?” Die Fluoreszenzintensitit und die Emissi-
onswellenldnge (300 — 350 nm) &ndert sich mit der Polaritét der direkten Umgebung
des Tryptophanrests.?*” Das Emissionssignal kann als Observable fiir die Messung von
Bindungsisothermen verwendet werden, wenn die Ligandeninteraktion in raumlicher
Néhe stattfindet. Ist diese Bedingung erfiillt, wird im Allgemeinen mit steigender Kon-
zentration eines Binders eine Blauverschiebung des Emissionsmaximums sowie eine

Verringerung des Fluoreszenzsignals beobachtet. 27

Die Abl-(Phospho)SH3-Doménen wurden in 2 ptM Konzentration vorgelegt und mit
steigenden Konzentrationen der folgenden unmarkierten Peptide behandelt: 3SBP1” H-
APTMPPPLPP-NH, (219) und ID’ H-PAPKRNKPTVYGVSPNY-NH, (220). Die Messung
der Interaktion zwischen der unphosphorylierten Doméne 207 und dem 3BP1’-Peptid
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219 ist exemplarisch in Abbildung 4.22 gezeigt. In den Fluoreszenzspektren verschob
sich das Emissionsmaximum bei steigender Konzentration des 3BP1’-Peptids 219 von
Almax = 349 nm zu A5 .. = 335 nm. Die maximale Fluoreszenzintensitit verringerte
sich von 1%« = 881 a.u. zu % ,,,= 605 a.u. bei der Sattigungskonzentration des Pep-
tids.
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Abbildung 4.22 A: Fluoreszenz der Abl-SH3-Doméane Y7Y3%Y>2210 mit steigenden Konzentrationen des 3BP1’-Pep-
tids 219. B: Auftragung der Fluoreszenzintensitat bei 349 nm mit steigender Konzentration des Peptids 219.

Es wurden die Fluoreszenzintensitaten bei 349 nm wahrend der Titration mit den
Peptiden (219, 220) als Observable verwendet. Die Peptide wurde im Konzentrations-
bereich von 0 — 330 pM zu einer 2 pM Lésung der Doménen (210, 214) gegeben. Die
erhaltenen Messpunkte aus zwei Messungen wurden gemittelt und es wurde eine hy-
perbole Regression nach Gl. 2 (Seite 68) zur Bestimmung der Bindungsisothermen
durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 4.11 aufgefiihrt. Fiir die Interaktion des
unmarkierten Peptids von 3BP1’ 219 wurde dabei ein Kp = 24 4+ 2.4 pM ermittelt. Die
Blauverschiebung der Emissionsmaxima ist mit dem Wert AS%,.. angegeben. Die
stirkste Blauverschiebung zeigt die Bindung der Y7Y**Y*-Doméne 210 mit dem 3BP1’
Peptid 219 von 14 nm, gefolgt von der Interaktion desselben Binders mit der pY’ Do-
méane 214 von 8 nm. Die Verschiebung bei der Bindung von des ID’ Peptids 220 mit
der Y'Y*Y?? Doméne 210 betrug 7 nm. Die Bindungsmessung von ID’ mit der pY~’
Doméne 214 zeigte keinerlei Verschiebung des Emissionsmaximums. Es waren grofie
Unterschiede in den Fluoreszenz-Intensitéten (I%.x) zu beobachten. Bei den Affinitéts-
Messungen von ID’ 220 musste eine Anregungswellenléinge von mindestens 305 nm ein-

gestellt werden.
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Tabelle 4.11: Bindungsaffinitaten ermittelt mit Hilfe von Tryptophan-Emission (als Ko in uM) € der phosphorylierten
und nicht-phosphorylierten humanen SH3-Domane von Abl fur prolinreiche nicht-markierte Peptide in Losung.

Phosphoform 3BP1’(219) ID’ (220)"

Y7 YSO Y52 }\’Sét'mélx[c] Iomélx AIIHH.X/IOIHH.X[d] KD[e] }\’Sét'mélx[c] IOIHH.X AIIHH.X/IOIHH.X[d] KD[e]

- - - 210 335 nm 881 a.u. -31.3% 24 + 2.4 342 nm 318 a.u. -17.9% 12+ 2
p - - 214 341 nm 805a.u. -33.5% 10+ 14 349 nm 157 a.u. -3.2% kAb

[a] Anregungswellenlange 300 nm. [b] Anregungswellenlange 305 nm (um eine Tyrosinanregung im Liganden zu
vermeiden) (bei[a] und [b]: Schlitzbreiteex. 10 nm, Schlitzbreiteem. 10 nm). [c] Wellenldnge des Emissionsmaximums
an Ende der Titration. Das Emissionsmaxium zu Beginn der Titration lag immer bei A%max = 349 nm. [d] Prozentuale
Erniedrigung der Intensitit des Emissionsmaximums (Almax = 1% max - I%max). [€] Ko ermittelt durch hyperbole Regres-
sion von 14 Messpunkten; kAb = keine Affinitat bestimmbar.

Bei niedrigeren Anregungswellenlédngen iiberlagerte die Tyrosin-Emission des Liganden
bei hohen Konzentrationen das Tryptophan-Signal der Doménen. Bemerkenswerter-
weise war bei Ae, = 305 nm der Intensitdts-Unterschied zwischen unphosphorylierter
und einfach phosphorylierter Doméne relativ stark ausgepréigt. Die pY’-Doméne zeigte
im Emissionsmaximums lediglich 50% der Fluoreszenzintensitat die bei der Y7Y*'Y?%-
SH3-Doméne gemessen wurde. Diese Beobachtung kann mit einer Emissionsloschung
des Tryptophans erklart werden. Diese ist bekannt fiir ionische Gruppen in der Nach-
barschaft des Tryptophans.?*® Dagegen spricht, dass bei einer Anregung von 300 nm
kein grofler Intensitatsunterschied zu beobachten war. Daher konnte die Phosphorylie-
rung fiir eine Blauverschiebung des Absorptionsspektrums gesorgt haben, so dass in
der pY™-Doméne eine geringere Extinktion bei 305 nm stattfand als bei der Y"Y*Y5-
Domaéne. Die Bindung von 3BP1’ reduzierte die Signalintensitéit die Trp-Emission der
unphosphorylierten Doméane um 31%. Die Interaktion mit pY’-SH3-Domane fihrt zu
einer Absenkung um 34%. Wéhrend bei der Bindung von ID’ mit der Y7Y*Y*-Doméne
eine 18-prozentige Reduktion beobachtet wurde. Bei der Addition von ID’ zu pY"™ war
lediglich eine Reduzierung um 3% zu beobachten. Die Kp-Werte die durch Trp-Emission
erhalten wurden stimmten innerhalb der Standardabweichung mit Werten iiberein die
fiir die 3BP1 Sequenz auf der Oberflache gemessen wurden. Der Wert fiir ID’ in Losung
(Kp= 12 £+ 2 uM) war allerdings hoher, als auf der Oberflédche fiir ID bestimmt (Kp =
6 + 1.5 uM). Da die Messung der Fluoreszenzpolarisation den Wert fiir die Fluores-
zenzséttigungstitration auf der Oberfliche bestétigen konnte (Kp= 7 + 4 nM), ist ein
Einfluss der FAM-Markierung oder des verwendeten B-Alanin-Abstandshalters denk-

bar.

4.6.4 Diskussion und Fazit

Um die interessanten Ergebnisse der Fluoreszenzséittigungsanalyse auf der Oberfléche

des Abschnittes 4.5.2 zu bestéatigen, wurden zuerst die Abl-SH3 (Phospho)Doménen
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nach konventionellen Verfahren in Losung hergestellt. Die Synthese inklusive Synthese-
findung und Optimierung von sechs Abl-(Phospho)SH3-Doménen (210, 214-218) hat
insgesamt ein Jahr in Anspruch genommen, wobei die Synthese und Analyse von 16
Abl-und Arg-(Phospho)SH3-Doménen auf der Oberfliche lediglich vier Monate be-
durfte (inklusiver Syntheseoptimierung). Dieser grofle Zeitunterschied ist im Wesentli-
chen auf die Notwendigkeit der HPLC-Reinigung bei der konventionellen Synthese zu-
riickzufiihren. Dabei kam es zu Aufreinigungsproblemen. Es wurden weiterhin in diesem
Unterkapitel die Affinitdt fiir FAM-markierte sowie unmarkierte Peptide in Losung
bestimmt. Die Messungen mit den FAM-markierten Peptiden lieferten innerhalb der
Messunsicherheit vergleichbare Werte wie die Fluoreszenzsattigungsmessungen auf der
Oberfliache. Die Bindungsanalyse mit den markierungsfreien Bindern 3BP1‘ und ID¢
konnte die oberflichengemessenen Werte fiir 3BP1‘ nicht aber fiir ID® reproduzieren.
Die Messungen in Losung mit unmarkierten Peptiden zeigte fiir die Bindung zu der
Interdoméne (ID¢) einen doppelt so hohen Kp-Wert im Vergleich zur Oberflachenmes-
sung mit FAM-Markierung. Die FAM-Markierung kénnte im Fall der Y7Y*Y®2 Doméne
zu einer unnatiirlichen Bindungsverstarkung fiihren, die sich in einer Affinitétssteige-
rung um mindestens Faktor 2 duflert (Kp = 6 pM mit FAM-Markierung ggii. 12 pM

ohne Markierung).

Aufler den zweideutigen Ergebnissen mit ID‘ konnten alle auf der Oberflache gemes-
senen Daten mit anderen Methoden bestétigt werden. Es kann daher davon ausgegan-
gen werden, dass die am Anfang des Kapitels erwdhnten moglichen Fehlerquellen
(Nichtfaltung oder unspezifische Bindung) die Werte auf der Oberflache nicht beein-

flussen.
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4.7  Evaluierung der Abl-(Phospho)SH3-Domanen mittels NMR

Die bisher in den Unterkapiteln 4.5 und 4.6 dargestellten Ergebnisse legen nahe,
dass gezielte Phosphorylierung als eine Feinregulierung von SH3-Doménen dienen kann,
die Affinitdten fiir bestimmte prolinreiche Binder verstirkt und fiir andere abschwécht.
Es konnte somit von einem Phosphoschalter oder einer Phosphoregulierung gesprochen

werden.

Um die Funktionsweise der Phosphoregulierung zu untersuchen, wurden NMR-
spektroskopische Messungen mit den (Phospho)SH3-Doménen allein und in Interaktion

mit Liganden durchgefiihrt.

4.7.1 Strukturelle Charakterisierung der Abl-(Phospho)SH3-Domanen

Es wurden wie in Kapitel 4.6.1 beschrieben gréflere Mengen (> 200 nmol) (Phos-
pho)SH3-Doménen hergestellt. Auflerdem wurde die Abl-SH3-Doméne rekombinant
mit Hilfe von biotechnologischen Methoden gewonnen. Dafiir wurde die Doméne als
GST-Fusionsprotein exprimiert und nach erfolgreicher Reinigung durch die Human
Rhinovirus 3C' Protease innerhalb der eingebauten LEVLFG/GPLGS Sequenz zwischen
den beiden Glycinen durchtrennt, wobei eine 71 Aminosduren lange Sequenz erhalten
wurde. Es wurden von dieser rekombinanten und den folgenden anderen Abl-SH3-Do-
méanen 'H-NMR-Spektren aufgenommen: Y'Y*'Y®? 210, pY’ 214, pY'pY"* 217 und
pYpY*pY? 218 (Abbildung 4.23). Beim Vergleich waren besonders Verschiebungen im
Tieffeld mit ppm-Werten iiber 8 ppm und im Hochfeld von unter 0.5 ppm interessant.
Die Signale iiber 8 ppm sind hauptsédchlich Resonanzen der Amidprotonen, die auf
Grund der Proteinfaltung vom Magnetfeld weniger gut abgeschirmt werden. Die Signale
im extremen Hochfeld sind Methylgruppen zuzuordnen, die ebenfalls auf Grund der
Faltung stark abgeschirmt sind. Somit konnen diese Signale als Indikatoren fiir die
Proteinfaltung dienen.?”! In einer denaturierten Form, erzeugen diese Protonen Signale

bei einer anderen Verschiebung (Abschnitt 4.7.2, Seite 104).

Die rekombinante Abl-SH3-Doméne zeigte ein dhnliches 'H-NMR-Spektrum wie die
chemisch synthetisch hergestellte Doméne Y'Y*'Y?? (Abbildung 4.23). Besonders inte-
ressant sind die beiden Signale bei 10.05 ppm. Diese Signale kénnen den Protonen der
Indol- VH-Gruppe der beiden Tryptophanreste zugeordnet werden. Die Signale sind bei
der rekombinanten, der Y'Y*Y*- und der pY™-Doméne &dhnlich. Im Spektrum der
pY'pY?%- und der pY pY*pY*-Doméne ist ein zusétzlicher Peak bei 10.04 ppm zu be-

obachten, welches bei der perphosphorylierten Doméne dominant ist.
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Abbildung 4.23: Vergleich der 'H-NMR-Spektren der rekombinant hergestellten Abl-SH3-Domane mit den che-
misch synthetisch gewonnenen Abl-(Phospho)SH3-Doméanen. Y12Y3*Y>” Numerierung entsteht durch den fiinf Ami-
nosauren langeren N-Terminus der rekombinanten Sequenz, die SH3-Domane ist sequenzidentisch.

Eine solche Signalaufspaltung wurde von Zhang et al. fiir eine Mischung zweier Zu-
stande bei der SH3-Doméne des drk-Proteins aus Drosophila beschrieben. Im 50 mM
PBS Puffer waren zwei Tryptophansignale zu beobachten, obwohl sich nur ein Tryp-
tophanrest in der Sequenz befindet. Nach der Addition von bis zu 500 mM Natriumsul-
fat kumulierten beide Signale. Das zusétzliche Signal wurde durch einen nicht-gefalte-
ten oder fehlgefalteten Zustand erkldrt. Auch in den vorliegenden Spektren der
Phospho-Doménen pYpY® und pYpY*pY*? konnte das zusétzliche Signal von einem
entfalteten oder fehlgefalteten Zustand stammen. Fiir eine entfaltete Struktur spricht,
dass im denaturierten Zustand beide Tryptophanreste ein isochrones Signal liefern (Ab-
schnitt 4.7.2). Weitere charakteristische Signale sind die Amidsignale zwischen 9.6 und
9.1 ppm. Das Amidsignal bei 9.6 ppm ist bei allen Doméanen aufler der perphosphory-
lierten sehr intensiv und nur bei der pY pY®-Doméne zu 9.7 ppm verschoben. Die drei
Methyl-Signale bei 0.16 ppm, -0.22 ppm und -0.63 sind klare Indikatoren einer dhnli-
chen Faltung, wobei letzteres Signal bei der rekombinanten Doméne sehr schwach aus-
geprigt und bei der pY'pY®* Doméne um -0.53 ppm verschoben ist. Die Signalunter-
schiede zwischen exprimierter Doméne und Y7Y*Y?? sind vermutlich auf die zehn
zusétzlichen N-terminalen und sechs C-terminalen Aminoséauren zuriickzufithren. In der
Region der Amidsignal (7.5 - 9 ppm) sind deutliche Unterschiede zwischen den Domé-

nen zu sehen.
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4. Kapitel: Ergebnisse und Diskussion

Die beiden Tryptophansignale konnen als Maf fur die Faltung verwendet werden.?"
Ein isochrones Signal wird vermutlich durch eine Entfaltung im Bereich der Tryp-
tophane erzeugt. Nach Beriicksichtigung der Tryptophan- und Methylsignale kann ge-
schlussfolgert werden, dass die rekombinante, die Y'Y*Y*%- und pY’-Doméne sich in
einem gefalteten Zustand befinden. Das Integral des dritten Tryptophansignals (10.04
ppm) der pYpY®- und pY'pY*pY*>-Spektren wurde zunéchst als Maf fiir eine Ent-
oder Fehlfaltung verwendet. Die pY'pY®.-Doméne befindet sich demnach mit 21% in
einem ent- oder fehlgefalteten Zustand. Die pY pY*pY® Doméne wiirde demnach zu
81% in einem solchen Zustand vorliegen. Die Unterschiede in den Amidsignalen zwi-
schen den Doménen deuten auf eine geringfiligig veranderte Faltung hin. Die mangelnde
Feinaufspaltung zwischen 9 und 10.5 ppm sowie die verhéltnisméfig grofle Intensitét
im aromatischen Bereich (6.5 — 8.5 ppm) bei der pYpY?®- und besonders priagnant der
pY pY*pY*2-Doméane unterstreichen die These, dass diese beiden Doménen teilweise
entfaltet vorliegen. Da Veranderungen der Tryptophansignale auch durch Protonenaus-
tausch mit dem Losungsmittel verdandert werden konnen, wurde zusatzlich das Methyl-
signal bei 0.1 ppm als Observable verwendet. Dieses Signal kann nur durch ein gefalte-
tes Protein hervorgerufen werden.?* Es wurde das Verhéltnis des Integrals dieses Peaks
zu dem Integral aller Peaks in einem abgetrennten aromatischen Bereich bestimmt (6.2
- 7.1 ppm). Dieses Verhéltnis betrug 1 zu 4.5 bei der rekombinanten und 1 zu 4.6 bei
der synthetischen Y7Y*Y* Doméne. Daher wurde der Mittelwert (4.55) als Verhéltnis
einer vollstandig gefalteten Doméne angenommen. Die Phospho-Doménen zeigten fol-
gende Verhéltnisse: pY” = 5.0 (93% Faltung), pYpY*? = 5.6 (83% Faltung) und
pY DPY*pY™ = 18 (26% Faltung). Diese Verhéltnisse sind in Ubereinstimmung mit den

Verhéltnissen, die auf Basis der Tryptophansignale ermittelt wurde.

4.7.2 Schmelzverhalten der Abl-(Phospho)SH3-Domanen ermittelt durch 'H-
NMR Spektroskopie

Die '"H-NMR-Spektren der vier Doménen (Y7Y*'Y®2210, pY" 214, pY'pY*? 217 und
pY pY*pY?218) wurden im NMR-Rohr bei unterschiedlichen Temperaturen gemessen.
Die Temperatur wurde dabei in 5 K Schritten von 288 K (15 °C) auf 343 K (70 °C)
erhoht. Die Verdnderungen der 'H-Signale wurden im Vergleich zum Ausgangs-Spekt-
rum (288 K) beobachtet. Abbildung 4.24 zeigt die Spektren der Abl-SH3-Doméne
pYpY? (links) und pY'pY*pY?®? (rechts) im gemessenen Temperaturbereich und nach

Abkiihlung auf Raumtemperatur. Diese beiden Doménen sind hier gezeigt, da sie nicht
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bindungsfahig waren. Die Spektren der restlichen Doménen sind in Abbildung 6.6 und
Abbildung 6.7 (Seite 183) zu finden.
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Abbildung 4.24: 'H-NMR-Spektren der Abl-SH3-Doméane pY’pY>? (links) und pY’pY3°pY>? (rechts) im Temperatur-
bereich von 288 K bis 343 K, erwadrmt in 5 K Schritten, sowie das *H-NMR-Spektrum nach Abkihlung auf Raum-
temperatur (oben).

Zunéachst ist aufféllig, dass das in Abschnitt 4.7.1 diskutierte Trp-Signal bei 10.04
ppm (9.95 ppm bei 288 K), welches als Indikator fiir Fehlfaltung angesehen wird, mit
steigender Temperatur zunimmt. Der Anteil bewegt sich bei der pY'pY® Doméne von
13% (288 K), 21% (298K), 60% (308 K) bis zu 100% bei 318 K. In der Doméne
pPY'pY*pY® ist diese Transformation ebenfalls zu beobachten: 73% (288 K), 81 % (298
K) und 100% bei 308 K. Dies spricht fiir die Theorie, dass das im Prozentsatz steigende
Singulett-Signal die beiden isochronen N-Indolprotonen der Tryptophanreste einer ent-
falteten Doménenstruktur entsprechen. Ebenso bemerkenswert ist, dass sich nach der
Abkiihlung auf Raumtemperatur (30 min) andere Anteile an diesem Peakfldchen ein-
stellen, als vor dem Temperaturzyklus. So zeigt die Doméne pY'pY®? 68% (298 K) und
die pY'pY*pY*? 100% Anteil an Ent- oder Fehlfaltung. Die Amid- und Methyl-Signale,
die durch Faltung Hoch- oder Tieffeld verschoben sind verschwinden ab 333 K bei
pYpY? und ab 323 K bei pY'pY*pY*? vollstdndig. Nach der Abkiihlung erscheinen

die Signale bei der pY'pY® Doméne allerdings wieder. Dennoch unterscheiden sich die
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4. Kapitel: Ergebnisse und Diskussion

Signale stark vom Anfangszustand. Bei der pY pY*pY®-Doméne tauchen lediglich die
Signale um 8 ppm wieder auf. Es ist anzunehmen, dass das Fehlen der Signalintensitét
bei erhohten Temperaturen vermutlich auf einen beschleunigten Protonenaustausch der
Amidprotonen mit dem Losungsmittel zuriickzufithren ist. Denkbar ist, dass die per-
phosphorylierte Doméne nach dem Abkiihlen vollstdndig entfaltet ist. Um Schmelztem-
peraturen (bei halbtotaler Entfaltung T.,) zu bestimmen, wurde das Methylsignal bei
-0.2 ppm als Observable gewéhlt. Dieser Peak war wihrend der Erwarmung aller vier
gemessenen synthetischen Abl-SH3-Doménen deutlich sichtbar. Dartiber hinaus kann
dieses Signal nicht durch Protonenaustausch reduziert werden. Das Methylsignal wurde
in allen vier chemisch synthetischen und der rekombinanten SH3-Domaéne bei sehr dhn-
licher Verschiebung (A 0.06 ppm) gefunden. Da dieser Peak nur durch Faltung erzeugt
wird, kann er fiir die Beobachtung einer Zustandsidnderung von gefaltet zu entfaltet
verwendet werden. Die Signalintensitat (Peakhohe) wurde bei den jeweiligen Tempera-
turen bestimmt und die maximale Intensitidt wurde auf eins normiert. Die so erhaltenen

12 Datenpunkte der vier Doménen sind in Abbildung 4.25 A dargestellt.
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Abbildung 4.25 A: Auftragung der Messpunkte der Signalintensitat i(T) der Methylgruppe bei einer chemischen
Verschiebung von -0.2 ppm mit steigender Temperatur, sowie Boltzmann Anndherung (Gl. 3) an diese Punkte. B:
Erste nummerische Ableitung von i(T) zu i’(T) der Messpunkte aus A und Regression nach der GauR Gl. 4.

Ein Kurvenverlauf wurde iiber nichtlineare Regression der Boltzmann-Gleichung
(Gl 3) angendhert. Die wichtigsten erhaltenen Koeffizienten sowie das Bestimmtheits-
maf sind in Tabelle 4.12 eingetragen und die Kurven der Boltzmann-Annaherung i(T)

sind in Abbildung 4.25 A gezeigt.
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(A1-Ay)
(1+ o(T- Tm)/dx)

i(T)= A, + (GL. 3)

Die Messpunkte wurden aulerdem numerisch integriert und die so bestimmten Da-
tenpunkte mittels der Gleichung 4 nach Gauff einem Kurvenverlauf i‘('T) angenéhert
(Abbildung 4.25 B). Die erhaltenen Schmelzpunkte (T.), das Bestimmtheitsmafl und

die berechneten Peakbreiten (w) sind in Tabelle 4.12 zu finden.

2
A _2 (T'TH])

(1) =i(T) =Iy+ - —c v (@1 4)

Tabelle 4.12: Schmelztemperaturen (Tm ) der chemisch synthetisch hergestellten Abl-(Phospho)SH3-Domanen.
Phosphoform  Boltzmann Regression von i Gaufl Regression der ersten Ableitung von i
Y'Y Y? T, / KW R? T, / KW R? Kurvenbreite w / K [Pl
- - -210 331.2+4+0.6 0.992 331.7+ 04 0.953 55+ 0.5

p - - 214 3338 +£0.6 0.996 335.3 £ 0.7 0.959 9.0 £0.9

p - p 217 3155+ 04 0.997 315.6 £ 0.5 0.957 8.2 +0.7

p p p 218 306.7=+ 04 0.994 306.5 + 0.4 0.964 54+ 04

[a] Schmelztemperatur ermittelt Gber Kurven-Anndherung an 12 NMR-spektroskopisch bestimmte Messpunkte
mittels Boltzmann Gl. 3 oder angenahert an die erste Ableitung durch die GauR Gl. 4. Kurvenbreite bei halber
Peakhohe.

Die erste Auffalligkeit bei der Betrachtung der Ergebnisse ist die Tatsache, dass die
Schmelztemperatur mit Ausnahme von pY” mit steigender Anzahl an Phosphatgruppen
abnimmt. Die Schmelzpunktermittlung iiber die Regression nach Gl. 3 zeigte ein hoéhe-
res Bestimmtheitsmal (R%* = 0.995) im Gegensatz zu der T., Bestimmung tiber die
erste Ableitung und Kurven-Ann&herung nach Gl. 4 (R% = 0.958). Im Folgenden wer-
den die Schmelzwerte verwendet die durch die Gl. 3 nach Boltzmann erhalten worden
sind. Die geringste Schmelztemperatur mit 307 K (34°C) weist die perphosphorylierte
Doméne auf. Bei 316 K (43°C) ist die flankiert phosphorylierte pY"pY®?> Doméne halb
entfaltet. Nach einem Abstand von 15 K folgt die unphosphorylierte Doméne mit einem
T = 331 K (58 °C). Drei Kelvin erhoht ist die Schmelztemperatur der einfach Y7
phosphorylierten Doméne T, = 334 K (61 °C). Dies ist interessant, wenn die Schmelz-
temperatur als Mafl der Stabilitat betrachtet wird. Die pY’-Domaéne ist demnach etwas
stabiler gefaltet als die unphosphorylierte Doméne. Die Y™-Phosphorylierung ruft eine
geringe strukturelle Verdnderung hervor (Abbildung 4.23), welche die Doméne um drei
Kelvin stabilisiert. Die Phosphorylierung an N- und C-Terminus scheint die SH3-Do-
méne allerdings zu destabilisieren, da der T, um mehr als 15 K sinkt. Ein anderer
Faltungszustand ist bei den Doméanen pY'pY®? und pY pY*pY*? schon bei Raumtem-

peratur vorhanden und dieser Zustand wird nach dem Abkiihlen noch starker populiert.
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Es ist daher davon auszugehen, dass die Phosphorylierung der Tyrosine Y7 und Y®?,
welche sich im gefalteten Zustand (Abbildung 4.19), in rdumlicher Néhe befinden, die
Faltung storen. Es kann vermutet werden, dass besonders die Bindungsregion durch
die Phosphorylierung destabilisiert wird, da sich diese beiden Tyrosine in der Bindungs-
region befinden. Einfache Phosphorylierung des Y’-Rests stabilisiert die Faltung ge-
ringfiigig. Im Gegensatz zu der Moglichkeit, dass Phosphorylierung Fehlfaltung auslost,
wie beispielsweise fiir das Tau-Protein bekannt,?' kann nicht davon ausgegangen wer-
den, dass Phosphorylierung die Doméne prinzipiell destabilisiert. Es miissten allerdings
die Schmelztemperaturen aller Phosphoformen gemessen werden, um den Effekt von
Anzahl und Position der Phosphorylierung auf die Stabilitdt ganzheitlich diskutieren

zu konnen.

4.7.3 Ligandeninteraktion mit Abl-(Phospho)SH3-Domanen im 'H-NMR

Um die Schaltmechanismen der Phosphoregulierung auf molekularer Ebene besser
verstehen zu konnen, wurden NMR-Bindungs-Titrationsexperimente durchgefiihrt.
Dazu wurden die Doménen Y7Y*'Y?*?210 und pY”214 (137 uM) in Interaktion mit den
unmarkierten Liganden 3BP1‘ 219 und ID* 220 (0-276 nM) gemessen. Es wurden dabei
'H- und *'P-NMR-Spektren bei unterschiedlichen Verhéltnissen von Doméne zu Ligand
gemessen. Die faltungsrelevante Tieffeldregion (7.8 — 10.2 ppm) der erhaltenen Spektren
ist in Abbildung 4.26 dargestellt. Aulerdem sind die *P-Spektren im Verschiebungsbe-
reich der Phosphatgruppe fiir die pY” Doméne abgebildet. Auffillig waren die Verschie-
bungen der Signale der N-Indolprotonen der Trp-Reste. Bei der Bindung von 3BP1’
mit Y7Y*Y*"2 verschob sich das Tryptophansignal bei 10.1 ppm um insgesamt 0.15 ppm
ins Tieffeld (Abbildung 4.26 A). Das zweite Tryptophansignal zeigte keine Verschie-
bung, aber eine Erhéhung der Intensitit. Ebenfalls wurde das Signal bei urspriinglich
9.61 ppm um 0.2 ppm Tieffeld-verschoben. Ein &hnliches Verhalten ist bei der Bindung
von 3BP1’ mit der pY” Doméne zu beobachten. In diesem Fall zeigt das Trp-Indol-
Proton bei urspriinglich 10.1 ppm eine kleinere absolute Verschiebung von 0.05 ppm
und kumuliert mit dem zweiten Indolproton (Abbildung 4.26 B). Das zweite sich stark
verdndernde Signal ist das Amidsignal bei 9.57 ppm welches sich bei hoheren Konzent-
rationen von 3BP1’ insgesamt um 0.18 ppm Tieffeld verschob. Die Verschiebung der
Phosphatgruppe dnderte sich um 0.07 ppm. Bei der Interaktion von ID’ mit der un-
phosphorylierten Abl-SH3-Doméne (Abbildung 4.26 C) verschoben sich interessanter-
weise beide Tryptophansignale in das Hochfeld. Das Signal bei 10.64 verdnderte sich
um 0.08 ppm und das Signal bei 10.02 ppm um 0.05 ppm. Die faltungsspezifischen
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Amidsignale und die Methylsignale verschoben sich nur minimal. Bei der ID‘-Interak-
tion mit der pY” Doméne war lediglich die Verschiebung der Tryptophansignale um
0.01 ppm in das Hochfeld zu verzeichnen (Abbildung 4.26 C). Das Phosphatsignal blieb

unverandert.
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Abbildung 4.26: 'H-NMR Spektren der Titrationsexperimente der unmarkierten Binder 3BP1’ 219 (oben) und ID’
(unten) 220 mit den Doméanen (137 puM) Y’Y39Y>2 (links) und pY’ (rechts). Die Pfeile zeigen die stirksten Signal-
Verschiebungen an.

Auf Grundlage der Verschiebungswerte konnen Affinitdten berechnet werden. Die
Regression wurde mit Gl. 2 (Seite 68) durchgefiihrt. Fiir die Interaktion von 3BP1’ mit
der Y'Y*Y*.-Doméne errechnete sich bei der Verwendung des Signals mit der anfdng-
lichen Verschiebung von 10.10 ppm, ein Kp = 87 4+ 12 nM. Bei der pY’-Doméne mit
3BP1‘ und unter Berticksichtigung des Signals bei 9.57 ppm, ergab sich ein Kp = 52 +
18 uM. Die Bindungsisotherme die durch Messung des 10.64 ppm-Signals der Y7Y*Y?-
Abl-SH3-Doméne mit ID’ gewonnen wurde lieferte einen Wert von Kp = 108 + 58 pnM.
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4. Kapitel: Ergebnisse und Diskussion

Die Regressionskurven sind im Anhang 10.3 auf Seite 245 zu finden. Fiir die sehr ge-
ringe Verschiebung der ID’-pY’-Doménen-Interaktion konnte keine Affinitat bestimmt

werden.

Die Kp-Werte waren hoher als in Losung und auf der Oberflache bestimmt (Tabelle
4.8). Eine Ursache fiir die abweichenden Werte kénnten die Konzentrationsunterschiede
sein. Die NMR-Messungen fanden bei einer Doméanen-Konzentration von 137 pM statt.
Die vorherigen Messungen wurden bei grofler Verdiinnung der Doménen oder des Lig-
anden (FP) durchgefiihrt. Fiir die Messungen der Doménen auf der Oberflache kann
keine Konzentration angegeben werden. Eine Interaktion der Doménen ist aber durch
die Oberflachenverankerung unwahrscheinlich. Bei den FP-Messungen war die Ligan-
denkonzentration niedrig (9 nM) und die Doménen-Konzentration wurde bis maximal
90 pM erhoht. Die Trp-Emission wurde bei einer 2 pM Doménen-Konzentration gemes-
sen. Die NMR-Messung zeigte allerdings ebenso eine starke Erniedrigung der Affinitat
fiir ID* nach Phosphorylierung (pY”). Dahingegen ldsst die Phosphorylierung die Affi-
nitdt fiir 3BP1° intakt oder erhoht diese sogar.

4.7.4 Diskussion und Fazit

Interessante Details zur Phosphoregulierung konnten durch die NMR-Experimente
erhalten werden. Zum einen wurde bei Vergleich der 'H-NMR-Spektren der einzelnen
(Phospho)Doméinen deutlich, dass die Phosphorylierung strukturelle Anderungen in-
duziert. Bei Perphosphorylierung und flankierender V- und C-terminaler Phosphorylie-
rung sind die strukturellen Anderung stirker als bei einfacher Phosphorylierung, was
sich besonders im Tryptophansignal &uflert. Dieses kann als Maf} fiir die Struktur der
Bindungsregion herangezogen werden. Ahnliche Werte fiir das Verhéltnis an gefalteter
zur nicht- oder fehlgefalteter Doméne wurden unter Verwendung eines Methylsignals

erhalten.

Die Interaktion mit dem 3BP1’-Binder hat sich besonders stark auf ein Tryptophan-
Signal ausgewirkt (Tieffeld-Verschiebung). Bei der Bindung mit ID’ wurden allerdings
beide Trp-Signale Hochfeld-verschoben. Beziiglich der SH3-3BP1-Interaktion kann ver-
mutet werden, dass die in der Rontgenkristallstruktur sichtbare Bindung nach Klasse-I
(vgl. Abbildung 4.19 A auf Seite 90 fiir p41 gezeigt) ebenso im NMR-Experiment in
Losung stattfindet. Fiir die Bindung des 3BP1’-Liganden mit der Abl-SH3-Doméne
existiert ebenfalls eine Kristallstruktur, die sehr &hnlich der Struktur in Abbildung 4.19
A ist (PDB: 1ABO).”* Das Bindungsverhalten im NMR-Experiment ist vermutlich
dhnlich dem in der Kristallstruktur, da dort fiir die SH3-p41 und 3BP1-Interaktion eine

110



4.7. Evaluierung der Abl-(Phospho)SH3-Doménen mittels NMR

Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem Trp* der Doméne und dem Carbonyl-Sauer-
stoffatom der Tyri-Ser® Amidbindung gefunden wurde. Das Trp? ist nicht in der direk-
ten Nachbarschaft des Liganden. Dies erklart die Verschiebung nur eines Trp-Signals
bei der Bindung mit dem 3BP1’-Peptid. Bei der Erkennung der Interdoméne kam es
zur Verschiebung beider Trp-Signale. Dies ist verwunderlich, da in der Kristallstruktur
(Abbildung 4.19 B), &hnlich wie bei der besprochenen Struktur mit 3BP1’, lediglich
das Trp'"® in direkter Nahe zum Ligand liegt. Trp'* konnte eventuell mit Asn'® wech-
selwirken, da die Interdoméne an dieser Stelle in der Kristallstruktur durch die Verbin-
dung zur SH2-Doméne vom Trp'® weggedreht wird. Bei einer Bindung in trans kann
das ID’-Peptid sich zu Trp'® hindrehen und mit diesem interagieren. Die Beobachtung,
dass sich beide Trp-Signale zum Hochfeld verschieben, ist ein Indiz dafiir, dass die
Interaktion in einer anderen Art stattfindet als mit 3BP1’. Vermutlich wird das Peptid
in einer Klasse-II-Konformation entsprechend der Kristallstruktur gebunden. Pisabarro
et al. beschreiben, dass der NV-terminale Abschnitt von p41 und der 3BP1 Sequenz mit
einem hydrophoben C-terminalen Bereich der Abl-SH3-Doméne bindet und so fiir Bin-
dungsverstarkung zusatzlich zum PXXP-Motiv sorgt.?®) Der C-Terminus aber auch der
N-Terminus der SH3-Doméne besitzen hydrophobe Aminosduren. Beide bilden einen
groflen hydrophoben Bereich der sich im Inneren der Doméne zwischen dem W*" und
Y52-Rest befindet. Dieser hydrophobe Kern beinhaltet beide Trp, drei Val, Phe, Leu
und Ile. Dieser Bereich konnte fiir die Bindung der Interdoméne eine Rolle spielen. Die
Interdoméne besitzt ein VYGV- Motiv, das in der Kristallstruktur an diesen hydropho-
ben Kern angenédhert ist. Die Verschiebung beider Trp-Signale ist ein Indiz dafiir, dass

die Interdoméane mit diesem Bereich der Doméane wechselwirkt.

Dariiber hinaus kann angenommen werden, dass ID’ im Gegensatz zu 3BP1’ weniger
stark mit den Amidprotonen der SH3-Doméne wechselwirkt, da dort kaum Verschie-
bungen stattfanden. Das am stérksten verschobene Amidsignal bei der Interaktion zwi-
schen 3BP1’ und der pY’-Doméne war das Signal bei 9.6 ppm. Interessanterweise war
dies auch das Signal was im strukturellen Vergleich zwischen der Y'Y*Y** und pY'-
Doméne in der phosphorylierten Doménen am meisten Tieffeld-verschoben war. Dies
legt die Vermutung nahe, dass die Phosphorylierung eine geringe Strukturinderung
hervorruft, die die Bindung zu 3BP1¢ verstiarkt, denn 3BP1‘ wechselwirkt besonders
mit diesem strukturell verdnderten Amidproton. Eine mogliche Erklarung fiir die Ver-
schiebung des *'P Signals der Phosphatgruppe bei der 3BP1‘-pY’-Interaktion wére eine

oder mehrere Wasserstoffbriickenbindungen zum Liganden bei Anndherung.
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Der destabilisierende Effekt der Doppel- und Dreifach-Phosphorylierung auf die Fal-
tung der SH3-Domaénen, der sich besonders an den Schmelztemperaturen beobachten
lasst, kann durch eine erhohte Ladung und Polaritét erklart werden. Die fiinf B-Falt-
blatter werden in der Hauptsache durch hydrophobe Wechselwirkung im Kern zusam-
mengehalten. Diese Interaktion konnte mit steigender Ladung und Polaritdt gestort
werden. Ein dhnliches Verhalten ist fiir die Deblockierung der aktiven Tasche der Hck-

Kinase durch Tyrosin-Phosphorylierung beschrieben (vgl. Seite 89 unten).
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4.8 Pulldown-Experimente zur Evaluierung der Abl-SH3 Phosphoregulierung

Im Kontext der in den Unterkapiteln 4.5 - 4.7 erhaltenen Daten erschein es interes-
sant, ob im in-vitro Zellexperiment ebenso eine differenzierte Ligandenerkennung statt-
findet. Dafiir sollten Pulldown-Experimente mit unterschiedlich phosphorylierten Abl-
SH3-Domanen durchgefiihrt werden. Ziel war es, im Zelllysat leukdmischer Zellen spe-
zifische Interaktionspartner fiir die auf Agarose-Kugeln immobilisierte unphosphory-

lierte oder Y"-phosphorylierte SH3-Doméne zu finden.

4.8.1 Immobilisierung und Bindungsfahigkeit von (Phospho)SH3-Domianen auf

Agarose-Kugeln

Bevor das Pulldown-Experiment durchgefiihrt werden konnte, musste die Y7Y*Y?%-
SH3-Doméne und die pY"-SH3-Doméne von Abl auf Agarose-Kugeln immobilisiert wer-
den. Diese Phosphoform wurde gewéahlt, da sie als entscheidend fiir die Tumorprogres-
sion besonders in CML beschrieben wurde (in Abschnitt 2.6, Seite 36). Weiterhin sollte
iiberpriift werden, ob die SH3-Doménen auf diesen Sphéren unter Pulldown-Bedingun-

gen prolinreiche Peptide binden kénnen.

Zunachst wurden die Doménen 210 und 214 entsprechend der Abbildung 4.21 und
Schema 4.12 auf Seite 95 und 96 wiederholt synthetisiert. Aldehyd-funktionalisierte
Agarose-Sphéren 126 konnten nach der Reaktionsgleichung in Schema 4.6 A auf Seite
61 erhalten werden. Die unphosphorylierte Doméne 210 und die Y’-phosphorylierte
Abl-SH3-Doméne 214 wurde mittels Anilin-katalysierter Hydrazon-Ligation innerhalb

von zwei Stunden vollstdndig immobilisiert (Schema 4.13).

Py
K-NLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEW-CEAQTKNGQGWVPSNYITPVNRAla-N,H; kO

1 A9
K-NLFVALpYDFVASGDNTLS I TKGEKLRVLGYNHNGEW-CEAQTKNGQGWVPSNYITPVNBALa-N,H, lo
Immobilisierung 4[ 0.1 M NH,OAc, 0.1 M PhNH,, pH = 4 214 126

K-NLFVALYDEFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEW-CEAQTKNGQGWVPSNYITPVNRAL a_H \NAO
221

K-NLFVALpYDEFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEW-CEAQTKNGQGWVPSNYT TPVNBAla—H \N%o

Reduktion l 50 mM NaCNBH, 222

K-NLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEW-CEAQTKNGQGWVPSNYITPVNRAL a—N\N/\O
H

223
K-NLFVALpYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEW-CEAQTKNGQGWVPSNYITPVNRAL a—H\N/\O
. . . N
Pulldown-Assay l l) Inkubation .rrnt Blr?dern oder ZeIlIysa.t 224
ii) Waschen, jii) Elution durch Denaturierung

Schema 4.13: Immobilisierung der Y7Y3°Y>2 210 und pY’ 214 SH3- Domane auf Aldehyd-funktionalisierten Agarose-
Kugeln 126, mit folgender Reduktion der Hydrazonbindung. AnschlieRend kann die Bindungsfahigkeit getestet wer-
den.
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Um die Stabilitat der (Phospho)SH3-Doménen-Hydrazone 221 und 222 insbeson-
dere fiir die folgenden Waschschritte zu erhéhen, wurden die beladenen Kugeln mit
einer 50 mM NaCNBH; Losung im PBS-Puffer behandelt (Bildung der N-Alkylhydra-
zide 223 und 224).

Im Folgenden wurden die kovalent immobilisierten Doménen fiir eine Reihe von
Pulldown-Experimenten verwendet werden. Dabei wurden folgende Schritte ausgefiihrt:
(1.) Die Inkubation mit Bindern in PBS-Puffer; (2.) Das Waschen mit PBS-Puffer; (3.)
Die Elution der Binder durch Denaturierung der SH3-Doménen (4.) Die Analyse der
Binder.

Als erstes wurde die Bindungsfdhigkeit mit Hilfe der Fluorimetrie getestet. Dazu
wurden die Doménen-beladenen Agarose-Kugeln 223 (Y'Y*Y*?) und 224 (pY”) 30 min
lang mit einer Losung des FAM-markierten 3BP2 Peptid 204 (100 uM) inkubiert. An-
schlieBend wurde mehrfach mit PBS-Puffer gewaschen und jeweils die Fluoreszenz des
Uberstandes bestimmt (Abbildung 4.27). Daraufhin wurden die Kugeln mit dem SDS-
Puffer (125 mM Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris), 20 vol.% Glycerin, 5 vol.%
B—Mercaptoethanol, 4 ma.% Natriumdodecylsulfat (SDS), pH 6.8) bei 85°C behandelt.
Die Ergebnisse sind in Abbildung 4.27 zu sehen. Im ersten Waschschritt mit 5 ml PBS
war noch eine deutliche Menge an FAM-3BP2 Peptid 204 vorhanden, da die Waschlo-
sung eine Fluoreszenz von iiber 6°000 a.u. zeigte. Nach viermaligem Waschen war keine
nennenswerte Fluoreszenz mehr zu beobachten. Die folgende Behandlung der Agarose-
Kugeln mit 1 ml SDS-Puffer bei 85°C fiir 10 min zeigte im Uberstand eine deutliche
Erhohung des Fluoreszenzsignals auf 1‘757 a.u. und bei der unphosphorylierten Do-
méne auf 1407 a.u. bei der einfach phosphorylierten Doméne. Dies lasst vermuten,
dass die immobilisierten Doménen bindungsfahig sind. Dariiber hinaus hatten beide

SH3-Doménen ungefiahr die gleiche Menge Peptid 204 gebunden.

T T T T T
6172 oy N WYY | ]
1 au. C__1pYYY| 1

:
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au 1 407_'
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1'000 &

1. Waschen 2. Waschen 3. Waschen 4. Waschen SDS 85°C
5ml PBS 1ml PBS 1mPBS 1mlPBS Elution

g

A\}

Fluoreszenz Intensitat (525nm) / a.u.
w
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Abbildung 4.27: Absolute Fluoreszenz-Intensitdten nach dem Waschen des Agarosetragers im PBS-Waschpuffer.
Vorher wurden die auf Agarose-Kugeln immobilisierten SH3-Domanen Y7Y3%Y>2 223 und pY’ 224 mit dem 3BP2
Peptids 204 inkubiert (30 min).
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Da der erhohte Fluoreszenzwert auch auf eine unspezifische Bindung des FAM-mar-
kierten 3BP2-Peptids 204 zuriickzufiihren sein konnte, wurde ein Experiment durchge-
fiihrt bei dem die UPLC-MS als Analysemethode gewéhlt wurde. Aulerdem wurde als
Elutionspuffer eine 8 M Harnstofflosung verwendet. Dabei wurden zwei Peptide unter-
sucht: Das FAM-markierte p41-Peptid 205 sowie erneut das 3BP2-Peptid 204. Nach
erfolgreicher Bindung sollte die Behandlung mit Harnstoff zur Denaturierung der SH3-
Doménen und somit zur Elution der FAM-markierten Peptide fithren. Die Agarose-
Kugeln, auf denen die Doméne Y'Y*'Y?? 223 und pY’ 224 immobilisiert waren, wurden
jeweils 30 min mit einer 100 ptM Losung des p41-Peptids 205 und des 3BP2-Peptids
204 im PBS-Puffer inkubiert (Abbildung 4.28).

A 7 2 . B 7 2 ,
08, YYY? it p41 091 YYRY® it 3BP2
07 08
07
06 =
= € 06
£ 051 i ® FAVE3BP1 Inkubati
& FAM-p41 Inkubation IN 0.5 nkubation
S 04
s 1. Waschen 500 ul 5 041
S 03 — N =
g 2 0.3+
5 02 2. Waschen 1 ml g 02 w
§ 04 3. Waschen 1 ml 04
00 250 ul 8M Hamstoff 00 250 ul 8M Hamstoff
T T T 1 T T 1
k 2 t /min ® 4 ! t./ min 2 °
7 ) ' 0o PY' mit 3BP2
084 pY mit p41 97
0.8
07 j
0.7
06 ]
€ 0.6
E 05 _ £ °°7 .
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R 044 3 4
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0.1 j
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Abbildung 4.28: UPLC-MS Chromatogramm wahrend der Inkubation mit dem p41 Peptid 205 und dem 3BP2 Pep-
tids 204 und nach dem Waschen der Domanen-Agarosekugel Y7Y30Y>2 223 und pY’ 224 sowie anschlieBende Elu-
tion mit 8 M Harnstofflésung.

Nachdem der Uberstand entfernt wurde, zeigte eine Analyse der PBS-Waschlésung,
dass noch FAM-Peptid im Tréger vorhanden war. Vernachlédssigbar geringe Mengen
Peptid waren im Uberstand der zweiten Waschlésung zu beobachten. Eine anschlie-
Bende Behandlung der funktionalisierten Agarose-Sphéren mit 8 M Harnstofflsung fiir
10 min liefl wieder Peptid 205 und 204 erkennen. Im Vergleich der eluierten Peptidmen-
gen viel auf, dass bei drei von vier Elutionen eine dhnliche Stoffmenge (~25% der ein-
gesetzten Menge) erhalten wurde. Das Experiment mit dem Peptid p41 205 zeigte einen
Unterschied an Stoffmenge im Elutionspuffer. Von der unphosphorylierten SH3-Do-
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mane wurde etwa 25% der eingesetzten Menge des Peptids 205 eluiert. Bei der phos-
phorylierten SH3-Doméne waren es lediglich 10% (Abbildung 4.28 A). Dies kann an
Hand der Kp-Werte erklart werden (p41-Y'Y*Y"2-Kp = 1.6 pM ggii. p4l-pY™-Kp = 12
nM). Anders verhélt es sich bei der Bindung von 3BP2 204 (Abbildung 4.28 B). Bei
diesem Experiment wurden die gleichen Mengen an Peptid 204 von der unphosphory-
lierten und phosphorylierten SH3-Doméne gebunden. Auch dieser Sachverhalt ist bei
Betrachtung der ermittelten Kp-Werte zu erwarten (3BP2-Y7Y*Y*%-Kp= 4.4 uM ggii.
3BP2-pY’-Kp = 5 pM). Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit dem ersten Expe-

riment zur Bindungsfihigkeit ermittelt durch die Fluoreszenzintensitit des Eluats.

Die dargestellten Experimente mit Fluoreszenz- und UPLC-MS-Analyse haben ge-
zeigt, dass eine funktionelle Erkennung potentieller Liganden durch immobilisierte SH3-
Doménen auf Agarose-Kugeln moglich ist. Auflerdem war auch hier eine differenzierte

Liganden-Erkennung in Abhédngigkeit der Phosphorylierung zu erkennen.

4.8.2 Pulldown-Experiment mit K562-Zelllysat

Es sollte mit Hilfe eines Pulldown-Experiments getestet werden, ob die Phosphory-
lierung in einem komplexen biologischen System in gleicher Weise das SH3-Doménen-
Erkennungsreportoir verandert. Als biologisches System wurde das Zelllysat von K562-
Zellen gewahlt. Diese Zelllinie entstammt einer CML-Patientin, ist positiv fiir das
Philadelphia-Chromosom und zeigt proteomische Charakteristiken undifferenzierter
Granulozyten und Erythrozyten.?? Die Vorgehensweise des Pulldown-Experiments ist
in Abbildung 4.29 A dargestellt und orientiert sich an einem Protokoll des Arbeitskrei-
ses Dr. Eberhardt Krause (FMP Berlin). Die auf Agarose-Kugeln immobilisierten SH3-
Doménen sollten dementsprechend parallel in Duplikaten mit K562-Zelllysat inkubiert
werden. Anschliefend wird gewaschen und die gebundenen Proteine und Peptide wer-
den durch Denaturierung der SH3-Doménen von den Sphéren eluiert. Dieses Eluat wird
mittels SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) in mehrere Fraktionen aufge-
trennt. Die Proteine innerhalb der Fraktionen werden im Gel durch Trypsin gespalten
und anschlieffend mit einer LC-ESI-MS/MS-Methode analysiert. Der direkte Vergleich
von Proteinen die urspriinglich entweder von der unphosphorylierten oder der phos-
phorylierten SH3-Doméne gebunden wurden, ermdglicht es das Erkennungsrepertoirs

in einer Proteom-weiten Groflenordnung abzuschétzen.

Erste Versuche, die K562-Zellen in einem im Arbeitskreis Krause etablierten Zell-

lyse-Puffer aufzuschliefen, schlugen fehl. Unter Zuhilfenahme dieses HEPES-Zellauf-
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schlusspuffers zeigte sich unter dem Mikroskop ein unvollstédndiger Aufschluss der Zel-
len. Dartiber hinaus konnte mit 20 Millionen K562-Zellen in 350 nl lediglich eine Pro-
teinkonzentration von 1.7 mg/ml erreicht werden (2 mg/ml war erwiinscht). Es wurde
daher ein optimierter Aufschluss-Puffer verwendet, der als wichtigste Inhaltsstoffe Tris,
PEG-40-Nonylphenolether (NP-40) sowie Phosphatase-Inhibitoren beinhaltete. Alle In-
haltstoffe und Konzentrationen sind im Abschnitt 6.2, Seite 142 aufgefiihrt. Mit diesem
Puffer wurden 2 Millionen Zellen in 350 pl aufgeschlossen und eine Proteinkonzentra-
tion von 1.9 mg/ml erhalten. Dariiber hinaus konnten durch das Mikroskop keine in-
takten Zellen beobachtet werden. Die beiden immobilisierten SH3-Doménen Y7Y3*Y??
223 und pY’ 224 wurden in je zwei Spritzenreaktoren (Duplikate) mit dem erhaltenen
K562-Zelllysat inkubiert (18 h bei 4°C). Nach dem Waschen, wurden die immobilisier-
ten Doménen mit SDS-Probenpuffer bei 95°C (10 min) denaturiert. Die somit eluierten
Binder wurden anschlieSfend mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Es wurde je eine Gel-
Tasche mit dem gesamten erhaltenen Eluat aller vier Duplikate gefiillt. Die so erhalte-
nen vier Banden wurden mit Hilfe einer Rasierklinge gleichméfig in je 15 Fraktionen
geteilt. Das Gel wurde weiter zerkleinert und in Probengefifle gefiillt. AnschlieSende
Zugabe von Trypsin sollte die Proteine in kleinere Fragmente teilen. In der Folge wur-

den alle 60 Proben mittels nano LC-ESI-MS/MS Messung analysiert.
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Abbildung 4.29 A: Vorgehensweise der verwendeten Pulldown-Methode. B: Ergebnisse der LFQ-Intensitats-Ana-
lyse: Die durch ihre LFQ-Werte identifizierten Proteine (im gelben Kasten die durch die pY” Domane und im blauen
Kasten die durch Y’Y3°Y>2 Domé&ne angereicherten Proteine). Dupl. = Duplikat.

Die Software MaxQuant®? ermittelte aus den erhaltenen Massenspektren 147854 Se-
quenzen. Ein Abgleich der gefundenen Sequenzen mit der humanen UniProt-Datenbank
identifizierte insgesamt 3428 Proteine. Fiir eine eindeutige Protein-Zuordnung mussten
mindestens zwei razor- oder eine unique-Peptid der Proteinsequenz entsprechen. Razor-

Peptide sind Peptide von denen Sequenzhomologe in mehr als zwei Proteinen bekannt
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sind. Unique-Peptide sind einzigartige Sequenzen fiir ein bestimmtes Protein. Haufig
wurden dieselben Proteine in den vier Eluaten beider SH3-Doménen gefunden (unphos-
phoryliert und phosphoryliert). Um eine unterschiedlich starke Anreicherung zu iden-
tifizieren ist daher eine Quantifizierung der Menge eines bestimmten Proteins notwen-
dig. Es wurde die sogenannte label-free quantification (LFQ) verwendet. Diese erlaubt
einen isotopenmarkierungsfreien Vergleich des Proteingehalts mehrerer Proben. Bei der
Methode wird davon ausgegangen, dass der grofite Protein-Anteil innerhalb einer Eluat-
Fraktion unspezifisch gebunden war und daher die zu vergleichenden Proben in etwa
die gleiche totale Proteinintensitidt haben sollten. Die gesamte Proteinintensitat wird
in den Proben auf den gleichen Wert normiert und anschlieSend werden die Intensitaten
der einzelnen Proteine anhand des Normfaktors ermittelt. Die so erhaltenen LFQ-In-
tensitdaten sind demnach innerhalb der normierten Messungen vergleichbar. Die LFQ-
Intensitaten der 3428 gefundenen Proteine sind in Abbildung 4.29 B fiir beide dupli-
zierten Experimente logarithmisch (Log.) aufgetragen. Positive Werte stehen dabei fiir
eine Anreicherung durch die phosphorylierte SH3-Doméne (pY”) 224, negative fiir eine
vermehrte Erkennung durch die unphosphorylierte Doméne 223. In beiden Duplikaten
der phosphorylierten oder unphosphorylierten SH3-Doméne gleichermaflen angerei-
cherte Proteine sind auf der 1. Winkelhalbierenden des Koordinatensystems zu finden.
Proteine, die mindestens die doppelte Signalintensitit (Logo(LFQ) > 1) gegeniiber der
jeweils anderen Doméne in beiden Duplikaten zeigten, wurden als spezifisch gebunden
klassifiziert. Die durch die pY™-SH3-Doméne verstirkt gebundenen Proteine sind in
dem gelben, die durch die Y'Y*Y*-SH3-Doméne angereicherten Sequenzen in dem
blauen Kasten in Abbildung 4.29 B markiert. Es konnten der phosphorylierten Doméne
13 Proteine und der unphosphorylierten SH3-Doméne 47 Sequenzen zugeordnet wer-

den.

Methodisch bedingt kann nicht immer eine LFQ-Intensitat erhalten werden, wenn
in einer Vergleichsprobe die Intensitét sehr niedrig war. Eine fehlende oder sehr gerin-
gen LFQ-Intensitdt kann auf eine Nichtanwesenheit des Proteins in der Fraktion hin-
deuten. Im Vergleich mit einer anderen Probe konnte dies bedeuten, dass es sich bei
diesem Protein um eine sehr spezifische Bindung oder um ein Artefakt handeln. Daher
wurde eine zweite Methode zur spezifischen Proteinidentifizierung verwendet. Diese
nutzt die Anzahl an razor- und unique-Peptiden. Als spezifisch-erkannt wurden Prote-
ine klassifiziert, wenn die folgenden drei Bedingungen erfiillt waren: (1.) In beiden Dup-
likaten der pY'- oder Y'Y*Y*%-Eluate muss die Summe an razor- und unique-Peptiden

mindestens 2 sein. (2.) Das Verhéltnis der Anzahl der razor- und unique-Peptide zur
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Vergleichsprobe muss grofler gleich zwei sein. Eine Peptidanzahl von Null wurden durch
0.01 ersetzt, um ein Verhéltnis berechnen zu kénnen. (3.) Die nicht-normierten Pro-
teinintensitdten mussten im Verhiltnis grofler oder gleich zwei sein. Somit wurden
durch die pY"-SH3-Doméne 224 65 Proteine spezifisch gebunden und durch die
Y7Y*Y®2-Doméne 223 22 (Abbildung 4.30 A). Eine Liste aller erkannten Proteine ist
im Anhang in Tabelle A 1 und A 2 auf Seite 246ff zu finden. Insgesamt wurden somit
78 Proteine (13 LFQ und 65 Peptidanzahl) durch die pY’-SH3-Doméne und 67 Proteine
(47 LFQ und 22 Peptidanzahl, zwei Proteine durch beide Methoden erkannt) durch die
Y'Y*Y®2-SH3-Doméne angereichert.
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Abbildung 4.30 A: Die an Hand der razor- und unique-Peptide identifizierten Proteine, die spezifisch an eine SH3-
Domaine gebunden haben. Blaue Punkte im gelben Kasten sind Proteine die durch die pY’ Domine und gelbe
Punkte im blauen Kasten sind Proteine die durch die Y’Y3°Y>2-Domane angereichert wurden. #Pep. = Anzahl an
razor und unique-Peptiden, Dupl. = Duplikat B: Weblogo-Darstellung der in den spezifisch erkannten Proteine ge-
fundene Aminosauren angereichert durch die Y’Y3%Y>2-Domaine (oben) und durch die pY’-Doméne (unten). C:
Weblogo-Darstellung der 237 Sequenzen die durch Peptid-Mikroarrays als Binder der unphosphorylierten Abl-SH3-
Domane identifiziert wurden.

Bei der pY™Anreicherung wurden fiinf Proteine erkannt, die eine SH2-Doméne be-
sitzen. So wurde zum Beispiel das CRK-Protein mit einer achtfach erhéhten Signalin-
tensitdt in den Proben des pY'™-Pulldowns im Vergleich zu dem Proben der unphospho-
rylierten Doméne gefunden (in Abbildung 4.29 B im gelben Kasten). CRK konnte tiber
die SH2-Doméne die pYDFV Sequenz binden (pYDSL, pYDDV, pYDGI und pYDDI sind
als Bindungspartner bekannt).?* Andererseits ist fiir CRK aulerdem bekannt, dass
prolinreiche Sequenzen durch die Abl-SH3-Doméne erkannt werden.?”) Nach Donaldson
et al. wird CRK durch die Abl-Kinase phosphoryliert und erkennt die eigene pY-Se-

quenz in cis. Die SH2-Doméne steht demnach nicht mehr zur Bindung zu Verfiigung.
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Es wird weiterhin eine Bindung der Abl-SH3-Doméne zu CRK beschrieben. Somit ist
zu vermuten, dass in den CML-Zellen die eine erhohte Abl- und Ber-Abl-Kinaseaktivi-
tét besitzen, CRK in der geschlossenen Konformation vorlag und von der Abl-pY"-SH3-
Doméne iiber Pro-Cluster gebunden wurde. PTB, IRS, oder PTBI-Doménen, die eben-
falls pTyr haltige Peptide binden kénnen, wurden nicht in der durch die pY™-Doméne
angereicherten Proteingruppe gefunden. Die durch beide SH3-Doménen erkannten Pro-
teine besaflen haufig prolinreiche Sequenzen. Potentielle Erkennungsmotive sind in Ta-
belle 4.13 gegeben.

Tabelle 4.13: Zufillig ausgewahlte Proteine, die beiden Duplikaten der Eluate der pY’- oder der Y’Y30Y52.SH3-Do-
mane identifiziert wurden sowie ihre prolinreichen Sequenzmotive. Die Proteine sind in Abbildung 4.29 B und Ab-
bildung 4.30 A markiert.

LFQ-identifizierte Proteine® Peptidanzahl-identifizierte Proteine
v MARCKS (pGaprp, PEAPP), CRK (SH2- NCK2 (SH2-Doméine, PAHAP, PENDP, kein
§H3 Doméne, PRPPVPPSPAQPPP u.a.), PXXP), LTA4H (PPSFP, PDPEDP), PCNP (PE-
D ~ BCL2L13 (PPESP, PEAPAPLLP, PVPP), EMPP, PTKP), MED6 (PIPETVKP, kein PXXP),
omane
IMPAD (PKEVP, kein PXXP) SSRP1 (PNAPKRP)

VASP (PGLPPSGVP, 2x PPPPP u.a.), WIPF2 (PGPPPP, 3x PPPPPP, PPAPPPVKPP,

CPSF2 (PMFPAP, PLPPHEVP), Q6PYX1P PPLPP, wa.), WIPF3 (5x PPPPPP, PPT-

YY®Y®. (pPPCPAP, FPPKP), CDKI12 (PPPPLP, PPPLPPA u.a.), SPTAN1 (kein PXXP-Motiv,

SH3- PPEKRPPEPPGP;, PPLPLPPLLP u.a. ), PMVEEGEPDPE), RCC2 (PEYNPR), DDX46

Doméne A100A9 (kein PxxP), KHDRBS1 (PPPPPP, (PPGKEPK, kein PXXP), CTAGE5 (PPPLAP,
PPPLLPP, PAPTPLLPP u.a.) PPFPPPPP, PPGDFPGPPPAP u.a.)

[a] Gennamen der Proteine. [b] UniProt-ID da kein Genname vorhanden.

Eine ausfiihrliche Auflistung mit der prolinreichen Sequenzen aller spezifisch erkannten
Proteine findet sich in Tabelle A 3 und 4 ab Seite 249. Von insgesamt 78 Proteinen die
durch die pY’-SH3-Doméne angereichert wurden, waren in 67 Proteine 186 Sequenzen
mit PXXP-, PXXXP- oder PXXXP-Motiv (PX(.4)P) zu finden. Innerhalb der 67 Proteinen
der Y'Y*Y*.-SH3-Domaénen-Proteingruppe, konnten 59 Proteine mit 370 Sequenzen ge-

funden werden, die ein PX(».4)P-Motiv besaflen.

Mit Hilfe der Peptid-Array-Technologie wurden 237 prolinreiche Peptide als Binder
fiir die Abl-SH3-Doménen identifiziert.?¢ Die 237 Peptide entstammten 158 humanen
Proteinen. Fiinf dieser humanen Proteine wurde ebenfalls reproduziert im Y7Y3'Y?%%-
SH3-Domiénen-Pulldown gefunden. Ein Uberblick ist in Tabelle 4.14 gegeben. Die Pro-
teine sind auflerdem in Abbildung 4.29 B und Abbildung 4.30 A unterstrichen. Durch

die pY” SH3-Doméne wurde keines der 158 Proteine angereichert.
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Tabelle 4.14: Durch die unphosphorylierte SH3-Domaéne angereicherten Proteine, die ebenfalls mit Hilfe der Pep-
tid-Mikroarray-Technologie durch Xu et al. als Binder fir die Abl-SH3-Domadne bestatigt wurden. Die angegebenen
Peptidsequenzen sind bestitigte Binder fiir die unphosphorylierte Abl-SH3-Doméane. 25!

# Genname UniProt-ID bekannte prolinreiche Binder fiir Abl-SH3??
5 CCDC6 A0A024Q7ZJ7 PVQOPPPPPPP

44 WASF2 QIY6W5H PPPPPPPGPP

16 INPPL1 015357 PPDFPPPPLP

48 ABI1 B6VEXS5 SPTPPPPPPP

66 WASL 000401 PVAPPPPPPP, APSGPPPPPP, VAPPPPPPPP,

GPVAPPPPPP, SRGGPPPPPP
67 WBP11 B4DMD3 PPLGPPPAPP

Um die Sequenzvorlieben der beiden Abl-SH3-Doménen zu untersuchen, wurden die
Sequenzen der angereicherten Proteine mit Hilfe der Prosite-Suchmaschine/®” nach
Px(.yP-Motiven durchsucht (Bei der pY"™-Proteingruppe wurden die Proteine mit SH2-
Doménen nicht beriicksichtig). Es wurden ebenfalls die acht Aminosduren vor und acht
nach dem Motiv herausgesucht. Die erhaltenen nichtredundanten prolinreichen Sequen-
zen (20 Aminosduren lang) wurden mit Hilfe der Weblogo-Internetseite analysiert, um
die Aminosaurezusammensetzung zu visualisieren.?® Das Ergebnis ist in Abbildung
4.30 B. zu sehen. Die Aminosaurehaufigkeiten innerhalb der prolinreichen Sequenzen
sind an Hand der Grofe der entsprechenden Buchstaben (Einbuchstabencode) darge-
stellt. Die hdufigsten Aminoséduren sind dabei am grofiten und am weitesten oben dar-
gestellt. Die Y'Y*Y®-SH3-Doméne 223 hat sehr prolinreiche Sequenzen erkannt. 15
von 20 Sequenzpositionen sind mit Prolin besetzt, danach folgt Glycin (auf Position 5-
6 am héufigsten), Alanin (am héufigsten auf Position 7) sowie Serin (am héufigsten auf
Position 4) und Leucin ist ebenfalls wahrscheinlich. Die Aminoséure-Wahrscheinlich-
keiten der oben erwidhnten 237 bekannten Binder von Abl-SH3 wurden ebenfalls als
Weblogo dargestellt (Abbildung 4.30 C).®% Die Analyse zeigt dhnliche Aminosiure-
Héaufigkeiten, wie die durch das Pulldown-Experiment gefunden. Diese Binder zeigen
eine noch groflere Wahrscheinlichkeit von Prolin. Interessanterweise weisen 8 von 10
der bekannten Binder, der ebenfalls im Y7Y*Y"2-SH3-Domé&nen-Pulldown erkannten
Proteine die Sequenz PPPPP auf. In der Y'Y*Y®-Proteingrupe war diese Sequenz
ebenfalls haufig vertreten (8.38%, 31-mal innerhalb 370 Sequenzen). Zum Vergleich war
dieses Motiv in der pY'™-Proteingruppe nur einmal vertreten (0.53% von 186 Sequen-

zen).

Die pY"-SH3-Doméne 224 reicherte ebenfalls prolinreiche Sequenzen an. Im Allge-
meinen waren die erkannten Sequenzen aber polarer als bei der Anreicherung durch die

unphosphorylierte Doméne. Serin, Asparaginsdure, Glutaminsdure, Lysin aber auch
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Leucin waren wahrscheinlich. Serin ist an Position 4, 6, und 14 die haufigste Amino-
saure (10-15%). Die basischen Aminoséduren Lysin und Arginin sind vor allem auf Po-
sition 14-17 mit einer Wahrscheinlichkeit von 10-15% zu finden. Auf Position 16 ist
Lysin die haufigste Aminosédure. In diesem Bereich wére —bei Bindung nach Klasse I-
eine ionische Interaktion mit der Phosphatgruppe denkbar. Prolinreiche Binder, die
durch die phosphorylierte SH3-Doméne erkannt wurden, kénnen moglicherweise mit
dem Phosphat des pTyr Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden. Die erhohten Haufig-
keiten fiir die Ser, Asp und Glu-Reste sind Indizien fiir diese These. Auf Position 4 bis
10, mit Ausnahme von 8, sind diese Aminosduren mit hoher Wahrscheinlichkeit vertre-
ten (10-25%). Eine weitere Affinititssteigerung kann durch Lys oder Arg generiert wer-
den. Die Bindungstasche der Lck-SH2-Doméne weifit genau diese Aminosduren (Ser,
Glu, Arg) auf und zeigt bei der Bindung zu einem pTyr-Peptid in der Kristallstruktur,
dass vor allem Ser und Glu sich nah an der Phosphatgruppe befinden und mit dieser

Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden.?*!

4.8.3 Diskussion und Fazit

Eine eindeutige Erklarung der Bindungsdifferenzierung ist schwierig. Schon fiir un-
phosphorylierte SH3-Domaénen ist bis heute die Bindung von prolinreichen Sequenzen
nicht komplett verstanden. Die Bindung von PPII-Helices scheint essentiell zu sein. Die
Notwendigkeit fiir ein PXXP-Motiv ist dagegen umstritten.?? Viele SH3-Doménen bin-
den Liganden —teilweise mit hoher Affinitit—, welche kein PXXP-Motiv aufweisen.?"? Es
wird vermutet, dass durch die Fokussierung auf PXXP-Motive SH3-Doméanen-Binder,
die dieses Motiv nicht besitzen, der Aufmerksamkeit entgangen sind. So sind fiir mehr
als die Hélfte der rund 300 SH3-Doménen keine Binder bekannt.?”) Im dargestellten
Pulldown-Experiment besalen acht Proteine der Y"Y*°Y®2-Anreicherung und elf Prote-
ine der pY'-Gruppe kein PX.qyP-Motiv. Es kénnte sich um falsch-positive Treffer oder

um nicht-klassische Binder handeln.

Im Allgemeinen wurden SH3-Doménen vermutlich durch die Evolution nicht zu
hohen Affinitdten optimiert, sondern eher dazu viele Peptide mit geringer Affinitéat
flexibel zu binden. Spezifitdt wird teilweise durch hohe lokale Konzentration (z.B. an
der Zellmembran oder durch Bindung in cis) sowie auch durch Multivalenz erreicht.
Die moderaten Affinitdten sind hdufig von Vorteil, da eine schnelle Ablésung des Bin-
ders moglich ist. Somit ist verstandlich wieso ein flexibles Bindungsmotiv vorteilhaft

ist. In bestimmten Féllen ist eine spezifische Erkennung allerdings niitzlich. Eine Ver-
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anderung des Erkennungsrepertoirs kann dadurch neue Signalwege 6ffnen. Die bisheri-
gen Ergebnisse legen nahe, dass die unphosphorylierte Abl-SH3-Doméne sehr prolinrei-
che eher unpolare Proline-Cluster erkennt. Durch Phosphorylierung an Y7 wird die
Affinitat fiir etwas Prolin-armere und polarere Sequenzen erhoht. Im Hinblick auf eine
mogliche Verdnderung von Signalwegen wéhrend der Tumorprogression sind die Ergeb-
nisse des Pulldowns ebenso interessant. So wurde zum Beispiel das BCL2L13-Protein
selektiv durch die pY™~Doméne gebunden. Dieses eigentlich pro-apoptotische Protein
kommt in hohen Konzentrationen in Krebs-Zellen vor, besonders in akuter lymphati-
scher Leukdmie (ALL)®Y oder in Glioblastom®? (bésartiger Hirntumor). Eine hohe
Konzentration sorgt dort fiir eine langere Lebensdauer der Krebszellen.?! Die RNA-
Expression fiir dieses Protein ist in K562-Zellen laut Human-Protein-Atlas am héchsten
innerhalb aller 44-gelisteten humanen Zelllinien.?% Das BCL2L13-Protein wird nach
den hier gezeigten Ergebnissen selektiver durch die Y’-phosphorylierte Abl-SH3-Do-
méne gebunden, die Klarung der biologischen Bedeutung dieser Erkennung bedarf al-

lerdings weiterer Erforschung.

Die Y’-Phosphorylierung wurde als entscheidend in der Tumorprogression beschrie-
ben (in Abschnitt 2.6, Seite 36). Die durch das verédnderte Erkennungsrepertoirs der
pY’-Abl-SH3-Doméne erkannten Proteine konnten Bindungspartner fiir verdnderte Sig-
nalwege sein, die Tumorprogression auslosen. Beispielsweise ist bekannt, dass die Abl-
und Arg-Kinasen in einer Signalkaskade, die durch oxidativen Stress ausgelost wird,
zusammen mit CRK fiir einen Verlust der Zellpolaritat in Epithelzellen sorgen.?5! Diese
Verdinderung der Zellpolaritdt und -struktur ist ein frithes Ereignis in der Evolution

von Epithel-Tumoren.?%!
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5.1 Zusammenfassung

Protein-Arrays sind sehr niitzliche Werkzeuge um Protein-Protein-Interaktionsnetz-
werke zu erforschen.'32 Protein-Protein-Wechselwirkungen steuern Signaltransdukti-
onskaskaden, die maflgeblich durch posttranslationale-Modifizierungen (PTMs) beein-
flusst werden.?”  Ublicherweise werden Protein-Arrays durch ortspezifische
Deponierung rekombinanter Proteine hergestellt. Allerdings sind biologische Methoden
nicht in der Lage, PTMs generisch mit Ortsspezifitidt zu installieren. Chemische Me-
thoden bieten theoretisch unbeschrankten Zugang zu beliebigen Modifizierungen. Den-
noch gab es vor dieser Arbeit keinen Bericht iiber die chemische Synthese von post-
translational-modifizierten Proteinen oder Protein-Doménen im Parallelformat auf
Array-Oberflachen.

Die chemische Herstellung der gewiinschten Arrays sieht sich vielen Hiirden gegen-
iiber. Eine lineare Synthese der Proteine oder der Protein-Doménen auf der Array-
Oberfléche oder vor der Immobilisierung ist auf Grund der groflen Lénge und der kom-
plexen Faltung nicht méglich. Daher miissen Fragmentverkniipfungsreaktionen verwen-
det werden. Die niitzlichste Methode ist die native chemische Ligation (NCL). Diese
benotigt Cystein an der Verkniipfungstellen. Bei Proteinsequenzen die kein Cystein
besitzen (wie z.B. die SH3-Doméne der Arg Tyrosinkinase) wird eine Entschwefelungs-
strategie benotigt bei der Cystein oder andere Thiol-modifizierte Aminosduren nach
der Ligation zu proteinogenen Aminosdureresten umgewandelt werden (z.B. Penicilla-
min zu Val). Es kénnen auch Ligationsauxiliare verwendet werden. Beide Klassen liefern
die native Sequenz nach chemischer Behandlung. Die Proteinimmobilisierung und die
PTMs muss diesen Bedingungen standhalten. Dariiber hinaus sollte die Protein-Frag-
mentsynthese im Parallelformat durchfiihrbar sein, um einen hohen Durchsatz zu ga-
rantieren. In dieser Arbeit ist es gelungen, eine Methodik zu finden, die es ermdoglicht
(Phospho)Protein-Doménen-Arrays ohne HPLC-Reinigung im Parallelformat herzu-
stellen und fiir Bindungsmessungen zu verwenden. Es wurde zuerst festgesellt, dass eine
Immobilisierung mit Hilfe der Ni-Hise-Technik zu labil fiir die benétigte Oberflachen-
chemie ist (Abschnitt 4.1). Die Immobilisierung durch Kupfer-katalysierte Alkin-Azid-
Cycloaddition lieferte zwar eine stabile Verankerung, zeigte aber eine geringe Reprodu-

zierbarkeit bei der Oberflachenverkniipfung (Abschnitt 4.2). Als geeignet erwies sich
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die Hydrazonligation, durch die Peptidhydrazide verlédsslich immobilisiert werden konn-
ten (Abschnitt 4.3).

Die (Phospho)Protein-Doménen-Array-Synthese und Analyse im Parallelformat
(Schema 5.1) gelang durch: (1.) die Generierung von Aldehyd-Funktionen mittels Mi-
chael-Addition des Mercapto-polyethylenglycol-acetal Linkers 141, (2.) Immobilisierung
von N-Thio-Peptidhydraziden via Hydrazonligation, (3.) NCL auf der Oberflache mit
biotinylierten selbstgereinigten Peptidthioestern, (4.) radikalisch induzierte Entschwe-
felung, (5.) Ausbeutebestimmung und (6.) oberflichenbasierter Fluoreszenzbindungs-
Assay zur funktionellen Charakterisierung.

parallele Synthese SH Cys:R=H; TMB parallele Analyse

Pen: R = CH3

native
Protein-

ﬂ OEt HN HN DSoménen-
" TNTTO ’)\OE N:\: Peptid Bind H'I“\l T
96 well | A t eptid Binder
;_ — —

Schema 5.1: Allgemeines Vorgehen bei der parallelen Synthese und Analyse von (Phospho)Protein-Domé&nen Ar-
rays: 1.) Funktionalisierung durch Addition des Mercapto-polyethylenglycol-acetal Linkers 141, mit anschliefender
sauren Offnung des Acetals zum Aldehyd. 2.) Immobilisierung von N-Thio-Peptidhydraziden durch Hydrazonliga-
tion. 3.) NCL mit biotinylierten Peptidthioester die selbstgereinigt erhalten wurden. 4.) Metall-freie Entschwefe-
lung. 5.) Ausbeutebestimmung durch HRP-SA. 6.) Oberflachenbindungsanalyse mit FAM-markierten Peptiden.

Zunichst wurden die Wildtyp-SH3-Doménen sowie die Cystein-(A21C) und Peni-
cillamin-(V34Pen)-Mutanten des YSC84- und des ABP1-Hefe-Proteins auf der Ober-
flache synthetisiert und analysiert (Abschnitt 4.3, Abbildung 5.1 A). Die Verkniipfung
erfolgte mit Hilfe von Cystein und Penicillamin (Pen), da bei beiden Doménen kein
Cystein in der Sequenz war. Allerdings befanden sich Ala und Val an geeigneten Posi-
tionen. Zu diesen Resten wurde nach erfolgreicher Verkniipfung entschwefelt. Das Bin-
dungsverhalten der SH3-Doménen wurde mit literaturbekannten Bindern auf der Ober-
fliche analysiert. Die erhaltenen Affinitdten (Kp-Werte), die durch Oberflichen-
Fluoreszenzsattigungsanalyse bestimmt wurden, stimmten mit Daten aus der Literatur
iiberein. Auch wurden Ergebnisse der Fluoreszenzsittigungsanalyse auf der Oberfléche
mit Bindungsuntersuchungen in Lésung verglichen (Abbildung 5.1 B). Wiederrum wa-

ren die berechneten Werte konsistent mit den Oberflachen-bestimmten Daten.
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OIm Vergleich der nativen Doménen mit den Mutanten wurde festgestellt, dass die
Cystein-Substitution einen grofleren Einfluss auf die Interaktion zwischen Mutanten-
SH3-Doméne und Binder hat, als die Penicillamin-Substitution (Abbildung 5.1 C). Die
Grofle des Einflusses ist auflerdem abhingig von dem Interaktionspartner, daher ist

eine Entschwefelungstrategie notwendig.

H
A 54 H.K*"SATPTAVAL YNFAGEQPGD L-sBzl + 145 H-CFKKGDVITI LKKSDSQND WWTGRTNGKEG IFPANYVRVS-N—N\
146 H-K*"KENPWATAE YDYDAAEDNE LTFVENDKII NIEF-sez 148 H-PenDDDWWLGEL EKDGSKGLEF PSNYVSLGNBAla-NH-N,
Mikrotiterplatte

} i neL
H-K"SETPTAVALY NFAGEQPGDL XFKKGDVITI LKKSDSONDW WTGRTNGKEG IFPANYVRVS-NH; 149, X = Cys i) 151, X = Ala
H-K*"KENPWATAEY DYDAREDNEL TEVENDKIIN IEFXDDDWAL GELEKDGSKG LEPSNYVSLG NBALa-NHr150, X = Penentschwefelung 152, X = Val
-=— synthetische A21C Mutante —=— entschwefelte Domane —e— rekombinante GST-SH3 Domane Y SC84 c
3000 : s P Ky/uM
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Abbildung 5.1 A: Synthese der SH3-Domédnen von YSC84 und ABP1 sowie deren Mutanten auf der Oberfldache. B:
Vergleich von Affinitaten auf der Oberflache (links) und in Losung (rechts) zwischen der SH3-Domaéne von YSC84
sowie der A21C-Mutante mit einem bekannten Binder. C: Ubersicht der gemessenen Affinitaten.

Nachdem die Machbarkeit der Methode an Hand von Hefe-SH3-Doméanen gezeigt
wurde, wurden humane SH3-Doménen untersucht (Abschnitt 4.5). Es wurden verschie-
dene Phosphoformen der SH3-Doménen der Abl- und Arg-Tyrosinkinase parallel syn-
thetisiert. Kommerziell erhéltliche Kinasen konnen nur Tyrosin an Position sieben der
Abl-SH3-Doméne selektiv phosphorylieren. Mit der in Schema 5.1 gezeigten Methode
wurden dementgegen alle méglichen Tyrosin-phosphorylierten Proteine auf der Ober-
flache synthetisiert und funktionell charakterisiert, in dem die Interaktion mit mehreren
Bindern parallel gemessen wurde (Abbildung 5.2 A). Dabei stellte sich heraus, dass im
Gegensatz zu der bisherigen Literaturmeinung® die Phosphorylierung die Affinitat fiir
prolinreiche Liganden nicht generell hemmt. Im Gegensatz wurde teilweise eine ver-
starkte Bindung beobachtet. In Abbildung 5.2 B sind die gefundenen Kp-Werte sowie
die Verhaltnisse der Kp-Werte der Phospho-Doménen zu den unphosphorylierten SH3-
Doméne aufgefithrt. Phosphorylierung scheint die Ligandenerkennung feinregulieren zu
kénnen. So wurden die Préferenzen fiir bestimmte Liganden durch die Phosphorylie-
rung der SH3-Domaéne gedndert. Beispielsweise bindet die Abl-SH3-Doméne das p41
Peptid im unphosphorylierten Zustand mit hochster Affinitdt. Nach Phosphorylierung
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an Y’ werden die Liganden 3BP1 und 3BP2 affiner gebunden. Die Phosphoformen
pY pY?? und pYpY*¥pY? waren hingegen nicht fahig prolinreiche Liganden zu binden.
Die Phosphorylierungs-induzierte Verdnderung des Erkennungsrepertoirs kann mit dem
Begriff Phosphoregulierung zusammengefasst werden. Besonders interessant war, dass
Phosphorylierung —gleichgiiltig an welchen Positionen— die Erkennung eines Peptids
(ID) aus der Interdoméne, die die Abl-SH2- mit der Kinase-Doméne verbindet, erheb-
lich stort. Dies ist biologisch interessant, da die Interdoménen-SH3-Interaktion ein ent-
scheidender Regulator der Abl-Kinaseaktivitat ist. In einer inaktiven Form der Kinase
wird ID durch die SH3-Doméne gebunden. Die Kinase wird durch Unterbrechung dieser
Bindung aktiviert.'” Eine erhohte Abl-Kinaseaktivitat ist der Ursprung vieler Krebs-
Transformationen.'® Dass die SH3-ID Bindung durch Y"-Phosphorylierung gestort

wird war bereits bekannt.!'®!

Phospho- Abl-SH3-Domaéne mit Arg-SH3-Domadne mit
H-K®'NLFVALY DFV ASGDNTLSIT KGEKLRVLGY' NHNGEW form  36P1 382  pdl 'D 3BPL_3BP2  pal
- = — = D) 40 44 16 6 19 41 14
CEAQ TKNGQGWVPS NYITPVNBAla-NHR ¥=YpY ovyy 7 5 2, 10 2 16
! ] i j ]
181: Y7Y30Y52; 182: pY7; 183: pY3’; 184: pY°?; 185: pY'pY3'; — 155 5 24 é 7 .
186: pY*°pY*2; 187: pY’pY“2; 188: pY’pY3opY= | ; 15 AP 5] | 5
Y vpy Z 4 07 b ? 24 08
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Abbildung 5.2 A: Synthetisierte Sequenzen der Abl- und Arg-(Phospho)SH3-Domaénen. B: Auf der Oberflache be-
stimmte Affinitaten (als KD-Werte in uM) der Abl- und Arg-(Phospho)SH3-Domane fiir prolinreiche Peptide sowie
Verdnderungsfaktoren nach Phosphorylierung (reziprok wenn Kp(phospho) > Kpvvy)); kAb = keine Affinitat bestimmbar.

Zur Validierung der Messungen wurden die Bindungen der prolinreichen Peptide
mit den (Phospho)SH3-Doménen auch in Loésung charakterisiert (Abschnitt 4.6).
Hierzu wurde bei den Titrationen die Fluoreszenzpolarisation FAM-markierter Ligan-
den bzw. die Tryptophan-Emission der Protein-Doménen gemessen. Die Messungen der
Tryptophan-Emission erfolgten dabei mit unmarkierten Bindern. Die Trends, die durch
Fluoreszenzsattigungstitration an der Oberfliche ermittelt wurden, bestétigten sich
(vgl. Abbildung 5.2 B). Bei der Verwendung unmarkierter Liganden wurden ebenfalls
gezeigt, dass die Y'-Phosphorylierung die Affinitat der Abl-SH3-Doméne fiir 3BP1 er-
hoht fiir ID allerdings unterbricht.

In NMR-spektroskopischen Messungen wurde eruiert, wie sich die Tyrosinphospho-
rylierung auf die Struktur der Abl-SH3-Doméne auswirkt (Abschnitt 4.7). Dabei wurde

festgestellt, dass die Y'-Phosphorylierung einen relativ geringen Einfluss auf die Struk-
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tur der Doméne hat. Hingegen zeigten die im Oberflachenexperiment nicht-funktionel-
len Doménen pY'pY® und pYpY*pY®? dass neben dem gefalteten Zustand ein unge-
falteter bzw. fehlgefalteter Zustand existierte. Weiterhin wurden Liganden-Titrationen
durchgefiihrt. Dies ergab Hinweise auf unterschiedliche Bindungsmodi der Peptidligan-
den. Das Interdoméanen-Peptid bindet vor allem iiber hydrophobe Wechselwirkungen,
wohingegen die anderen, in-trans bindenden Peptidliganden vorwiegend iiber die be-
schriebenen Wasserstoffbriicken binden. Dariiber hinaus scheint ID eine andere Orien-
tierung einzunehmen als die anderen Liganden. Interessanterweise verschoben sich wéh-
rend der Titration mit dem 3BP1-Liganden besonders die Signale der pY-Doméne, die
eine strukturelle Anderung gegeniiber der unphosphorylierten Doméne zeigten. Dies
legt den Schluss nahe, dass die Y-Phosphorylierung die Konformation der Doméne

andert, so dass die Ligandenerkennung moduliert wird.

Patienten die an der chronischen myeloischen Leukdmie (CML) erkrankt sind, wei-
sen eine hohe Konzentration der Ber-Abl-Kinase auf. Dieses Fusionsprotein entsteht
durch eine Chromosomen-Translokation (9q34.1, 22q11.2) der BCR- und ABL-Gene.
Das dann exprimierte Ber-Abl besitzt eine sehr hohe Kinaseaktivitét, die mit der Trans-
formation einer undifferenzierten Zelle zur CML-Zelle in Verbindung gebracht wird.!'*¢
Eine Phosphorylierung an Position sieben in der SH3-Doméne ist sehr haufig und wird
als entscheidend fiir die Tumortransformation angesehen.? Um zu untersuchen ob die
Y"-phosphorylierte Abl-SH3-Doméne andere Proteine erkennt als die unphosphorylierte
Doméne, wurde ein Pulldown-Experiment durchgefiihrt, bei dem die immobilisierten
Doménen mit Zelllysat einer CML-Zelllinie (K562) inkubiert wurden (Abschnitt 4.8).
Mit massenspektrometrischen Messungen konnten 3°428 Proteine identifiziert werden,
die aus dem Zelllysat angereichert wurden. Davon wurden 78 Proteine selektiv durch
Bindung an die pY™-Doméne und 67 Proteine an die unphosphorylierte Abl-SH3-Do-
méne konzentriert (Abbildung 5.3 A und B). Die Ergebnisse wurden durch Literatur-
daten unterstiitzt, denn sechs Proteine, die durch die unphosphorylierte Abl-SH3-Do-
méne angereichert wurden waren als Binder bekannt.?% Aus den angereicherten
Proteinen wurden alle prolinreichen Sequenzen mit den Motiven PXXP, PxxxP und
PxxxxP ermittelt. Die Aminosdurezusammensetzung der 370 Sequenzen fiir die
Y7Y3Y5%-Abl-SH3-Doméne sowie der 186 Sequenzen fiir die Anreicherung durch die
pY'™-Doméne wurden mit Hilfe der Weblogo-Internetseite®® analysiert (Abbildung 5.3
C). Die prolinreichen Sequenzmuster der von der unphosphorylierten Doméne angerei-
cherten Proteine unterscheiden sich von den Sequenzen, die durch die pY"™-Doméne

angereichert wurden.
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Abbildung 5.3: Ergebnisse des Pulldown-Experiments mit K562-Zelllysat (CML) und Inkubation mit auf den Aga-
rose-Kugeln immobilisierter Y7Y3%Y>2- und pY’-Abl-SH3-Domanen. A: Proteinintensititen (LFQ-Werten) im Verhilt-
nis der Anreicherung durch die pY’- oder die Y?Y30Y>2-Abl-SH3-Doméne (negative Werte). B: Proteinanreicherung
nach der Anzahl an Peptiden. C: Prolinreiche Sequenzmotive innerhalb der selektiv erkannten Proteingruppen. LFQ
= label free quantification.

So scheint die unphosphorylierte Doméne Sequenzen zu erkennen, die sehr reich an
Prolin sind, aber auch haufig Glycin, Alanin und Leucin beinhalteten (Abbildung 5.3
C links). Ahnliche Sequenzmuster wurden in einer Untersuchung mit Mikroarrays ge-
funden, bei denen 237 Liganden fir die Abl-SH3-Doméne identifiziert wurden.?® Die
pY™-Abl-SH3-Domaéne reicherte dagegen Sequenzen mit vergleichsweise weniger Prolin
an. Diese zeigten dafiir eine groflere Haufigkeit an Glutaminsdure, Serin und Lysin
(Abbildung 5.3 C rechts).

Mit der in dieser Dissertation entwickelten Methode wurden insgesamt 20 SH3-Do-
ménen auf der Oberfliche synthetisiert. Bindungsmessungen im Parallelformat gestat-
teten die Charakterisierung von 64 Protein-Peptid-Interaktionen. Vergleichend wurden
Synthese und Testung in Losung vorgenommen (Abschnitt 4.6) Fiir die Synthese von
sechs Doménen und die Charakterisierung von 24 Protein-Peptid-Interaktionen wurde
ein Jahr benotigt (43 Tage/Doméne). Hingegen gelang die Synthese von 16 Doménen
und Testung von 56 Protein-Peptid-Interaktionen auf der Oberflache (Abschnitt 4.5.1)

in nur vier Monaten (5 Tage/Domaéne).
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5.2 Ausblick

In dieser Arbeit wurde deutlich, dass besondere Mafinahmen getroffen werden miis-
sen, um die unspezifische Bindung von Peptiden mit dem Mikrotiterplattenmaterial
(Polystyrol) zu reduzieren. Eine Immobilisierung auf Glas wére vermutlich von Vorteil,
da unspezifische Adsorption durch hydrophobe Wechselwirkung kaum stattfindet. Al-
dehyd-funktionalisierte Glastrager sind kommerziell erhéaltlich. Generell konnen durch
die Verwendung von Glastragern und Spottern hohere Stiickzahlen und Dichten an
untersuchbaren Proteinen erreicht werden. So wurden beispielsweise von Jones et al
alle 106 humanen SH2- und 41 PTB-Doménen auf Aldehyd-modifizierten Glastriagern
immobilisiert und untersucht.?® Die Affinititen der rekombinant gewonnenen Doma-
nen wurden zu 66 chemisch-hergestellten Peptiden bestimmt. Insgesamt wurden 10494
Interaktionen von 159 Protein-Doménen mit 66 Peptiden analysiert. Die hier entwi-
ckelte Methodik konnte ebenso auf Glastragern durchgefiithrt werden. Es kénnen mit
einem Spotter hunderte bis tausende Spots auf eine Glasoberfliche gebracht werden.
Bindungsmessungen kénnten im Anschluss mit Spotter oder uniform durchgefiithrt wer-
den. Besonders interessant an der chemischen Methode wére der Einfluss von PTMs
auf die Proteinerkennung zu untersuchen. Wiirde z.B. Phosphorylierung untersucht
werden, ergébe sich fiir jedes Protein eine exponentielle Kombinationsvielfalt von K =
2" (n = Anzahl an Phosphorylierungsstellen). Aus synthetischer Sicht ist die Darstel-
lung von (Phospho)Proteinen mittels NCL auf der Oberflache aulerdem sehr praktisch,
da die Anzahl der zu synthetisierenden Peptide immer kleiner ist als die Anzahl an
(Phospho)Kombinationen (K). Beispielsweise waren fiir die Abl-(Phospho)SH3-Domé-
nen mit drei Phosphorylierungsstellen acht Kombinationen moéglich. Fiir die Synthese
wurden aber lediglich sechs Phosphopeptide bend6tigt. Bei vier Phosphorylierungsstellen

kénnten 16 Doménen mit acht Phosphopeptiden synthetisiert werden.

Um eine solche Synthese von Protein-Arrays im Hochdurchsatz zu ermoglichen, wére
es hilfreich, wenn die Peptidfragmente ohne HPLC-Reinigung dargestellt werden kénn-
ten. Bei der in dieser Arbeit verwendeten selbstreinigenden Peptidthioestersynthese
stellt sich die Adsorption der geschiitzt vorliegenden Abbruchsequenzen an den poly-
meren Tréger als problematisch dar. Zwar ergaben sich durch die Verwendung PEG-
basierter Harze Verbesserungen, allerdings konnte die Adsorption ,schwieriger® Ab-
bruchpeptide nicht vollstdndig verhindert werden. Somit zeigt der Selbstreinigungsef-

fekt nur eine geringe Verlasslichkeit bei langen und hydrophoben Sequenzen.
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Nach der TFA-Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen sind die Peptide wesent-
lich besser 16slich als im geschiitzten Zustand. Strategien welche die gezielte Immobili-
sierung des Volllangenpeptids in einer Mischung aus entschiitzten Peptiden ermogli-
chen, sollten daher wahrscheinlich robuster verlaufen (Abschnitt 2.4.1). Eine solche
Technik wurde zum Patent angemeldet und soll im Rahmen des Griindungsprojekts

EnviroPep zur Marktreife optimiert werden. %)

Eine weitere Moglichkeit der Proteinsynthese ohne HPLC-Reinigung ist ein Kon-
zept, das unter anderen auf Arbeiten dieser Promotion aufbaut. Loib/ et al. haben eine
Methode entwickelt, um MUC-Proteine im Parallelformat iiber Auxiliar-vermittelte
NCL als Rohprodukte mit hoher Reinheit herzustellen.?™ Es wurde ein Hiss-Thioester-
fragment N-terminal auf Ni-NTA-Agarosekugeln verankert und mit einem 2-Mercapto-
phenethyl (21) Auxiliar-modifizierten Peptidhydrazid umgesetzt. Nach der Ligation
und Auxiliarabspaltung wurde das native Peptid durch Anséduern vom Tréger getrennt
und mittels der in Abschnitt 4.3.1 beschriebenen reversiblen Hydrazon-Ligation auf
Aldehyd-funktionalisierte Agarose-Sphéren immobilisiert. Nach Waschen mit geringen
Mengen Wasser konnten die Proteine mit hohen Reinheiten (90-98%) mittels Hydrazin

vom Harz getrennt werden.

Der Mechanismus der Phosphoregulierung der Abl-SH3-Doméne ist noch nicht ge-
klart. In dieser Arbeit konnten erste Hinweise dazu gewonnen werden. Fiir eine detail-
liertere Erkenntis wéren Strukturen der Abl-(Phospho)SH3-Doménen wiinschenswert,
idealerweise in Interaktion mit verschiedenen Bindern. Gegenwértig wird von Dr. Andre
Dallmann versucht die Struktur von der *C- und "N-markierten rekombinanten Abl-
Y7Y3Y?%- und der pY’-SH3-Doméne NMR-spektroskopisch zu erhalten. Mit den so er-
haltenen Strukturdaten sollen die NMR-Spektren der chemisch synthetisierten (Phos-
pho)Doménen verglichen werden. Es ist geplant Strukturen der Phosphodoménen aus-

gehend von diesen Informationen zu berechnen.

Die Ergebnisse des Pulldown-Experiments sollen aulerdem weitergehend untersucht
werden. Die Affinitdten ausgewéhlter spezifisch-angereicherter Sequenzen zu der Y'-
phosphorylierten sowie zu der unphosphorylierten Abl-SH3-Doméne sollen in Losung
getestet werden. Dariiber hinaus sollen die laut Prosite-Suche” und Weblogo-Analyse
wahrscheinlichsten Bindungs-Sequenzen ebenfalls in Losung getestet werden (Abbil-
dung 5.3 C). Fiir die Y'Y*Y*-Doméne wéare das die Sequenz SGGAPPPPPPPPPP und
fiir die pY™-SH3-Doméine SLSLPPEPPPSPKA.
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Dartiber hinaus sind weitere Pulldown-Experimente mit anderen Phospho-SH3-Do-
ménen denkbar. Diese wiirden vermutlich weitere Bindungs-Préferenzen zeigen, die
vom Phosphorylierungsmuster abhéngig sind. Eine erschopfende Analyse der durch die
Y'-phosphorylierte Abl-SH3-Doméne angereicherten Proteine wére aus biologischer
Sicht sehr wiinschenswert. Besonders hinsichtlich bekannter und vielleicht noch unbe-

kannter Signalkaskaden, die eventuell eine Rolle in der Tumorprogression spielen.
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6.1 Materialien und Messgeriate

Chemikalien

Fmoc-geschiitzte Aminosauren, HOBt und die 4-Sulfamylbutyrl-Sdure wurden von
Novabiochem (Schwalbach), Bachem (Bubendorf, Schweiz), Iris Biotech (Marktred-
witz) oder Carbolutions (Saarbriicken) bezogen. HCTU wurde von Car/ ROTH (Karls-
ruhe) gekauft. PS Aminomethyl (AM) und Tentagel R Ram (Rinkamid) Harze wurden
von Rapp Polymere (Tiibingen) bezogen. AM-ChemMatrix Harz wurde von Sigma-
Aldrich (Schnelldorf) geliefert. Oxyma Pure wurde freundlicherweise kostenfrei von Lu-
xembourg Biotechnologies Lbt. (Rehovot, Israel) gespendet. Der
Fmoc-Tyr[PO(NMe;),]-OH Baustein 42 wurde entsprechend literaturbekannten
Vorschriften hergestellt.'* DMF Jow in water wurde von VIWR (Darmstadt) bezogen.
Ni*- und Maleimid-funktionalisierte 96-Kavitdten-Mikrotiterplatten, der HRP-SA
Komplex und 7-Strep Ultra TMB ELISA Lésung wurde von Thermofisher ([Pierce)
gekauft. Chemikalien fiir die SPPS (Essigsdureanhydrid, 2,6-Lutidin, Piperidin, NMM,
DIEA, NMP) wurden von Acros Organics (Geel, Belgien) bezogen. Chemikalien fiir
Synthesen in Losung wurden von folgenden Herstellern bezogen: Sigma Aldrich, Alfa
Aesar (Karlsruhe), 7CT (Eschborn), Merck (Darmstadt) und ABCR (Karlsruhe). Was-
ser wurde mit einer Milli-Q) Ultra-Pure Wasseraufreinigungsanlage der Firma Merck
gereinigt. Falls nicht anderes angegeben wurde als Wasser immer Wasser verwendet,
welches mit der Milli-Q) Ultra-Pure Wasseraufreinigungsanlage gereinigt wurde. Tro-
ckene Losungsmittel wurden mit einer SPS 800 Losungsmittel Reinigungsanlage von

mbBraun getrocknet.

Diinnschichtchromatographie

Reaktionsverldufen wurden auf Diinnschichtchromatographie-Platten (Kieselgel 60
F254) der Firma Merck untersucht. Die Substanzen wurden durch folgende Methoden
sichtbar gemacht: UV-Licht der Wellenlinge A = 254 nm, Ninhydrin (300 mg Nin-
hydrin, 3 ml Essigsdure, 197 ml Ethanol), Kaliumpermanganat (1.5g KMnO4, 10g
K>COs und 1.25ml 10 vol.% NaOH in 200 ml H,O), Iod (einige Iodkristalle in ein
100 ml Sand) Cer-Molybdat Reagenz (0.5g Ce(NH)):(NOs)s, 24.0 g
(NH4)sMo07O24 - 4H,O, 28 ml H,SO, 72 ml H,O), Molybdatophosphorsaure (10 g
HsMo01204P in 100 ml EtOH), Seebach-Reagenz (2.5 g Molybdatophosphorsaure, 1 g
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Cer(IV)sulfat, 6 ml konz. H.SO4, 94 ml H,O) und Ellmans-Reagenz (50 mg 5,5'-dithio-
bis-(2-nitrobenzoesédure) in 10 ml 0.1 M NaH,PO,-Puffer pH 7).

Saulenchromatographie

Fiir die manuelle préparative Sdulenchromatographie wurde Kieselgel 60 (0.063-
0.200 mm) der Hersteller Merck und Acros Organics verwendet. Als mobile Phase dien-
ten verschiedene Losungsmittelgemische von technischer Reinheit, die bei den einzelnen

Versuchen beschrieben werden. Die Trennung wurde mit einem Druck von 0.5 — 1 bar.

NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektren der organischen Verbindungen wurden auf einem Avance I1
300 (300 MHz) und einem Avance II 400 (400 MHz) Spektrometer der Firma Bru-
ker gemessen. Die Messungen der Protein-Doménen erfolgten mit einem Avance 11
500 (500 MHz) Gerét. Die Signale der verbliebenen Protonen in den deuterierten Lo-
sungsmitteln wurden als Referenzen fiir eine Verschiebungs-Kalibrierung verwendet.
'H-NMR-Spektren (CDCl; = 7.26 ppm, DMSO-ds = 2.50 ppm, CD3;OD = 3.31 ppm).
Die ¥C-NMR-Spektren wurden breitbandentkoppelt aufgenommen und es wurde
ebenfalls auf das entsprechende Losungsmittelsignal als interner Standard kalibriert
(CDCl; = 77.0 ppm, DMSO-Ds = 39.43 ppm, CD30D = 49.05 ppm).?™ Die chemi-
schen Verschiebungen ¢ sind in ppm, die Kopplungskonstanten ./ sind in Hz angege-
ben. Zur Bezeichnung der Signalmultiplizitidten wurden folgende Abkiirzungen ver-
wendet: s = Singulett, d = Dublett, dd = Dublett vom Dublett, dt = Dublett vom
Triplett, t = Triplett, g = Quartett, m = Multiplett, b = breit.

Hochaufgeloste Massenspektrometrie

Hochaufgeloste Massenspektren (HRMS) wurden mit einem Finnigan LTQ-FT-ICR
oder einem Applied Biosystems ()starXL Spektrometer, mittels ESI (negativ und po-
sitiv) Ionisierung, gemessenen. Die durch Imidazol-Verdriangung von den Ni-NTA Plat-
ten erhaltenen Ligations- und Entschwefelungsprodukte (Abschnitt 4.1.2, Seite 49) wur-

den mit einem Nano-FT-ICR Messgerat der Firma Thermofisher vermessen.

MALDI/TOF-Massenspektrometrie
Die MALDI/TOF-Massenspektren wurden mit Hilfe eines Voyager-DE Pro Bio-

spectrometry Workstation Gerdtes der Firma PerSeptive Biosystems, sowie eines

AXIMA Confidence Spektrometers von Shimadzu aufgenommen. Als Matrices dienten
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folgende Losungen (1 ma.%): 2,5-Dihydroxybenzoesdure (DHB) oder Sinapinsiure
(trans-3,5-Dimethoxy-4-hydroxyzimtsédure) in ACN/H,O (1:1, 0.1% TFA).

Analytische HPLC
Analytische LC-MS Messungen auf der HPLC wurden bei 50°C ausgefiihrt. Dazu

wurde ein Agilent 1100 series Instrument verwendet (Saulen: Varian, Polaris 5 C18 A-
100 x 4.6 mm) und Losungsmittel A (98.9% H»O, 1% ACN, 0.1% Ameisensidure) und
B (98.9% ACN, 1% H,0, 0.1% Ameisensdure) in einem linearen Gradienten (20 min)
mit einer Flussrate von 0.3 ml/ min. Die Detektion wurde durch einen UV-VIS-Detek-
tor der Wellenlange A = 210 nm und 278 nm bewerkstelligt. Die MS-Detektion erfolgte
mittels ESI-MS Quadrupole.

Analytische UPLC

Analytische LC-MS Messungen auf der UPLC wurden bei 50°C ausgefiihrt. Dazu
wurde ein Waters ACQUITY UPLC (Da System verwendet (Saulen: ACQUITY
UPLC BEH C18 1.7 ym) und Losungsmittel A (98.9% H.0O, 1% ACN, 0.1% TFA) und
B (98.9% ACN, 1% H,0, 0.1% TFA) in einem linearen Gradienten (4 min) mit einer
Flussrate von 0.3 ml/ min. Die Detektion erfolgte durch einen variablen UV-VIS De-
tektor, wobei sich aber haufig auf die Wellenldngen A = 210 nm und 278 nm beschrankt
wurden. Fiir die Messungen der Racemisierungsraten der Erstbeladung auf das Sulfo-
namid-Harz (Abschnitt 4.4.1, Seite 72) wurde die Wellenldnge A = 300 nm verwendet.
Die MS-Detektion erfolgte mittels ESI-MS Quadrupole.

Praparative HPLC

Praparative Peptidreinigung wurde auf einer Agilent 1100 series HPLC bei Raum-
temperatur durchgefithrt (Saule VP250/21 Nucleodur C18 Gravity 250 mm x 21 mm,
5 um von Macherey-Nagel). Es wurden die Losungsmittelgemische A und B bei einem
Fluss von A (98.9% H.O, 1% ACN, 0.1% TFA) und B (98.9% ACN, 1% H.0, 0.1%
TFA) in einem linearen Gradienten (30 min) mit einer Flussrate von 15 ml/ min. Die
Reinigungen der Protein-Doménen erfolgte im Semi-Praparativen Modus auf einer klei-
neren Séaule (Polaris C18-A column (250 x 10.0 mm, 5 pm) von Varian) mit einem
geringeren Fluss von 6 ml/min. Die Detektion erfolgte durch einen UV-VIS Detektor
der Wellenldnge A = 210 nm und 278 nm. Die erhaltenen Fraktionen wurden mittels
MALDI oder UPLC/MS analysiert und die ermittelten Produktfraktionen wurden ver-

einigt.
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Affinitatschromatographie

Rekombinant erhaltene GST-Fusionsproteine wurden auf einem FPLC AKTA Pure
System (Fast protein liquid chromatography (FPLC)) der Firma General Electric (GE)
gereinigt. Dazu wurden GSH-Sepharose Sdulen verwendet ( GS7rap HP auch von GE).

Photometrie

Die UV-Vis-Messungen zur Bestimmung der Stoffmenge des Fulven-Piperdin-
Addukt in der DMF-Piperidn Abspaltlésung wurden an einem SmartSpecPlus Spectro-
photometer der Firma BioRad durchgefiihrt. Die Bestimmung der Konzentrationen von
Peptiden erfolgte mittels ND-1000 Spectrophotometer der Firma NanoDrop. Vor jeder
Messung wurden die verwendeten Losungsmittel gemessen um den Nullwert zu ermit-

teln.

Fluoreszenzspektroskopie

Fluoreszenzspektren wurden mit einem Cary Eclipse Fluoreszenzspektrometer der
Firma Varian gemessen. Die Messungen wurden in 1 ml oder 125 nl Kiivetten der Firma
Hellma und in PBS-Puffer durchgefiihrt, sofern nicht anders im jeweiligen Experiment

beschrieben.

Absorptions- und Fluoreszenzmessungen auf Mikrotiterplatten

Die Absorption und Fluoreszenz in 96-Kavitaten-Mikrotiterplatten wurden mit dem
Plattenlesegerdat Victor X3 von PerkinFElmer gemessen. Absorptionen wurde im Zuge
des HRP-SA Assays in durchsichtigen Mikrotiterplatten bestimmt. Die Messzeit betrug
1 Sekunde pro Kavitédt. Absolute Fluoreszenzen fiir die Fluoreszenzséttigungs-Bin-
dungsmessung wurden in Doménen modifizierten schwarzen 96-Kavitaten-Multititer-
platten bestimmt (Messzeit 1 Sekunde). Fluoreszenzpolarisation wurde in schwarzen
96- und 384-Kavitaten-Mikrotiterplatten gemessen (Messzeit 1 Sekunde). Alle Mikro-
titerplatten bestanden aus Polystyrol.

Festphasenpeptidsynthese
Alle Peptide wurden durch Festphasensynthese (SPPS) nach der Fmoc/¢Bu - Stra-

tegie in Spritzenreaktoren synthetisiert. Abweichungen vom Protokoll sind in den ent-
sprechenden Absatz angegeben. Die manuelle Festphasenpeptidsynthese wurde in 3 ml
oder 6 ml Spritzenreaktoren mit Teflonfritten (Porengréfe 50 pm) der Firma Multisy-
nTech (Witten) durchgefiihrt. Die automatisierte Peptidsynthese wurde in 5-25 pmol
Ansatzen durch einen MultiPep RS-Peptidsyntheseautomaten der Firma Intavis AG
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(K6ln) durchgefithrt. Es wurden dafiir 3 ml (MultisynTech) und 5 ml Spritzenreaktoren

der Firma Intavis AG verwendet.

UV-Methoden zur Bestimmung von Aminosaure-Kupplungsausbeuten

Quantitative Bestimmung der Kupplungsausbeuten mittels Fulven-Piperidin Addukt:

Nach erfolgter Kupplung wurde das Harz fiinfmal mit DMF gewaschen. Anschlie-
Bende wurde das Harz zweimal je zwei Minuten mit einer DMF /Piperidin-Losung be-
handelt (4:1), wobei das Filtrat aufgefangen wurde. Nach Nullwertbestimmung der
DMF /Piperidin-Losung wurde ein Aliquot des Filtrats (Vaiquet) auf 1 ml verdiinnt und
die Absorption der Losung mittels BioRad Spektrometer bei 301 nm vermessen. Die
Stoffmenge wurde dabei iiber die Gl. 5 bestimmt und konnte fiir eine Ausbeute Berech-
nung verwendet werden. Diese Gleichung wurde von dem Lambert-Beerschen Gesetz

abgeleitet.
o A- Vgesamt' VKﬁvette
VAquuot e d

n

GL 5

n = Stoffmenge des Fulven Piperidin Addukts, A = Absorption, Vgeam: = gesamtes Volumen der
Abspaltung, Vgesamt = Volumen in der Messkiivette, Vauquos = Proben Aliquot aus Filtrat, € = molarer
Extinktionskoeffizient (g50 = 8300 1 - mol-1 - cm-1), d = Schichtdicke (1 cm).

Bestimmung des Beladungsgrads von Fmoc-beladenem Harz:

Fiir die Bestimmung des Beladungsgrads wurde eine bestimmte Menge Harz (mpar,)
eingewogen und diese wurde nach dem Quellen mit DMF wie oben beschrieben mit
einer DMF /Piperidin-Losung behandelt. Nach Gl. 5 wurde dann die Stoffmenge be-
stimmt und die Beladung ergab sich dabei aus GIl. 6. Diese Methode kann auch ver-

wendet werden, um Kupplungsausbeuten wahrend der Peptidsynthese zu bestimmen.

n
bh =

Gl 6

Myary,

b = Beladung des Harzes, mua., = Masse des zu bestimmenden Harzes

Bestimmung freier Aminogruppen am Harz (Bromphenolblau-Test):

Eine bestimmte Menge Harz wurde eingewogen. Nach dem Quellen mit DMF wurde
dieses Harz mit einer 15 mM Losung aus Bromphenolblau in DMF 10 min behandelt.
Das Bromphenolblau bindet dabei ionisch an freie Aminogruppen auf dem Harz. An-
schliefend wurde mit Ethanol gewaschen, wobei eine braunlich gelbe Losung erhalten
wurde. Das Waschen wurde wiederholt bis keine Gelbfarbung mehr auftritt. Anschlie-

Bend wurde mit 1 vol.% DIEA Losung das Bromphenolblau in einen Messzylinder elu-
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iert (leuchtend blau). Nach Nullwertbestimmung und Verdiinnung wurde die Absorp-
tion bei A = 605 nm bestimmt. Es kann eine Beladung nach Gl. 6 mit Hilfe von Gl. 5
berechnet werden (gg; = 106°590 1 - mol! - cm™).?™ Bei dem ChemMatrix-Harz konnte
eine Stoffmengenbestimmung mittels Bromphenolblau nicht durchgefiihrt werden, da

das Bromphenolblau unspezifisch im Harz verbleibt.

TNBS-Test freier Aminogruppen:

Um die Kupplungseffizienz grob abzuschétzen, kann ein qualitativer optischer Test mit
wenigen Harzkugeln durchgefiihrt werden. Es wurden wenige Kugeln des zu testenden
Harzes entnommen und in ein Eppendorf-Plastikgefafl transferiert. Das Harz wurde
zuerst mit drei Tropfen einer 10 vol.% DIEA DMF Losung versetzt. AnschlieBend wurde
ein Tropfen 1 M wassriger 2,4,6-Trinitrobenzensulfonsdure (TNBS) hinzugegeben. Nach
5-miniitigen Schiitteln konnen die Sphéiren begutachtet werden. Es empfiehlt sich den
Uberstand zu entfernen und die Harzkugeln in DMF aufzunehmen. Rotfirbung deutet
auf unvollstdndige Kupplung hin. Bei farblosen Harzkugeln kann von einer Ausbeute

iiber 90% ausgegangen werden.?™

Methoden zur Bestimmung von Peptid- oder Proteinkonzentration

Konzentrationen von Peptiden oder Proteinen die einen Tyr (e2s = 1400 1 mol
~em™), Trp (€25 = 5600 1 - mol” - ecm™) oder pTyr (gs = 650 1-mol! - cm™)-Rest
beinhalteten durch Messen der Absorption (bei A = 278 nm bzw. 494 nm) an einem
NanoDrop ND-1000 Spektrometer bestimmt, unter Beriicksichtigung des molaren Ex-
tinktionskoeffizienten des Peptids. Dieser wurde berechnet als Summe der oben ange-
geben Werte fiir jeden entsprechenden Aminosiurerest.? Konzentrationen von Pepti-
den, die mit FAM markiert waren (g4, = 66°000 1 - mol” - cm™, pH = 8.4) wurden im
0.1 M NaHCO;-Puffer bei pH 8.4 gemessen.?” Die Stoffmengen wurden nach GIl. 5
berechnet. Stoffmengen von Peptiden, die keine der aufgefithrten Reste trugen, wurden
durch Wiegen des lyophilisierten Peptids und Auflésen in einem bestimmten Volumen
berechnet. Hinweis: Basische Aminosaurereste (Arg, Lys, His), der freie N-Terminus
sowie das C-terminale Hydrazid bei den Peptidhydraziden wurden als ihre entsprechen-

des TFA-Salze angenommen.
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6.2  Verzeichnis verwendeter Puffer und Waschlosungen

Tabelle 6.1: Ubersicht iiber die verwendeten Puffer.

Name

Reagenzien in Wasser (Millipore)

Immobilisierungspuffer
Waschpuffer

Selektivitatspuffer

Waschpuffer 2
Additionspuffer
Additionspuffer 2
Blockierungspuffer

Blockierungspuffer 2

HEPES CuAAC-Puffer

Phosphat CuAAC-Puffer

Konjugationspuffer
Ligationspuffer

Ligationspuffer 2

Ligationspuffer 3

Entschwefelungspuffer

PBS-Puffer

FP-Puffer
SDS-Puffer

SDS-Probenpuffer

Zellaufschluss-Puffer

100 mM NaH,PO,, pH 7.4
10 mM NaH,PO,, 137 mM NaCl, 2.7 mM KClI, 2% Tween, pH 7.0

50 mM NaH,PO,, 25 mM Lysin, 1 mM EDTA, 0.05% Tween, 3 ma.% BSA,
pH 7.0

10 mM NaH.PO,, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 0.05% Tween, pH 7.0
0.1 M NaH,PO,, 20 mM TCEP, pH 6.5

0.1 M NaH,PO,, 20 mM NaCNBH3;, 4 mM TCEP, pH 6.5

100 mM NaH,POy, 10 ng/ml N-Ac-Cystein, pH 6.5

100 mM NaH,PO,, 20 mM Na(CN)BH;, 1 mM TCEP, 10 pg/ml Mercap-
toethanol, pH 8

20 mM HEPES, 1 pM CuSOy, 2 pM THPTA, 1 mM TCEP, 0.5 M NaCl,
pH 8

0.1 M NaH,PO,, 20 mM NaCNBHj;, 1 pM CuSOy, 2 M THPTA, 10 pM
NaAsc., pH 8

0.1 M NH4OAc, 0.1 M PhNH,, pH 4
0.1 M NapyHPOy4, 3 M GdmCl, 50 mM NaAsc, 20 mM TCEP, pH 7.5

0.1 M Na,HPO,, 3 M GdmC]l, 50 mM NaCHBH; 50 mM MesNa, 50 mM
NaAsc, 20 mM TCEP, 0.1 ma.% RBR, pH 7.5

0.2 M NaH,PO,, 6 M GdmCl, 50 mM PhSH/MPAA, pH 7

0.1 M NaH,PO4, 3 M GdmCl, 0.2 M VA-044, 0.25 M TCEP, 80 mM ¢BuSH
fiir Cys oder 80mM GSH fiir Pen, pH 6.8

0.1 M NayHPO,, 20 mM KH;PO4, 137 mM NaCl, 2.7 mM KCIl, 3 mM
NaNg

0.1 M Na,HPO,, 100 ng/ml bovine y-globulin, 0.02 w% NaNj, pH 7.4

125 mM Tris, 20 vol.% Glycerin, 5 vol.% B—Mercaptoethanol, 4 ma.% SDS,
pH 6,8

SDS-Puffer + 0.02 ma.% Bromphenolblau

25 mM Tris, 150 mM NaCl, 10 mM MgCl,, 10 mM KCl, 0.5 mM Ethyl-
englycol-bis(aminoethylether)- N, /V, N, N -tetraessigsidure (EGTA), 1 vol.%
NP-40, 1 mM NazVO,, 1 mM DTT, je 1 Tablette auf 10 ml Protease und

Phosphatase-Inhibitor (cOmplete EDTA-free sowie PhosphoSTOP), pH
7.5.
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6.3 Aligemeine Syntheseprotokolle

6.3.1 Manuelle Festphasen-Peptidsynthese

Fmoc-Abspaltung: Das Harz wurde mit 500 pl DMF /Piperidin (4:1) behandelt.
Nach 2 min wurde die Losung vom Harz durch Filtration getrennt. Die Behandlung
wurde einmal wiederholt. Abschliefend wurde das Harz gewaschen (3x DMF, 3x DCM,
3x DMF).

Kupplung: 7u einer Losung von 4 Aq. Aminoséurederivat (bezogen auf die anfing-
liche Fmoc-Beladung) in DMF (Endkonzentration 0.2 M) wurden HCTU (3.8 Aq.),
HOBt oder Oxyma (4 Aq.) und DIEA (12 Aq.) hinzugefiigt. HOBt wurde fiir die Pep-
tidsynthesen der Unterkapitel 4.1-4.3 und Oxyma fiir 4.4-4.8 verwendet. Die Losung
wurde fiir eine Minute geschiittelt (Voraktiviert) und anschliefend zu dem Harz gege-
ben. Nach 30-45 min wurde das Harz gewaschen (3x DMF, 3x DCM, 3x DMF).

Blockierung: Um nicht umgesetzte Amino-Termini zu acetylieren, wurde eine Blo-
ckierlosung zu dem Harz gegeben (Ac,0/2,4-Lutidin/DMF (5:6:89)). Die Suspension
wurde 5 min geschiittelt. Danach wurde das Harz gewaschen (3x DMF, 3x DCM, 3x
DMF).

Freisetzung vom polymeren Trager: Das Harz wurde 2 h bei Raumtemperatur mit

einer Losung von 96% TFA, 2% H,O und 2% TIS behandelt. Im Fall von schwefelhal-
tigen Sequenzen (Cys, Met) wurde der Anteil an H,O auf 1.5% reduziert und 0.5%

Ethandithiol (EDT) hinzugefiigt. Wenn sich mehr als zwei Arg-Reste in der Sequenz
befanden, wurde 2% Thioanisol und eine reduzierte Menge von 94% TFA verwendet.
Falls sich der Phosphotyrosinbaustein 42 im Peptid befand wurde nach 2 h 10% H.O
zugegeben und die Abspaltungsmischung wurde in ein Plastikgefafl (15 ml) iiberfiihrt.
Die Abspaltungszeit wurde auf insgesamt 18 Stunden verlédngert. Das Rohpeptid wurde
durch Zugabe von Diethylether ausgefdllt (Et,O/Abspaltlosung 10:1). Nach Zentrifu-
gation wurde der Uberstand verworfen und das verbleibende Pellet wurde in
H,O/ACN/TFA gelost (1:1:0.1%). Die Peptide wurden bei -25°C gelagert. Die Rohpro-
dukte wurden durch HPLC oder UPLC-ESI-MS und MALDI-TOF-MS charakterisiert
und ohne weitere Reinigung verwendet. Die Ausbeuten wurden bei 278 nm mittels

optischer Dichte oder durch Einwaage bestimmt.
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6.3.2 Automatische Festphasen-Peptidsynthese

Automatisierte Festphasensynthese wurde in 5, 10 und 25 pmol Ansétzen unter
Verwendung von 3 ml oder 5 ml (25 pmol) Spritzenreaktoren an einem MultiPep RS
Peptidsyntheseautomaten der Firma Intavis AG durchgefiihrt. Die angegebenen Men-

gen unten entsprechen einem 5 pmol Ansatz.

Fimoc-Abspaltung: Das Harz wurde mit 500 ul DMF / Piperidin (4:1) 6 min behan-
delt. Die Behandlung wurde einmal fiir 2 min wiederholt. Abschlieend wurde das Harz

mit DMF gewaschen (6x 400pl).

Kupplung: Ein Voraktivierungsbehilter wurde mit einer DMF-Losungen aus 4 Aq.
Aminosiurederivat, HCTU (3.8 Aq.), Oxyma Pure (4 Aq.) und NMM (10 Aq.) befiillt.
Die Reaktanten wurden homogenisiert. Nach 1 min Voraktivierungszeit wurde die Lo-
sung auf die Spritzenreaktoren gegeben. Nach 30 min wurde das Harz mit DMF gewa-

schen (3x 400 pl).

Blockierung: Um nicht umgesetzte Amino-Termini zu acetylieren, wurde eine Blo-
ckierlosung zu dem Harz gegeben (Ac,0/2,4-Lutidin/DMF (5:6:89)). Nach 5 min wurde
das Harz gewaschen (3x 400 pl).

Nach der Assemblierung des linearen Peptids wurde das Harz schliellich mit DMF (6x
400 pl) und DCM (6 x 400 nl) gewaschen.

6.4  Experimentelle Vorschriften zu Unterkapitel 4.1

6.4.1 Selbstreinigende Peptidthioestersynthese auf PS-Harz

Synthese des 4-Sulfamylbutyryl-(PhiPr)glutamyl-Glycin-Polystyrol-Harzes 47: PS
AM NH,-Harz 500 mg, (Beladung 1.02 mmol/g) wurde 30 min in 3 ml DMF in einem

Spritzenreaktor gequollen. Eine 0.4 M Lésung von Fmoc-Gly-OH (2.06 mmol, 595 mg),
PyBOP (2.06 mmol, 1041 mg) und 12 Aq. DIEA in DMF wurde zu dem Harz gegeben.
Nach 1 Stunde Schiitteln bei Raumtemperatur wurde das Harz gewaschen (5x DMF,
3x DCM und 3x DMF). Zur Blockierung der freien N-Termini wurde dem Harz
Ac,0/2,4-Lutidin/DMF  (5:6:89) zugesetzt und diese Acetylierung-Mischung wurde
5 min geschiittelt. Danach wurde das Harz gewaschen (3x DMF, 3x DCM, 3x DMF).
Anschliefend wurden 3 ml DMF /Piperidin (4:1) 5 min zu dem Harz gegeben. Die Be-
handlung wurde einmal 2 min wiederholt, anschlieBend wurde das Harz gewaschen (5x
DMF, 3x DCM, 3x DMF). Eine Beladungsausbeute von 94% wurde durch Stoffmen-
genbestimmung aus der Absorption der Fmoc-Abspaltungslosung bei 301 nm mit Gl. 5
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berechnet. Anschliefend wurde eine Losung von 1.2 Aq. Fmoc-Glu(PhiPr)-OH (0.618
mmol, 301 mg), 1.1 Aq. HCTU (0.566 mmol, 234 mg), 1.2 Aq. Oxyma (0.618 mmol, 88
mg) und 3 Aq. DIEA (263 pl) zu dem Harz gegeben, und diese Mischung wurde 5 min
geschiittelt mit anschlieendem Waschen (3x DMF, 3x DCM, 3x DMF). Anschliefend
wurden 3 ml DMF /Piperidin (4:1) fiir 5 min dem Harz hinzugefiigt. Die DMF /Piperi-
din-Behandlung wurde einmal wiederholt. Das Harz wurde gewaschen (5x DMF, 3x
DCM, 3x DMF). Eine Kupplungsausbeute von 75% wurde durch Messung der Absorp-
tion der Abspaltungslésung wie oben beschrieben bestimmt. Eine 0.4 M Loésung von 3-
Carboxypropansulfonamid (2.06 mmol, 344 mg), DIC (2.06 mmol, 259.97 nl) in DMF
wurde zu dem Harz gegeben. Der Spritzenreaktor wurde 15 h vor dem Waschen (5x
DMF, 10x DCM) geschiittelt. Das Harz wurde unter vermindertem Druck getrocknet,
und die Ausbeute wurde mittels Bromphenolblau-Test bestimmt (96%, Endbeladungs-
zustand: b = 0.517 mmol/g). Anschliefend wurden freien N-Termini durch die 5-minii-
tige Behandlung mit Ac,O/2,4-Lutidin/DMF (5:6:89) blockiert.

Kupplung der ersten Aminosdure auf das Sulfonamid-Harz Harzes 47: Die Erstbe-

ladung auf das Harz 47 wurde nach einem Protokoll von Backes et al. durchgefithrt (3
Aq. Fmoc-AS-OH, 3 Aq. PyBOP, 5. Aq. DIEA in CHCI;, -20°C, 8h)."

Synthese von Peptidthioester mit Selbstreinicung: Das vorbeladene Harz wurde wei-

ter mittels des Parallelsynthesizer RS MultiPep wie oben beschrieben (Automatisierte
Festphasensynthese) behandelt. An diesem wurde das Peptid bis zur vorletzten Ami-
nosaure aufgebaut. Nach der Fmoc-Entfernung der letzten gekuppelten Aminosaure,
wurden 4 Aq. Fmoc-Lys(Biotin)-OH in DMF/NMP (1:1) mit einer Konzentration von
0.1 M und 1 h Reaktionszeit zweifach gekuppelt (Doppelkupplung). Das Harz wurde
gewaschen (3x DMF, 3x DCM, 3x DMF) und blockiert. Nach der Fmoc-Abspaltung
wurde eine 0.1 M Losung des Mmt-geschiitzten Zyklisierungslinkers (48) in 5 vol.%
Triethylamin/DMF zu dem Harz gegeben. Das Gemisch wurde 12 h geschiittelt und
anschlieend gewaschen (3x DMF, 3x DCM und 3x DMF). Nach der Acetylierung
wurde das Harz 5x mit DMF und 10x mit DCM gewaschen. Nach dem Trocknen wurde
das Harz 2-mal mit 500 pl DCM (1%TFA) behandelt. Die Kupplungsausbeute wurde
photometrisch iiber die Mmt-Kationen-Absorption in der Abspaltlosung bestimmt (€477
= 61'500 1 - mol! - cm™). Um eine vollstdndige Abspaltung zu garantieren, wurde zu-
satzlich mit 2 ml DCM (1% TFA, 1% Triisopropylsilan (TIS)) behandelt. Nach dem
Waschen (10x DCM, 3x 1 %DIEA in DMF, 5x DMF) wurde das Harz zweimal 60 min
mit einer Losung von 8 Aq. PyBOP (c = 0,2 M), 8 Aq. Oxyma und 12 Aq. DIEA in
DMF behandelt. Nach dem Waschen (3x DMF, 3x DCM, 10x getrocknetes THF),
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wurde 400 pl einer 1 M TMS-Diazomethan Lésung in n-Hexan/getrocknetes THF (1:1)
zu dem Harz gegeben und die Mischung wurde fiir 90 min geschiittelt. Nach dem Wa-
schen (3x DMF, 3x DCM, 3x DMF) wurde eine 1 M Lésung von 50 Aq. Benzylmer-
captan und 3 Aq. Natriumthiophenolat (bezogen auf die Sulfonamid-Beladung) in DMF
zu dem Harz gegeben. Die Mischung wurde min. 24 h geschiittelt. Danach wurde das
Harz gewaschen (5x THF (1% TFA), 5x NMP/DMSO (3:1:1% TFA), 5x DMSO (1%
TFA), 5x DCM / TFE (4:1:1% TFA). Der Waschvorgang wurde einmal wiederholt. Es
wurde eine Testabspaltung (min 2 mg Harz; 96% TFA, 2% H>0, 2% TIS) durchgefiihrt,
um die Reinheit des Peptids zu bestimmen. War diese nicht ausreichend wurde der
Waschvorgang wiederholt. Fiir die Thioester-Freisetzung wurde das Harz mit einer Lo6-
sung von 96% TFA, 2% H»O und 2% TIS fiir 2 h bei Raumtemperatur behandelt. Falls
sich der Phosphotyrosinbaustein 42 im Peptid befand wurde nach 2 h 10% H.O zuge-
geben und die Abspaltungsmischung wurde in ein Plastikgefafl (15 ml) tiberfiihrt. Die
Abspaltungszeit wurde auf insgesamt 18 Stunden verlangert. Der Rohpeptidthioester
wurde durch Zugabe von Diethylether ausgefillt. Nach Zentrifugation wurde der Uber-
stand verworfen und das verbleibende Pellet wurde in H,O/ACN/TFA gelost
(1:1:0,1%). Die Peptide wurden bei -25°C gelagert. Die Rohprodukte wurden durch
HPLC oder UPLC-ESI-MS und MALDI-TOF-MS charakterisiert und ohne weitere Rei-
nigung verwendet. Die Ausbeuten wurden bei 278 nm und pH 1 mittels optischer Dichte
der Thioester Losungen in Ho.O/ACN/TFA (1:1:0,1%) bestimmt.

H-KEYSATPTAVALYNFAGEQPGDL-SBzI (54)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Maflstab halb-automatisiert synthetisiert. Ausbeute:
Abs.rs = 0.206 (3 ml, 4.41 pmol, 44%, €= 1400 1 - mol-1 - cm-1). HPLC: tg= 18.5 min
(Gradient: 3-80% B in 20 min). Reinheituprcomsmm = 94%. ESI-MS: 2482.28 m/z (dekon-
voliert (dekonv.)), MALDI/ TOF-MS: 2486.3 m/z ([M+H]"), (Ca04H310N59O30S2, berech-
net Molekulargewicht (Mg): 2482.83 g - mol™).

H-KEYSATPTAVALYNFAGEQPGDLAFKKG-SBzl (59)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Maflstab halb-automatisiert synthetisiert. Ausbeute:
Abs.yrs = 0.098 (1 ml, 0.71 pmol, 7%, €ss= 1400 1 - mol-1 - ecm-1). HPLC: tg= 15.5 min
(Gradient: 3-80% B in 20 min). Reinheituprcomsum = 83%. ESI-MS: 3014.40 m/z (dekonv.)
MALDI/ TOF-MS: 3015.1 m/z ([M+H]"), (Cis0H200N3303sSs, berechnet: 3014.47 g - mol-
1)'
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Da die restlichen Thioester des Cystein-Scans (55-70) der SH3-Doméne von YSC84
die nicht weiterverwendet wurden, sind sie hier nicht detailliert aufgefiihrt die Reinhei-
ten und Ausbeuten konnen Tabelle 4.1 auf Seite 44 entnommen werden. Die gefundenen
Massen im MALDI-TOF und der HPLC-MS-Spektren der Hauptpeaks stimmten mit

den berechneten Massen tiberein.

H-KEYLYRAG-SBzI (88)

Das Peptid wurde im 5 pmol-Mafistab manuell synthetisiert. Ausbeute: Abs.os =
0.280 (3 ml, 2.01 pmol, 40%, €xs= 1400 1- mol-1 - cm-1). HPLC: tg= 11.0 min (Gradi-
ent: 3-80% B in 20 min). Reinheiturrcosm = 82%. ESI-MS: 1039.50 m/z (dekonv.),
(CaoH7uN1200Ss, berechnet: 1039.32 g - mol™).

6.4.2 Synthese der Hise-Cysteinylpeptiden der Hefe-SH3-Domane von YSC84

Die Cysteinylpeptide (71-77) wurden im 5-10 pmol-MaBstab am MultiPep RS-Pep-
tidsyntheseautomaten nach der allgemeinen Vorschrift (6.3.2 Automatische Festphasen-
Peptidsynthese, Seite 144) auf 25 mg Tentagel R Ram Harz (Beladung: 0.2 mmol/g)
synthetisiert. Die finale Abspaltung erfolgte wie unter Abschnitt 6.3.1 angegeben. Es
wurde nicht aufgereinigt. Die Rohpeptide wurden mittels HPLC-MS und MALDI/TOF

analysiert.

H-CFKKGDVITILKKSDSQNDWWTGRTNGKEGIFPANYVRVS-Hs-NH: (71)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs.o;;s = 0.682
(2.6 ml, 1.41 pmol, 14%, e2s= 12600 1 - mol-1 - cm-1). HPLC: tg= 10.2 min (Gradient:
3-90% B in 20 min). Reinheituproorsum = 98%. ESI-MS: 5381.93 m/z (dekonv.),
MALDI/TOF-MS: 5383.3 m/z ([M+H]"), (CauoHss0N7OesS11, berechnet: 5381.96 g - mol

l).
H-CVITILKKSDSQNDWWTGRTNGKEGIFPANYVRVS-H¢-NH: (73)

Das Peptid wurde im 5 pmol-Mafstab synthetisiert. Ausbeute: Abs..;s = 0.850 a.u.
(2 ml, 1.35 pmol, 27%, &= 12600 1 - mol-1 - cm-1). HPLC: tg= 15.1 min (Gradient:
3-50% B in 20 min). Reinheitupreosm = 59%. ESI-MS: 4805.7 m/z (dekonv.),
MALDI/TOF-MS: 4807.1 m/z ([M+H]"), (Ca1sH31sNeOssS1, berechnet: 4806.30 g - mol
l).
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Da die restlichen Hexahistidin-markierten Cysteinylpeptide des Cystein-Scans der
SH3-Doméane von YSC84 nicht weiterverwendet wurden, sind sie hier nicht detailliert
aufgefithrt. Die Reinheiten und Ausbeuten kénnen der untenstehenden Tabelle 6.2 ent-
nommen werden. Die gefundenen Massen im MALDI-TOF und der HPLC-MS-Spek-

tren der Hauptpeaks stimmten mit den berechneten Massen iiberein.,

Tabelle 6.2: Ubersicht iiber die synthetisierten Hexahistidin-markierten Cysteinylpeptide der YSC84 SH3-Domine.
Sequenzen sind in Abbildung 4.2 aufgeflhrt.

Nr. Mutante ~ Nr.  AS Lénge Rohausbeute® Reinheit!” resultierende Ausbeutel
01 71 44 14.0% 98.0% 13.7%
02 72 43 31.0% 73.0% 22.6%
03 73 42 26.0% 71.0% 18.5%
04 74 41 34.0% 16.0% 5.4%
05 75 40 6.0% 33.0% 2.0%
06 76 39 27.0% 59.0% 15.9%
07 77 38 52.0% 47.0% 24.4%
08 78 37 50.0% 48.0% 24.0%
09 79 36 28.0% 64.0% 17.9%
10 80 35 24.0% 23.0% 5.5%
11 81 34 25.0% 14.0% 3.5%
12 82 33 29.0% 18.0% 5.2%
13 83 32 23.0% 25.0% 5.8%
14 84 31 28.0% 22.0% 6.2%
15 85 30 33.0% 26.0% 8.6%
16 86 29 16.0% 22.0% 3.5%
17 87 28 25.0% 14.0% 3.5%

[a] Ausbeuten wurden durch Absorption bei 278 nm bestimmt. [b] Reinheiten bestimmt
mittels HPLC bei 278 nm. [c] Resultierende Ausbeuten wurde als Produkt der Rohaus-

beuten und der Reinheit berechnet.

H-CRAEYSK-H¢-NH: (89)

Das Peptid wurde im 6 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs..s = 0.482 (1.5
ml, 4.84 pmol, 81 %, €xs= 1400 1 - mol-1 - cm-1). HPLC: tg= 1.7 min (Gradient: 3-80%
B in 20 min). Reinheituprcorsim = 95%. ESI-MS: 1676.7 m/z (dekonv.), (CriHi0N30017S1,
berechnet: 1677.81 g - mol™).

6.4.3 Vorgehen zur Quantifizierung von immobilisierten Biotin-tragenden
Peptiden mit HRP-SA Analyse

Eine Ubersicht der verwendeten Puffer ist in Tabelle 6.1 auf Seite 142 zu finden.

Das Vorgehen orientierte sich dabei an den Arbeiten von Franziska Mende. 2"
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Immobilisierung: Die zu immobilisierenden Hexahistidin-markierten Peptide

(100 pM) wurden im Immobilisierungspuffer gelost und 100 pl je Kavitéit in die Ni-
NTA HisGrab 8-Mikrotiterstreifen (96er Format, Beladung: ~ 9 pmol) der Firma Pierce
gegeben. Der Uberstand wurde nach 30 Minuten entfernt. Anschliefend wurde mit

200 nl pro Kavitat H.O, 200 pl Waschpuffer und 200 pl H,O gewaschen.

Rekrutierung von HRP-SA: Die zu analysierenden Kavitiaten wurden jeweils mit 50

nl einer Losung des HRP-SA Konjugats (0.25 mg/l in Selektivitétspuffer) behandelt.

Es wurde anschlieflend stark geschiittelt, so dass die Kavitdten bis zur 100 nl Fiillhohe
benetzt wurden. Nach 30-miniitiger Inkubation wurde gewaschen (200 pl H,O, 200 pul
Waschpuffer 2, 200 pl H,O)

HRP-katalysierte TMB-Oxidation: Es wurden 50 pl einer TMB-Wasserstoffperoxid
Losung (1-Strep Ultra TMB FELISA von Pierce) pro Kavitdt hinzugegeben. Eine

Blaufarbung zeigte einen positiven Reaktionsverlauf an, bei Kavititen die immobili-
sierte Biotin-tragende Peptide aufwiesen. Es wurde, wenn nicht anderes angeben, genau
15 Minuten oxidiert. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 50 pl einer 1 M Schwefel-
sdure augenblicklich gestoppt, worauf sich die blaue Losung gelb farbte. Anschliefend
wurde moglichst schnell die Absorbanz der Losungen bei 450 nm im Plattenleser be-

stimmt.

Alkylierung der Thiole der BSA-Beschichtung der Mikrotiterplatten

Es wurde eine durchsichtige BSA-beschichtete Ni-NTA-Platte zuerst 30 mit einer
10 mM DTT-Losung (200 pl pro Kavitat) behandelt. Nach fiinfmaligen Waschen mit
Wasser wurden in je 16 Kavitdten eine 1 M Losung aus Alkylierungsreagenz
(ICH,CONH; oder ICH.COOH bei pH 9) gegeben und die Platte wurde finf Stunden
bei 40°C geschiittelt. AnschlieBend wurde fiinfmal mit Wasser gewaschen. Zu den 16
mit Jodessigsdure-behandelten Kavitiaten und zu den 16 Iodacetamid-behandelten Ka-
vitdten sowie zu 16 unbehandelten Kavitdten einer nicht BSA-beschichteten PS-Mikro-
titerplatte, wurden je acht unterschiedliche Konzentrationen des Peptidthioesters (88)
in Duplikaten gegeben. Nach 7 h Schiitteln im Ligationspuffer, wurde der Uberstand
entfernt und es wurde zehnmal mit Wasser gewaschen. Die oben beschriebene HRP-SA

Analyse zeigte die in Abbildung 4.4 B (Seite 46) dargestellten Absorptionen.

Ligationsexperimente auf Ni-NTA-Mikrotiterplatten

Die Hexahistidin-markierten Cysteinylpeptide (71, 73 oder 89) wurden wie oben
beschrieben auf den Ni-NTA Platten in Duplikaten immobilisiert. Nach dem Waschen
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(200 pl H,O, 200 pnl Waschpuffer, 200 nl H.O) wurde eine Losung der Thioester (54, 59
oder 88) zu den entsprechenden immobilisierten Cysteinylpeptiden im Ligationspuffer
gegeben. Fir die Reaktionen, die in Abbildung 4.4 A dargestellt sind, betrugen die
Thioester-konzentrationen 5 pM. Fiir die NCL zu 90 in Abbildung 4.5 B wurde eine
100 ntM Konzentration von Thioester 88 im Ligationspuffer mit BSA oder RBR ver-
wendet. Die Ligation zwischen immobilisierten Cysteinylpeptid 71 und Thioester 54 in
Abbildung 4.7 wurde ebenfalls mit 100 pM Konzentration an Thioester 54 durchge-
fiihrt.

Entschwefelungsexperimente auf Ni-NTA-Mikrotiterplatten

Fiir das in Abbildung 4.6 dargestellte Experiment wurde das Ligationsprodukt 90
auf Ni-NTA-Platten wie oben beschrieben in 12 Kavitdten immobilisiert nach dem Wa-
schen (200 pl H,O, 200 ul Waschpuffer, 200 ul H,O) wurden die Kavitdten mit unter-
schiedlichen Konzentrationen an Entschweflungsreagenzien fiir 5 Stunden bei 40°C ver-
setzt (Angaben in Abbildung 4.6, Seite 50). Nach dem Waschen (200 ul H,O, 200 pnl
Waschpuffer 2, 200 nl H,O) wurde eine HRP-SA Bestimmung wie beschrieben durch-
gefithrt. AnschlieBend wurden die Peptide durch Imidazol (0.2 M) bei pH 4 von der
Oberfliche verdringt und anschlieBend mittels nano-FT-ICR im Arbeitskreis Prof. Mi-
chael Linscheid vermessen. Analog wurde bei dem Experiment in Abbildung 4.7 ver-

fahren. Die Reaktionszeit der Entschwefelung betrug dort aber 12 Stunden.

6.5 Experimentelle Vorschriften zu Unterkapitel 4.2

Die in diesem Kapitel beschriebenen Arbeiten wurden zusammen mit AMichael
Krumrey im Rahmen seiner Bachelorarbeit mit dem Titel: ,,Synthese und Evaluation
eines neuartigen Azidothiol-Linkers fiir die Immobilisierung von Proteindoméanen auf
Mikrotiter-Platten mittels Kupfer-katalysierter Azid-Alkin-Cycloaddition” durchge-
fithrt.

6.5.1 Synthese des Azidothiol-Linkers 99

2-(2-Azido-ethoxy)-ethanol (96)

Es wurden 2-(2-Chloro-ethoxy) -ethanol 95 (1.08 ml, 10.0 mmol) und Natriumazid
(1.31 g, 20.0 mmol, 2 Aq.) in 10 ml Wasser bei 90°C 26 Stunden erhitzt. Die Reakti-
onslosung wurde auf Raumtemperatur abgekiihlt und mit DCM extrahiert (4x15 ml).
Die organischen Phasen wurden gesammelt, mit Magnesiumsulfat getrocknet und ab-

filtriert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Es darf kein
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Hochvakuum verwendet werden, der Dampfdruck der Verbindung ist zu hoch. Es wurde
eine farblose Flissigkeit erhalten. Ausbeute: 1.25 g, 9.5 mmol (95%); R¢ = 0.8
(DCM:MeOH 4:1); Summenformel: CsHyO:N3 (131.13 g - mol™'); HRMS (m/z): [M+H]*
= 132.0767 (ber.: 132.0768)

H-NMR (300 MHz, CDCls, 25°C): 8[ppm] = 3.75 (m, 2H, HoCOC); 3.69 (t, %/ = 5.0
Hz, 2H, H,COC): 3.61 (t, %J = 4.7 Hz, 2H, HoCOH); 3.40 (t, *J = 5.0 Hz, 2H, HyCNy);
2.22 (s, 1H, OH);

BC-NMR (75 MHz, CDCls, 25°C): §[ppm| = 72.2 (CH,COH); 70.0 (CH.CH:N3); 61.5
(CH,OH); 50.4 (CH,N3).

S-Trityl-2-(2-azidoethoxy)ethyl-3-mercaptopropanoat (98)

Es wurden 2-(2-Azido-ethoxy)-ethanol (96) (0.500 g, 3.77 mmol), STrityl-Mer-
capto-Propionsdure 97 (Wurde im Arbeitskreis hergestellt) (1.477 g 4.15 mmol,
1.1 Aq.) und DMAP (47 mg, 0.38 mmol, 0.1 Aq.) in 38 ml THF gegeben und auf 0°C
gekiihlt. Zu der 0°C kalten Reaktionslosung wurde 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)
carbodiimid Hydrochlorid (EDC*HC]I) (0.876 g, 4.53 mmol, 1.2 Aq.) hinzugegeben und
mit 20 ml DMF verdiinnt. Die Reaktionslosung wurde eine Stunde bei 0°C und 16 h
lang bei Raumtemperatur geriihrt. Nach 16 h wurde durch die Diinnschichtchromato-
graphie kein Reaktionsfortschritt festgestellt. Die Reaktionslosung wurde mit 60 ml
DCM verdiinnt und fiinfmal mit jeweils 50 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase
wurde mit Magnesiumsulfat getrocknet und abfiltriert. Unter vermindertem Druck
wurde das Losungsmittel entfernt und der zuriickbleibende Feststoff in 20 ml DCM
gelost. Die Reaktionslosung wurde mit Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) (0.778 g,
3.77 mmol) und DMAP (47 mg, 0.38 mmol, 0.1 Aq.) versetzt und 90 Minuten lang
geriithrt. Das Ende der Reaktion wurde durch fehlenden Edukt-Spot bei der diinn-
schichtchromatographischen Analyse identifiziert. Die Reaktionslosung wurde mit
50 ml DCM verdiinnt und mit jeweils 40 ml einer geséittigten NaHCOs-Losung, einer
gesattigten NaCl-Losung und Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit Mag-
nesiumsulfat getrocknet und abfiltriert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt. Das zuriickbleibende farblose Ol wurde mittels Sidulenchromatographie
aufgereinigt (Cyclohexan:Ethylacetat 3:1). Als Produkt wurde ein farbloses Ol erhal-
ten. Ausbeute: 1.47 g, 3.17 mmol (84%); Rt = 0.5 (Cy:EA 3:1); Summenformel:
CaH27O3N5S (461.58 g - mol?); HRMS (m/z): [M+Na|*: 484.1663 (ber.: 484.1665)

'H-NMR (500 MHz, Aceton-ds, 25°C): & [ppm] = 7.45 (m, 6H, Aryl-H); 7.35 (m, 6H,
Aryl-H), 7.24 (m, 3H, Aryl-H); 4.17 (t, °J = 5.0 Hz, 2H, H,C-OC=0); 3.67 (m, 4H,
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H,COCHS,); 3.37 (t, %J = 5.0 Hz, 2H, H>CN;); 2.45 (t, %/ = 7.3 Hz, 2H, H,CS); 2.29
(t, %J = 7.3 Hz, 2H, H,CCOOC).

BC-NMR (125.1 MHz, Aceton-dg, 25°C): & [ppm] = 172.1 (COO); 145.9 (Aryl Cguat.);
130.5 (Aryl CH); 1289 (Aryl CH); 127.7 (Aryl CH); 70.8 (CH.CH:Ns); 69.7
(OCH,CHO); 67.6 (SCPhs); 64.4 (COOC): 51.4 (CH.Ny); 34.0 (CH,COO); 27.8
(CH.S).

2-(2-Azidoethoxy)ethyl-3-mercaptopropanoat (99)

In einem Schlenkkolben wurden unter Argonatmosphére S-Trityl-2-(2-azidoeth-
oxy )ethyl-3-mercaptopropanoat 98 (0.650 g, 1.39 mmol) und Quecksilberacetat
(1.367 g, 4.17 mmol, 3 Aq.) in 40 ml Acetonitril gegeben und 14 h lang geriihrt. Nach
dem vollstdndigen Umsatz des Edukts wurde der Reaktionslosung portionsweise Nat-
riumborhydrid (0.187 g, 4.87 mmol, 3.5 Aq.) zugesetzt. Es wurde eine Gasentwicklung
und die Ausbildung eines grauen Feststoffes beobachtet. Nach Beendigung der Gasent-
wicklung wurde die Reaktionslosung mit 2 M HCI-Losung versetzt, wobei erneut Gas
entstand. Nach Abklingen der Gasentwicklung, wurde die Reaktionslésung mit 75 ml
Ethylacetat verdiinnt. Die Losung wurde mit 20 ml 1 M HCI, 20 ml gesattigter NaCl-
Losung und 20 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde mit Magnesiumsulfat
getrocknet und abfiltriert. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck ent-
fernt und ein Rohproduktgemisch aus weiem Feststoff und gelbbraunem Ol erhalten.
Das Gemisch wurde mittels Sdulenchromatographie aufgereinigt (Cyclohexan:Ethyl-
acetat 3:1). Als Produkt wurde ein gelbbraunes Ol erhalten. Ausbeute: 115 mg,
0.53 mmol (98% Ausbeute); Ry = 0.25 (Cy:EA 3:1); Summenformel: C;H;303N5S
(219.26 g - mol'); HRMS (m/z): [M+H]* = 220.0751 (ber.: 220.0750);

'H-NMR (500 MHz, Aceton-ds, 25°C): & [ppm] = 4.24 (t, *J= 5.0 Hz, 2H, H,C-OC=0);
3.72 (m, 4H, H,COCH_); 3.40 (t, %/ = 5.0 Hz, 2H, H.CN3); 2.75 (m, 2H, H.CS); 2.67
(m, 2H, H,CCOOC): 1.96 (t, 1H, SH);

BC-NMR (125.1 MHz, Aceton-ds, 25°C): 8 [ppm| = 172.1 (C=00); 70.8 (CCH:N3);
69.7 (COCCO); 64.3 (C=00C); 51.4 (CN3); 39.2 (CCOO); 20.2 (CS).

Nach 2 Monaten Lagerung im Kiihlschrank bei 8°C wurde das in Abbildung 6.1 gezeigte
Massenspektrum mit der HPLC-MS als Hauptkomponente erhalten. Ebenso wurde ein
'H-NMR-Spektrum von dieser Verbindung gemessen, welches in Abbildung 10.1 auf
Seite 225 dargestellt. Die Masse wurden ebenfalls hochaufgelost bestéitigt. HRMS
(m/z): [M+H]* = 411.1366 (ber.: 411.1367 nach C1H2N4OsS,).
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Abbildung 6.1 HPLC-MS-Massenspektrum nach der 2-monatiger Lagerung des Azidothiol-Linkers 99 (unten). So-
wie vermutete Reaktion zu den Disulfid 112 (oben)

Synthese der bendtigten Peptide

KEILYRAGARAEYSKC-NH, (102)

Das Peptid wurde im 5 pmol-Mafistab automatisiert synthetisiert (Abschnitt 6.3.2,
Seite 144). Die Aufreinigung erfolgte mittels semipraparativer Umkehrphasen-HPLC
(RP-HPLC), Gradient: 03-80% B in 30 min. Ausbeute: Abs.o;s = 0.588 (1 ml, 2.1 pmol,
22%, €xs= 2'800 1- mol! - cm™). HPLC: tg= 9.5 min (Gradient: 3-90% B in 20 min).
Reinheituprcorsim = 92%. ESI-MS: 1840.94 m/z (dekonv.), MALDI/TOF-MS: 1842.4
m/z ([M+H]"), (CsoH100N25021S2, berechnet: 1841.17 g - mol™).

K®ILYRAGCRAEYSK-Pra-NH, (101)

Das Peptid wurde teilweise manuell im 5 pmol-Ansatz nach der allgemeinen Syn-

thesevorschrift (Abschnitt 6.3.1, Seite 143) auf 28 mg Tentagel R Ram Harz syntheti-
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siert. Der Sequenzabschnitt LYRAG wurden nach dem automatisierten Protokoll auf-
gebaut. Die Aufreinigung erfolgte mittels semipraparativer Umkehrphasen-HPLC (RP-
HPLC), Gradient: 03-80% B in 30 min. Ausbeute: Abs.ors = 0.17 (1 ml, 0.61 pumol, 12%,
€2s= 1400 1 - mol-1 - cm-1). HPLC: tg= 9.6 min (Gradient: 3-90% B in 20 min). Rein-
heituprcorsim = 90%. ESI-MS: 1865.94 m/z (dekonv.), MALDI/TOF-MS: 1865.9 m/z
([M+H]*), (Cs2Hi30N25021S,, berechnet: 1864.91 g - mol™?).

H-CEAAAEAYV-Pra-NH, (106)

Das Peptid wurde manuell im 10 pmol-Ansatz nach der allgemeinen Synthesevor-
schrift aus Abschnitt 6.3.1 (Seite 143) auf 55 mg Tentagel R Ram Harz synthetisiert.
Die Aufreinigung erfolgte mittels semipréparativer Umkehrphasen-HPLC, Gradient:
03-80% B in 30 min. Ausbeute: Abs.ors = 0.070 (2 ml, 1.0 pmol, 10%, €= 1°400 1 - mol-
1-cm-1). HPLC: tg= 9.5 min (Gradient: 3-90% B in 20 min). Reinheituprcorsim = 98%.
ESI-MS: 1018.95 m/z, MALDI/TOF-MS: 1020.4 m/z ([M+H]"), (CuHgN11O15S1, be-
rechnet: 1019.40 g - mol™).

H-CFKKGDVITILKKSDSQNDWWTGRTNGKEGIFPANYVRVS-Pra-NH: (109)

Das Peptid wurde halb-automatisiert im 10 pmol-Ansatz nach der allgemeinen Syn-
thesevorschrift aus Abschnitt 6.3.1 (Seite 143) auf 26 mg Tentagel R Ram Harz syn-
thetisiert. Die erste Aminosdure (Pra) wurde manuell nach Standardbedingungen ge-
kuppelt. Die Aufreinigung erfolgte nach einen Fmoc-on/Fmoc-off Mechanismus. Das
Fmoc-geschiitzte Peptid wurde mittels semipraparativer HPLC gereinigt. Gradient: 03-
80% B in 30 min. Nach dem Gefriertrocknen wurde das Peptid in 1 ml DMF gelost
und die Fmoc-Schutzgruppe wurde durch langsames Zutropfen von Piperidin bei 0°C
bis zu 20 vol.% entfernt. Zweimaliges Fillen in Et.O lieferte das gereinigte gewiinschte
Produkt. Ausbeute: Abs.ozs = 0.201 (2 ml, 0.34 pmol, 7%, €xs= 12600 1- mol-1 - cm-
1). HPLC: tg= 10.5 min (Gradient: 3-90% B in 20 min). Reinheiturrcorsam = 90%. ESI-
MS: 4653.78 m/z (dekonv.), MALDI/TOF-MS: 4658.0 m/z ([M+H]"),
(Ca09H323N50060S1, berechnet: 4658.0 g - mol?).

6.5.2 HRP-SA-Kalibrierung mit Maleimid-funktionalisierten Platten.

Zur Quantifizierung der Ergebnisse des HRP-SA-Assays auf Maleimid-funktionali-
sierten Platten, wurden diese Platten der Firma Pierce mit unterschiedlichen Konzent-
rationen von KBYLYRAGARAEYSKC-NH, (102) kalibriert. Die Maleimid-modifizierte

Platte wurde dreimal mit Wasser, dreimal mit Waschpuffer und fiinfmal mit Wasser
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gewaschen (jeweils 200 pl Losung pro Kavitat). In die Mikrotiterplatte wurden ver-
schiedene Stoffmengen des Peptids 102 in jeweils 50 pl Additionspuffer gegeben und
eine Stunde lang geschiittelt. Die Platte wurde dreimal mit Wasser, dreimal mit Wasch-
puffer und dreimal mit Wasser gewaschen. Die behandelten Kavitdten wurden jeweils
mit 100 pl Blockierungspuffer versetzt und eine Stunde lang geschiittelt. Anschlieflend
wurde die gebundenen biotinylierten Peptide mittels HRP-SA Analyse wie beschrieben
quantifiziert (Abschnitt 6.4.3, Seite 148). Dabei wurden die Messpunkte erhalten, die
in Abbildung 4.8 A zu sehen sind. Die Messpunkte im linearen Bereich wurden fiir eine

lineare Regression verwendet mit der die Gl. 1 erhalten wurde.

CuAAC-Immobilisierung auf Azid-modifizierte Mikrotiterplatten

Die Addition des Azidothiol-Linkers 99 wurde in Additionspuffer 1 bzw. 2 durchge-
fithrt (der in Abschnitt 4.2.1 erwahnte Vergleich der Additionspuffer zwischen TCEP-
und NaBH4-Puffer, war zwischen Additionspuffer 1 und einem Puffer indem sich 20
mM NaBH, statt TCEP befand). Es wurden 50 pl einer 23 mM Losung des Linkers 99
in die Kavitdten gegeben und eine Stunde lang geschiittelt. Die Kavititen wurden ge-
waschen. Die Kavitdten wurden mit jeweils 100 pl Blockierungspuffer versetzt und die
Platte eine Stunde lang geschiittelt. Die Kavitdten wurden gewaschen. Fiir die CuAAC-
Reaktion wurde das Peptid 101 30 Minuten bei Raumtemperatur in zwei verschiedenen
Puffer (HEPES und Phosphat CuAAC-Puffer) in die Platten gegeben (Abbildung 4.8
C+D). Dafiir wurden 50 pl einer 100 pM Losung des Peptids 101 in die Kavitdten
gegeben und 12 Stunden lang geschiittelt. Es wurden auch Kavitdten mit dem Peptid
101 versetzt, die vorher nicht mit Linker behandelt wurden. In der Folge wurde das
Protokoll fiir den HRP-SA-Assay (Abschnitt 6.4.3, Seite 148) durchgefiihrt.

Untersuchung der Abhdngigkeit der simultanen NCL-CuAAC von der Kupferkon-

zentration auf Azid-modifizierten Mikrotiterplatten

Alle 16 Kavitdten wurden wie oben beschrieben iiber einen Zeitraum von drei Stun-
den mit Azidothiol-Linker 99 modifiziert und tiber einen Zeitraum von zwei Stunden
mit 100 nl Blockierungspuffer versetzt. Das C-Alkin-Cysteinylpeptid 106 (100 pM) und
300 pM von des Thioesters 88 in 50 pl HEPES-CuA AC-Puffer sowie den in Abbildung
6.2 angegebenen Konzentration an Kupfersulfat und jeweils doppelte Konzentration an
THPTA wurden fiir die NCL-CuAAC-Reaktion verwendet. Die Reaktionslosungen wur-
den 12 Stunden lang geschiittelt. Nach anschliefendem Waschen (5x 200 nl H,O) wurde
der HRP-SA-Assay zur Stoffmengenbestimmung (Abschnitt 6.4.3, Seite 148) mit GI. 1
durchgefiihrt.
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Abbildung 6.2 Untersuchung der Abhéangigkeit der simultane NCL-CuAAC von der Kupferkonzentration auf Azid-
modifizierten Mikrotiterplatten, bei der Reaktion von Thioester 88 mit C-Alkin-Cysteinylpeptid 106 auf einer Azido-
funktionalisierten Platte 100. Pos. Kontrolle = positive Kontrolle durch CUAAC-Immobilisierung des Peptids 101
(100 uM). HRP-SA-Analyse (links), berechnete Stoffmengen mit Gl. 1 (rechts)

CuAAC-Immobilisierung, Oberflachenligation und -entschwefelung

Reaktionsfolgen auf der Oberfléche, welche eine CuA AC-Immobilisierung, Oberfla-
chenligation und -entschwefelung beinhalteten, wie beispielsweise in Abbildung 4.9
(Seite 56) dargestellt, wurden wie folgt durchgefiihrt. Alle Kavitdten wurden mit 50 pl
einer 36 mM-Losung des Linkers 99 im Additionspuffer versetzt und eine Stunde lang
geschiittelt. Alle Kavitdten wurden mit 100 pl Blockierungspuffer 2 versetzt und eine
Stunde lang geschiittelt. In die Kavitdten wurde 100 pl einer 100 pM-Losung von Cys-
teinyl-Peptid 106 und Thioester 88 in HEPEC-CuAAC Puffer (0.5 pM CuSO,, 1 pM
THPTA, 1 mM TCEP, 1.5 mg/ml RBR, pH 8) wurden in die jeweiligen Kavititen
gegeben und 18 Stunden lang geschiittelt. Nach anschlieBendem Waschen (5x200 pl
H>O) wurde der HRP-SA-Assay zur Stoffmengenbestimmung mit Gl. 1 durchgefiihrt.
Darauffolgend wurde die Entschwefelung mit dem Entschwefelungspuffer fiir 16 Stun-
den bei 40 °C durchgefiihrt. Nachdem Waschen (5x 200 pl H,O) wurde die Stoffmenge
erneut iiber HRP-SA Analyse (Abschnitt 6.4.3, Seite 148) bestimmt.

Das oben beschriebene Verfahren wurde ebenfalls fiir die Reaktion zwischen dem
Cysteinylpeptid 109 (100 pM in 12 Kavitdten), dem Thioester 54 (200 pM) und der
Platte 100 zu dem immobilisierten Produkt 110 angewendet (NCL, 14 h). (Abbildung
4.10, Seite 57)

Regenerierung der Azido-Funktionen durch Verbindung 113

Es wurden neun Kavitdten mit dem Linker 99 wie oben beschrieben behandelt.
Anschliefend wurden zwolf Kavitaten mit Blockierungspuffer (1 h) und HEPES-Click-
Puffer (14 h) vorbehandelt. AnschlieBend wurden neun Kavitidten (drei Kavitdten mit

Linker wurden nicht behandelt) 100 pl des Puffers zur Generierung der Azido-Funktion
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(30 mM Azido-Sulfat 113, 50 mM NaHCOs, 0.25 mM CuSO; in H,O/MeOH(20%)) ver-
sehen und fiir 12 Stunden geschiittelt. Anschliefend wurden die Kavitdten mit den oben
beschriebenen Bedingungen mit Peptid 101 im HEPES-CuAAC Puffer behandelt (16
h). Nach dem Waschen (5x 200 pl H.O) wurde die Absorbanz und Stoffmenge (GI. 1)
iiber die HRP-SA-Analyse (Abschnitt 6.4.3, Seite 148) bestimmt (Abbildung 6.3).

CuAAC Immobiliserung nach Regenerierung derAzidofunktionen auf der Oberflidche
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Abbildung 6.3 Untersuchung der Regenerierung von vermutlich reduzierten Azido-Funktionen auf der Oberflache.
Drei Kavitaten wurden mit Azid 113 reaktiviert und schlieRend wurden alle Kavitdten mit dem Peptid 101 im HEPES-
CuAAC Puffer behandelt. Durchfiihrung in jeweils drei Kavitdten. neg. Kont. = negative Kontrolle, in diesen Kavitaten
wurde kein Azidothiol-Linker hinzugeflgt.

6.6 Experimentelle Vorschriften zu Unterkapitel 4.3

6.6.1 Synthese von Peptidhydraziden

Peptidhydrazide wurden auf Hydrazin-modifizierten Trityl-Harz ausgehend von
Chlorotrityl- oder 2-Chlorotrityl-Harz aufgebaut. Das Chlortritylharz wurde nach einer
Methode nach Zheng et all'™ in das Hydrazin-Trityl-Harz umgewandelt. Zu 200 mg
des Chortritylharzes wurden 2 ml einer Mischung aus DMF /NEt;/N,H,*H,O (79:11:10)
gegeben und fiir 1 h geschiittelt. AnschlieBend wurde das Harz mit DIEA(1%) in MeOH
fiir 10 min behandelt, dreimal mit dieser Losung und zehnmal mit MeOH gewaschen.
Die erste Aminosdure wurde manuell mit HOBt als Additiv gekuppelt. Peptide mit
einem C*terminalen Asparagin-Rest wurden mit einem C-terminalen $-Alanin-Rest als
Abstandshalter synthetisiert, um Zyklisierungs-Nebenprodukte zu vermeiden. Der wei-
tere Peptidaufbau wurde wie beschrieben durchgefithrt (Abschnitt 6.3.1 und 6.3.2, Seite
143). Fir die Synthese der SH3-Doménen auf der Oberfliche wurden die Cysteinyl-

und Penicillamin-Peptide in ungereinigter Form verwendet.
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H-CGLYGAEGGG-N,H; (116)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafstab automatisiert synthetisiert (Abschnitt 6.3.2,
Seite 144). Die Aufreinigung erfolgte mittels semipraparativer-HPLC, Gradient: 03-50%
B in 30 min. Ausbeute: Abs.ors = 0.720 (0.7 ml, 3.6 pmol, 39%, &xs= 1400 1- mol-
1+ em-1). UPLC: tg= 2.08 min (Gradient: 3-60% B in 4 min). Reinheituprcorsam = 95%.
ESI-MS: 839.4 m/z (dekonv.), (CsoHi90N2502152, berechnet: 839.91 g - mol™).

K®YGLYGEGGG-N,Hs (153)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafstab automatisiert synthetisiert (Abschnitt 6.3.2,
Seite 144). Das Peptid wurde ohne HPLC-Reinigung verwendet. Ausbeute: Abs.o;s =
0.675 (2 ml, 9.64 nmol, 96%, €ss= 1400 1 - mol-1 - cm-1). HPLC: tg= 10.8 min (Gradi-
ent: 3-60% B in 4 min). Reinheituprcosum = 90%. ESI-MS: 1077.30 m/z (dekonv.),
MALDI/ TOF-MS: 10774 m/z ([M+H]"), (CsHiowN202S:, berechnet: 1077.21
g - mol™).

H-CFKKGDVITILKKSDSQNDWWTGRTNGKEGIFPANYVRVS-N:Hs (144)
Das Peptid wurde im 5 pmol-Mafistab automatisiert synthetisiert (Abschnitt 6.3.2,

Seite 144). Die erste Aminosiure wurde manuell gekuppelt. Das Peptid wurde ohne
Aufreinigung verwendet. Ausbeute: Abs.o;s = 0.820 (3 ml, 1.95 pmol, 39%, €xs= 12‘600
- mol-1-cm-1). HPLC: tg= 11.0 min (Gradient: 3-90% B in 20 min). Reinheituprcorsum
= 92%. ESI-MS: 4573.80 m/z (dekonv.), MALDI/ TOF-MS: 4575.4 m/z ([M+H]"),
(C204H319N350050S, berechnet: 4574.14 g - mol?).

H-Pen-DDDWWLGELEKDGSKGLFPSNYVSLGNBAIa-N:H; (147)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafstab automatisiert synthetisiert (Abschnitt 6.3.2,
Seite 144). Die erste und letzte Aminosdure (Fmoc-Pen(Trt)-OH) wurde manuell ge-
kuppelt. Das Peptid wurde ohne Aufreinigung verwendet. Ausbeute: Abs..;s = 0.721
(10 ml, 5.72 pmol, 5.72%, €xs= 12°600 | - mol-1 - cm-1). UPLC: tg= 2.31 min (Gradient:
3-90% B in 4 min). ReinheitupLcorsam = 48%. ESI-MS: 3258.28 m/z (dekonv.), MALDI/
TOF-MS: 3258.3 m/z ([M+H]") (CusH213N37047S, berechnet: 3258.53 g - mol).

H-K®) KKENPWATAEYDYDAAEDNELTFVENDKIINIEF-SBzI (146)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Maflistab nach dem Selbstreinigungs-Protokoll im
Abschnitt 6.4.1 automatisiert synthetisiert (Abschnitt 6.3.2, Seite 144). Das Peptid
wurde ohne Aufreinigung verwendet. Ausbeute: Abs.ors = 0.223 (3 ml, 0.80 pmol, 8.0%,
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€28 = 8400 1 - mol-1 - cm-1). UPLC: tg= 2.85 min (Gradient: 3-90% B in 4 min). Rein-
heituprLeorsnm = 48%. ESI-MS: 4368.46 m/z (dekonv.), MALDI/ TOF-MS: 4371.0 m/z
([M+H]*) (Ca04H319N59O30S, berechnet: 4368.76 g - mol™).

6.6.2 Analyse der Chemoselektivitdt der Hydrazonligation mit N-Cysteinyl-
hydraziden

H-CGLYGAEGGG-N,H,-(CH,)sCH; (121)

Um die Chemoselektivitidt der Hydrazonkniipfung zu testen, wurde das Cysteinyl-
peptidhydrazid 116 (1 mM) mit zwei Aquivalenten Valeraldehyd 117 (2 mM) in 100 pl
Konjugationspuffer zur Reaktion gebracht (0.1 M NH,OAc, pH 4). Die Produktvertei-
lung wurde mittels UPLC-MS analysiert (Abbildung 4.11 B, Seite 60). Nach 20 min
war das Gleichgeweicht bei 40 % des Produktes erreicht. Anschlieend wurde die Lo-
sung mit NaCNBH; als Feststoff versetzt, so dass die Konzentration 5 mM entspricht
und es wurde die Produktverteilung erneut mittels UPLC-MS analysiert. Nach 1 h war
das Hydrazon 119 vollstandig zum N-Alkylhydrazid reduziert, zusatzlich verschob sich

das Gleichgewicht zu einer finalen Ausbeute des gewiinschten Produkts 121 von 70%.

H-CGLYGAEGGG-N,H,-CH,CH(CHs); (229)

Um zu testen, ob eine hohere Ausbeute erreicht werden kann, wurde das Cysteinylpep-
tidhydrazid 116 (1 mM) mit 10 Aquivalenten Isobutyraldehyd 225 (10 mM) in 100 yl
zur Reaktion gebracht (0.1 M NH4OAc, pH 4). Die Produktverteilung wurde mittels
UPLC-MS analysiert (Abbildung 6.4). Nach 68 min war das Gleichgeweicht bei 85 %
des Produktes 227 erreicht. AnschlieBende Zugabe von NaCNBH; (5 mM) reduzierte
das Hydrazon 227 zu dem N-Alkylhydrazid 229. Die Produktverteilung nach 1 Stunde
NaCNBH;s-Behandlung zeigte ebenfalls 85% des Produktes 229. Im Gegensatz zu der
Behandlung mit Valeraldehyd wurde bei dieser Synthese 2% des Thiazolidin-Nebenpro-
duktes 230 nach der Reduktion festgestellt. Vor der Zugabe von NaCNBH; wurde aber
weder das Thiazolidin-Peptid 226 noch das Thiazolidin-Hydrazon 228 beobachtet.
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Abbildung 6.4 A: Reaktion von N-Cysteinylpeptidhydrazid 116 mit zehn Aquivalenten Isobutyraldehyd 225 im Am-
moniumchloridpuffer pH 4. Es sind mogliche Produkte in ihrem erwarteten Gleichgewicht aufgefthrt. B: UPLC-MS
Chromatogramme nach unterschiedlichen Zeiten mit an Hand ihrer Massen zugeordneten Verbindungen.

6.6.3 Untersuchung zur Reversibilitat der Hydrazonbindung

Das N-Cysteinylpeptidhydrazid 116 (143 nmol) wurde in 100 pl Konjugationspuffer
gelost. Anschliefend wurden 30 mg Aldehyd-modifizierte Sepharosekugeln hinzugege-
ben und das Zweiphasensystem wurde 30 Minuten geschiittelt. Die Aldehyd-modifizier-
ten Agarosekugeln wurden nach einem Protokoll von Guisan aus 4B Sepharose herge-
stellt.?” Im Uberstand des Agarosegels konnte nach 30 Minuten durch UPLC-MS-
Analyse (Abbildung 4.12 A, Seite 62), in dem angeschlossenen Massenspektrometer
konnte keine Peptidmasse (MH* = 840.4 m/z, entspricht 116) gefunden werden. Nach
Waschen mit Wasser sowie etwas Ethanol und Acetonitril wurden 0.5 vol.% Hydrazin-
hydrat und 20 mM TCEP in Wasser zu dem peptidbeladenen Agarosegel gegeben und
in bestimmten Intervallen die Absorption des Uberstand mittels Nano-Drop-Spektro-
meter bei 278 nm analysiert. Die Datenpunkte wurden mit OriginPro 8.0 dargestellt
und es wurde eine Regression nach der Hill-Gleichung durchgefiihrt (Abbildung 4.12 B,
Seite 62).

6.6.4 Synthese des Mercapto-polyethylenglycol-acetal-Linkers (141)

Ein Syntheseiiberblick ist dem Schema 4.7 auf Seite 65 zu entnehmen.

Oligoethylenglykol-dimethansulfonat (139)

Zu 9.29 ml Methansulfonylchlorid (120 mmol, 12 Aq.) in 100 ml Tetrahydrofuran
wurde bei 0 °C 16.64 ml NEt; (129 mmol, 12 Aq.) und 10.2 g (10 mmol) PEG-1000
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gegeben. Die Reaktionsmischung wurde zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt be-
vor gesittigte NH,Cl-Losung (100 ml) zugegeben wurde. Das Produkt wurde dreimal
mit Chloroform extrahiert und die vereinigten organischen Phasen mit MgSO, getrock-
net. Nach dem Entfernen des Chloroforms unter reduzierten Druck wurde das Produkt
als braunes Ol erhalten AnschlieBende Reinigung durch Siulenchromatographie auf
Kieselgel (DCM/MeOH, 95: 5) lieferte das Produkt 139 als oranges Ol. Ausbeute:
11.70 g, 9.85 mmol (98%); R: = 0.48 (DCM/MeOH, 95:5); Summenformel (n = 20):
CuHooO2S2 (1099.30 g - mol!); HRMS (m/z): [M+H]* = 1099.5240 (ber.: 1099.5235);

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 25°C): 8[ppm]| = 4.27 (m, 4H, CH2080,), 3.65 (s/m, 4H,
(CQH4O)HCH2), 3.53 (S, J=24 HZ, 86H, O(C2H40)n), 2.98 (S, 6H, SOgCHg),

BC-NMR. (75 MHz, CDCl;, 25°C): 8[ppm] = 70.39 (O(C2H.0).); 69.22 (CH,); 68.79
(CHz); 37.49 (SOsCHg).

Oligoethylenglykol-disulfid (140)

Das Disulfonat (139) (10.9 g, 9 mmol) wurde in 160 ml trockenem THF gelost und es
wurden 3.27 g (19.80 mmol, 2.2 Aq.) Kalium-ethyldithiocarbonat zugegeben. Die re-
sultierende Mischung wurde 16 h geriihrt. Danach zeigte die diinnschichtchromatogra-
phischen Analyse vollstdndigen Umsatz zu einem O,S Dialkyl-dithiokohlensdureester
Intermediat (Rf = 0.35 (DCM / MeOH, 95: 5)). Anschlieend wurden bei 0°C iiber
10 min 36 ml Piperidin (360 mmol, 40 Aq.) zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde
sechs Stunden lang geriihrt. Danach wurde 100 ml gesattigte NH4Cl-Losung zugesetzt
und das gewiinschte Produkt wurde dreimal mit je 150 ml CHCl; extrahiert. Die ver-
einigten organischen Phasen wurde mit MgSQO, getrocknet. Verdampfen der organischen
Losungsmittel unter vermindertem Druck und Reinigung durch Sdulenchromatographie
tiber Kieselgel (DCM/MeOH, 95:5) lieferte das gewtinschte cyclische Produkt als blas-
sen orangefarbenen Feststoff. Ausbeute: 9.5 g, 8.9 mmol (99%); Rf = 0.50
(DCM/MeOH, 95:5); Summenformel (n = 20): CiyHsi02S: (973,23 g - mol'); HRMS
(m/z): [M+H]* = 973.5098 (ber.: 973.5081);

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 25°C): 8[ppm] = 3.71 (t, J = 6,7 Hz, 4H, CH,O(C:H.0).),
3.63 (s/m, 96H), 2.87 (t, J = 6.7 Hz, 4H, CHL,S).

BO-NMR (125 MHz, CDCls, 25°C): 8[ppm] = 72.99 (CH,); 70.66-70.49 (O(C,H.O).),
69.74 (CH.,); 50.4 (CH.S).
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Diethoxyethylthio-oligoethylenoxy-ethyl mercaptan (141)

Natriumborhydrid (0.61 g, 16.00 mmol, 4 Aq.) wurde in 10 ml Acetonitril zu einer
Losung von 4.41 g (4 mmol) Verbindung zugesetzt. Diese Suspension wurde 30 min
geriihrt bis die stattfindende Gasentwicklung beendet war. AnschlieBend wurden 50 ml
Ethanol und 139 mg Natrium (6 mmol, 1.5 Aq.) bei Raumtemperatur zugegeben. Nach-
dem das Natrium gelost war, wurde das Reaktionsgemisch bis zum Riickfluss erhitzt
und 0.84 ml Bromacetaldehyddiethylacetal wurde in 20 ml EtOH tropfenweise iiber
30 min hinzugegeben (5.6 mmol, 1.4 Aq.). AnschlieBend wurde die Lésung fiir 18 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Danach zeigte die diinnschichtchromatographische Analyse
vollstdndigen Umsatz von 140. Es wurde 140 ml geséittigte NH,Cl-Losung zugegeben
und das gewiinschte Produkt wurde dreimal mit je 150 ml CHCI; extrahiert. Die orga-
nischen Phasen wurden vereinigt und iitber MgSO, getrocknet. Losungsmittel wurden
unter vermindertem Druck entfernt. Reinigung durch Sdulenchromatographie iiber Kie-
selgel (DCM/MeOH, 95:5) ergab einen blassgelben amorphen Feststoff. Ausbeute: 3.88
g, 3.48 mmol (87%); Rt = 0.45 (DCM/MeOH, 95:5); Summenformel (n = 22):
Cs5:H11002552 (1223.56 g - mol!); HRMS (m/z): [M+Na]* = 1245.6620 (ber.: 1245.6675),
[M-H] - = 1221.6920 (ber.: 1221.6915);

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 25°C): 8[ppm] = 4.39 (t, J = 5.5 Hz, 1H, CH(OEt),), 3.44
(s, 66H, (C:H40).), 3.35 (m, 2H, (MeCH,0),CH), 2.58 (t, J = 6.8 Hz, 2H, CH,SH),
2.52 (d, J = 5.5 Hz, 2H, CH,CH(OEt)), 2.37 (s, 1H, SH), 1.01 (t, J = 7,1 Hz, 6H,
CHs);

1BC-NMR (75 MHz, CDCl;, 25°C): 8[ppm] = 103.35 (CH(OEt),), 71.01 (CH,), 70.68
(CHL), 70.63 (CH,), 70.35 (CH,), 62.17 (CH.), 35.62 (CH.,), 32.07 (CH.SH), 15.36
(CHS).

6.6.5 Herstellung der Aldehyd-funktionalisierten Mikrotiterplatten (143)

Aldehyd-Funktionalisierung der Mikrotiterplatten mit DTT
Die Reaktionsfolge ist in Abbildung 4.13 A auf Seite 63 zu finden. Zu den Maleimid-

funktionalisierten Mikrotiterplatten wurde eine 0.1 M Losung von DTT im Additions-
puffer (200 pl/Kavitit) gegeben und 30 min geschiittelt. Nach 5-maligen Waschen mit
Wasser wurde eine 0.1 M Losung NalO-Losung (0.1 M NaOAc, pH 5.5, 150 pnl) den
Kavitdten hinzugefiigt und 1 Stunde geschiittelt. Es sollte darauf geachtet werden die
Platten wéhrend der Oxidation vor Licht zu schiitzen. Nach dem 5-maligen Waschen

wurden die Platten fiir Immobilisierungsversuche mit Peptidhydraziden verwendet.
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Aldehyd-Funktionalisierung mit Mercapto-PEG-acetal-Linkers (141)
Eine 50 mM Losung des Mercapto-PEG-acetal-Linkers (141) im Additionspuffer 2

wurde auf schwarze Maleimid-funktionalisierte 96-Kavitaten Platten gegeben (100 pl
pro Vertiefung). Nach 1 h Schiitteln wurden die Vertiefungen dreimal mit Wasser ge-
waschen. Nicht umgesetzte Maleimid-Funktionalititen wurden durch Zugabe von 100
mM N-Acetylcystein in Additionspuffer 2 fiir 30 min blockiert. Danach wurde die Platte
dreimal mit Wasser gewaschen. Um die Aldehydfunktion frei zugeben, wurde die Platte
mit 2 M HCl/Aceton (2:1) fiir 1 h bei 50°C behandelt (200 pl pro Vertiefung). An-

schlieBend wurde die Sdure entfernt.

6.6.6 Hydrazid-Immobilisierung, Oberflachen-NCL und -Entschwefelung

Eventuell verbliebene Saure wurde weggespiilt (3x Waschen mit Wasser). Anschlie-
Bend wurde eine 100 pM Losung des zu immobilisierenden Peptidhydrazids (100 nl/Ka-
vitdt) im Konjugationspuffer zu dem Aldehyd funktionalisierten Platten gegeben. Nach
2 h wurden die Vertiefungen (3x mit Wasser) gewaschen. Fiir die Oberfliachen-Ligation
wurden Peptidthioester in einer 100 ptM Konzentration im Ligationspuffer 2 gelost und
geschiittelt um den MesNa-Thioester zu bilden. Nach 30 min wurde diese Losung den
Vertiefungen (100 nl/Vertiefung) zugesetzt. Die Mikrotiterplatte wurde 14 h - 20 h
leicht geschiittelt. Danach wurden die Kavitdten gewaschen (3x Wasser, 3x Waschpuf-
fer, 3x Wasser) und die Ausbeute mittels HRP-SA Assay bestimmt (Abschnitt 6.4.3,
Seite 148). Anschliefend wurde —falls nétig— Entschwefelungspuffer (100 pl/Kavitét)
auf die Platten gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde fiinf Stunden bei 50°C leicht ge-
schiittelt. Nach dem Waschen (3x Wasser, 3x Waschpuffer, 3x Wasser) wurde erneut
eine Ausbeutenbestimmung mittels HRP-SA-Test durchgefiihrt.

6.6.7 Synthese von 5/6-Carboxyfluorescein markierten Peptiden

Die Peptidsynthese wurde in einem 5- oder 10 pmol-Mafstab auf einem Rink-Amid-
Harz durchgefiihrt. Die Kupplung von 5/6-Carboxyfluorescein (FAM) wurde unter Ver-
wendung von 15 mg (40 pmol, 4 Aq.) durchgefithrt FAM, 20.8 mg (40 pmol, 4 Aq.)
PyBOP und 8.8 pl (80 pmol, 8 Aq.) NMM in 400 ul DMF fiir zweimal 2 h. Danach
wurde das Peptidharz gewaschen (3x 1 ml 20% Piperidin in DMF, 5x DMF, 10x
CH.Cl,). Das Peptid wurde durch Behandlung mit TFA /H,O/TIS/EDT (94:2:2:2) vom

polymeren Trager abgelost.

163



6. Kapitel: Experimenteller Teil

FAM-BAIlaBAla-GTTNRGPPPLPPRA-NH: (155)

Das Peptid wurde im 5 pmol-Maflstab synthetisiert. Die Aufreinigung erfolgte mit-
tels semipraparativer HPLC, Gradient: 03-30% B in 30 min. Ausbeute: Abs. 44 = 0.710
(20 ml, 2.15 pmol, 43%, €= 66‘000 1 - mol-1 - cm-1). UPLC: tg= 1.21 min (Gradient:
3-90% B in 4 min). Reinheitupreosm = 99%. ESI-MS: 1930.00 m/z (dekonv.),
MALDI/TOF-MS: 1928.6 m/z ([M+H]"), (CsoH124N2,025, berechnet: 1930.08 g - mol™).

FAM-BAlaBAla-RPKRRAPPPVPKKP-NH: (156)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Maf}stab synthetisiert. Die Aufreinigung erfolgte mit-
tels semipraparativer HPLC, Gradient: 03-30% B in 30 min. Ausbeute: Abs. 4, = 0.233
(1 ml (100-fache Verdiinnung), 3.53 pmol, 35%, €iu= 66000 1 - mol-1 - cm-1). UPLC:
te= 1.24 min (Gradient: 3-60% B in 2 min). Reinheituprcorsim = 98%. ESI-MS: 2124.32
m/z (dekonv.), MALDI/TOF-MS: 2124.8 m/z ([M+H]"), (Ci01H151N29O3, berechnet:
2123.46 g - mol).

6.6.8 Oberflachen-Fluoreszenzsattigungsanalyse mit SH3-Domanen von Hefe

Zur Vorblockierung der Kavititen sowie, um die SH3-Doménen zu falten, wurde
jede Vertiefung mit 100 pl PBS-Puffer und 0.1 ma.% RBR versetzt. Die Titerplatte
wurde 1 h geschiittelt. Der Nullwert der Fluoreszenz in diesem Platten wurde bestimmt.
Anschlieend wurde das FAM-markierte Peptid in Konzentrationen von 0.02 pM, 0.05
pM, 0.1 pM und 0.2 pM im Puffer (0.1 ma.% RBR in PBS) zu je vier Vertiefungen
hinzugefiigt. Nach 30 min Inkubation mit den FAM-Peptiden, wurde der Puffer aus
den Vertiefungen durch Schleudern der Platte entfernt. Danach wurden die Wells 3x
mit PBS-Puffer gewaschen (100 pl pro Vertiefung). Zum Waschen wurde die Titerplatte
mit einer Frequenz von 600 rpm iiber 5-10 sec geschiittelt. Schlieflich wurden 100 nl
PBS in jede Vertiefung gegeben, und die Fluoreszenz wurde mit einem Plattenlesegerit
gemessen (1s Zeitzdhlung pro Vertiefung, 485 nm Anregungswellenlinge mit normaler
Offnung 4 mm, 535 nm Emissionswellenlingenfilter mit kleinen Offnung 4 mm). Danach
wurden die Vertiefungen mit neuen Konzentrationen 0.39 nM, 0.78 nM, 1.56 ntM bzw.
3.13 uM desselben FAM-Peptids (0.1 ma.% RBR in PBS) versetzt. Nach 30 min Inku-
bation, Waschen und Fluoreszenzmessungen wurde das Verfahren mit Konzentrationen
von 6.25 pM, 12.5 nM, 25 pM oder 50 nM des FAM markierten Peptids wiederholt. Die
Messungen wurden in vierfacher Ausfertigung durchgefiihrt. Das Waschen mit Millip-
ore-HQ-Wasser 16ste gebundene und ungebundene Liganden (unspezifische Bindung)

von der Platte ab. Fluoreszenzmessung nach mehrmaligem Waschen mit Wasser zeigte
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kein gebundenes Peptid mehr in den Platten. Die erneute Bestimmung der Stoffmenge
von oberflichengebundenen SH3-Doménen mittels HRP-SA-Assay (Abschnitt 6.4.3,
Seite 148) bestétigte allerdings, dass die Doménen sich noch auf der Oberfldche befan-
den. Die Platte konnte somit fiir andere Bindungstest mit anderen Liganden verwendet
werden. Fiir die Messung des 3PB1 (203) und des ID-Peptids (206) wurden die Kon-

zentration in jedem Titrationsschritt verdoppelt.

Die Daten wurden unter Verwendung von Prism 5.03 fiir Windows (GraphPad Soft-
ware, Inc., San Diego, CA, USA) analysiert. Die Messungen von vier Vertiefungen mit
identischen Konzentrationen von FAM-Peptid reprédsentieren einen Datenpunkt. Die
vier Werte jeder Vertiefung wurden verwendet um Mittelwerte und Standardabwei-
chung (SD) von diesem Datenpunkt zu berechnen (SD wurde fir Fehlerbalken verwen-
det). Die vier letzten Datenpunkte wurden verwendet, um den linearen Anteil unspe-
zifischer Adsorption an der Platte zu subtrahieren. Die Steigung dieser vier
Datenpunkte wurde mittels linearer Regression bestimmt und 70% der Steigung von
allen Werten abgezogen. Der Prozentsatz von 70% wurde als der beste ermittelt, um
Literaturbekannte oder iiber andere Methoden ermittelte Kp-Werte zu reproduzieren
(Fluoreszenzpolarisation, Tryptophan Fluoreszenz). Dieses Verfahren war notwendig,
da manche Messungen einen hohen Anteil an unspezifischer Bindung des FAM-Peptids
vermuten lieen. Die unspezifische Adsorption wiirde bei Proteinen mit niedriger Affi-
nitat verhdltnisméfig hohe Mengen gebundener Liganden vortduschen. Die berechneten
Kp-Werte waren zu klein, womit die Affinitdt iiberschétzt wird. Bei vielen Messungen
hatte die Substitution keinen Einfluss auf das Ergebnis. Zwei Beispiele fiir eine Regres-
sion mit und ohne Beriicksichtigung von nicht-spezifische Adsorption sind unten ge-
zeigt. Bei geringer unspezifischer Adsorption des Peptids und hoher Affinitdt zu der
SH3-Doméne war der erhaltene Kp-Wert vor und nach der Hintergrundkorrektur iden-
tisch (Abbildung 6.5 links). Bei Peptiden die eine hohe Tendenz zur Adsorption an der
Platte sowie eine geringe Affinitdt zur Doméne hatten war das Vorgehen notwendig
(Abbildung 6.5 rechts).
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Abbildung 6.5 Beispiele fir die Durchfliihrung einer Hintergrundkorrektur der bei der Oberflachen-Fluoreszenzsat-
tigungsanalyse erhaltenen Daten. Links ist die Korrektur fur eine Affinatsmessung gezeigt, bei der die Hintergrund-
korrektur keine Anderung der berechneten Affinitit ergab. Rechts ist eine Analyse dargestellt, bei der ohne Hinter-

Beispiel fiir die Hintergrundkorrektur bei der Oberflaichen-Fluoreszenzsattigungs-Analyse
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punkte ermittelt wurde, von den erhalten Messpunkten subtrahiert und danach wurden
mit diesen Hintergrund-korrigierten Datenpunkten die hyperbole Regressionen nach GI.

2 (Seite 68) mit GraphPad Prism durchgefiihrt. Alle ermittelten Datenpunkte mit zu-

In jeden Fall wurde der lineare Anteil, der durch Regression der letzten vier Daten-
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gehorigen Bindungsisothermen sind im Anhang zu finden.
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Die Software zeigte ,interrupted” oder ,,ambiguous”, wenn die Regression mit den
eingegebenen Datenpunkten nicht erfolgreich oder unklar war. In einigen Féllen gliickte
die Regression, dennoch waren die Fehler der Kp-Werte grofler als die Kp-Werte. Die
Bindungsanalysen bei denen diese drei Arten von Regressionensergebnissen auftraten
wurden als ,keine Affinitdt bestimmbar® (kAb) klassifiziert. Zum Vergleich der Mes-
sungen und Regressionen von leeren Kavitaten und Platten mit Doménen die nach der
oben genannten Definition keine bestimmbaren Affinitdten zu den getesteten Bindern

hatten, sind unten gezeigt.
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Expression und Reinigung des YSC84 SH3-GST-Fusionsproteins

Die Expression des GST-SH3-Doméne (YSC84) Fusionsproteins wurde von Cesareni
et al. beschrieben.?™ Ein geeigneter Expressionsvektor pGEX-2TK wurde von Prof.
Gianni Cesareni (Institut fiir Biologie, Universitit Rom Tor Vergata, Rom, Italien)
gestiftet, in DH5a-Zellen amplifiziert und fiir die Transformation von BL21(D3)-E-
scherichia coli-Zellen verwendet. Das iiberexprimierte GST-Fusionsprotein wurde durch
Glutathion-Sepharose- Affinitdtschromatographie iiber eine 5 ml GST-Trap-MHP-Saule
von General Electric mittels FPLC gereinigt. Die Reinheit sowie eine Massenzuordnung
wurde durch SDS-PAGE, MALDI-MS-Analyse und HPLC-MS (siehe unten) bestimmt.
Die gereinigte Proteinlosung wurde in dem Puffer aliquotiert und bei -25°C aufbewahrt.
Die Proteinkonzentration wurde iiber die Absorption bei 278 nm (g5 = 56000 1 - mol

I~ em!) bestimmt.
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Charakterisierung der rekombinanten YSC84 SH3-Domane mit GST fusioniert. Oben links: HPLC-Spur von FPLC-
Fraktion 1. Oben rechts: ESI-MS-Spektren von Peak bei 13.84 min in der HPLC. Unten links: MALDI-TOF-Spektren
von FPLC-Fraktion 1. Unten rechts: SDS-PAGE (5% Stacking und 10% Laufgel, Farbung: Coomassie), M: Marker, 1:
nicht induzierten Zellen, 2: induzierten Zellen, 3: Gesamt Zelllysat vor der Reinigung, Fr .: Fraktion von FPLC Reini-
gung, dil .= verdlinnte Fr.1
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Synthese der A21C-Mutante der YSC84-SH3-Domane (93) durch NCL in Losung

Der Peptidthioester 54 (400 nmol) und das Cysteinylpeptid 71 (440 nmol) wurden
bei 1.0 mM Konzentration im Puffer (0,1 M NaH,PO,, 6 M GdmCl, 50 mM NaAsc, 20
mM TCEP, 1 vol.% PhSH, pH 7.5) gelost. Das Reaktionsgemisch wurde 3 Tage ge-
schiittelt. HPLC-Reinigung ergab 36% des gewtlinschten Produkts. Ausbeute: Abs.ors =
0.223 (1 ml, 145 nmol, 36%, €rs= 15400 1 mol-1 - cm-1). UPLC: tg= 1.39 min (Gra-
dient: 3-90% B in 4 min). Reinheituprcomsum = 98%. ESI-MS: 7740.74 m/z (dekonv.),
MALDI/ TOF-MS: 7763.0 m/z ([M+H]") (CsisHs20N10200sS2, berechnet: 7740.58 g - mol-

1).
6.6.9 Fluoreszenzpolarisations-Bindungsassay

Der Fluoreszenzpolarisations-Bindungsassay wurde unter Verwendung von schwar-
zen 96-Well-Platten mit flachem Boden (PerkinElmer) und des Victor X3-Plattenlese-
gerdats durchgefithrt. In jede Kavitdt wurden 5 nM FAM-markiertes Peptid im FP-
Puffer (0,1 M Na,HPO,, 100 pg/ml Rinder y-Globulin, 0.02 ma.% Natriumazid, pH 7.4,
125 pul/Kavitat) gegeben. Anschlieend wurden die rekombinanten GST-markierten o-
der die synthetischen SH3-Doménen ebenfalls im FP-Puffer zu den FAM-Peptid in die
Kavitiaten gegeben (Endkonzentration 0-100 pM). Die Titerplatte wurde 3 Stunden
geschiittelt, auch um die Faltung der Doménen zu fordern. Danach wurden die Polari-
sationswerte in Millipolarisationseinheiten (mP) bestimmt (Anregungswellenldnge 485
nm, Filter mit normaler Polarisator Offnung (4 mm), Emissionswellenlédngenfilter 535
nm mit normaler Offnung (4 mm), 1 s Messzeit pro Vertiefung). Die gewonnenen Daten
wurde unter Verwendung von GraphPad Prism 5.03 fiir Windows ausgewertet. Die
Werte wurden durch nichtlinearen Regression an Gl. 2 angendhert und somit die Kp-

Werte bestimmt. Alle ermittelten Daten sind im Anhang zu finden.

6.7  Experimentelle Vorschriften zu Unterkapitel 4.4

Die in diesem Kapitel beschriebenen Arbeiten wurden zusammen mit Olaf Fuchs im
Rahmen seiner Bachelorarbeit mit dem Titel: ,, Optimierung der selbstreinigenden Syn-
these von o-Peptidthioestern, zur Generierung Phosphotyrosin-haltiger SH3-Doma-

nen' durchgefiihrt.

6.7.1 Optimierung der Erstbeladung von Sulfonamid-PEG-Harzen

Die Optimierungsversuche wurden mit einem Rinkamid-ChemMatrix-Harz durch-

gefithrt. Das Harz wurde nach dem Protokoll (Abschnitt 6.3.1, Seite 143) in einem
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50 pmol-Ansatz mit Glu und Tyr beladen. Entsprechend dem Protokoll fiir die Harz-
synthese der selbstreinigenden Peptidthioestersynthese (Abschnitt 6.4.1, Seite 144),
wurde das Harz mit 3-Carboxypropansulfonamid beladen (200 pmol, 4 Aq.) wobei das
N-Sulfonamid-Dipeptid beladene Harz 173 erhalten wurde.

Optimierungsversuche zur Erstbeladung auf das Sulfonamid-Harz 173: Es wurden

je ca. 2 nmol Aliquote des Harzes 173 fiir die Optimierungsversuche verwendet. Die
entsprechende Menge an getrocknetem Harz wurde in einem Spritzenreaktor vorgelegt
und 15 Minuten in Chloroform gequollen. Nach dem Abfiltrieren des Uberstandes wur-
den die Kupplungskonditionen zur Beladung von Fmoc-Phe-OH verwendet die in Ta-
belle 4.3 und Tabelle 4.5 auf Seite 76, 77 aufgefiihrt sind. Die Ausbeuten wurden mittels
Absorption der Fmoc-Abspaltungslosung, wie in Abschnitt 6.1 auf Seite 139 beschrie-
ben, bestimmt. Anschlielend wurde Glu gekuppelt, um eine Trennung der Diastereo-
mere wahrscheinlicher zu machen. Fmoc wurde nicht abgespalten. Dann wurde das /V-
Fmoc-Peptid vom polymeren Tréger gelost. Die Epimerisierungswerte wurden mittels
UPLC-MS bestimmt. Es wurde davon ausgegangen, dass es sich bei dem intensivsten
Signal also bei dem Hauptprodukt um das (L)Phe-Diastereomer 174 handelt. Ein zwei-
tes weniger intensives Signal mit dem gleichen Massenspektrum wurde als -(D)Phe-
Diastereomer 174‘ angenommen. Die beiden Signale waren Basislinien-getrennt (siehe
unten). Zur Quantifizierung wurden das Integral des EIC-Peaks bei der Retentionszeit

des (D) und des (L)-Diastereomers verwendet.

3.76 min I UPLC UV Absorption 300nm
L-Enantiomer
0,6
o Fmoc-Phe-OH
c
o
o
L 03
»
Qo
<
3.35 min
D-Enantiomer
010 ' i L__L PR
T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
t. /min

Optimierte Erstbeladungsbedingung: Die Reaktionsbedingung welche die hochste

Ausbeute und die niedrigste Epimerisierung zeigten sind im Folgenden beschrieben (be-

zogen auf 2 pmol Sulfonamid-Harz 173).

170



6.7. Experimentelle Vorschriften zu Unterkapitel 4.4

Erst wurde das Harz 15 min in CHCI; in einem Spritzenreaktor gequollen. Anschlie-
fend wurden 4.2 mg PyBOP (8 pmol, 4 Aq.) in 10 ul CHCI; (1.2 M) sowie 4 Aq. der
Fmoc-geschiitzten Aminoséure in 110 ul CHCI;/DIEA (7:3) gelost. Die Losungen und
der Spritzenreaktor wurden mindestens 10 Minuten auf -25°C gekiihlt. AnschlieSend
wurden moglichst schnell beide Losungen vermischt und auf das Harz gegeben. Der
Spritzenreaktor wurde zwei Stunden wieder in eine -25°C-Umgebung (Tiefkiihler) ge-
bracht und alle 15 Minuten kurz geschiittelt. Diese Prozedur wurde einmal wiederholt.
Das Harz wurde fiinfmal mit DMF gewaschen und 5 min nach Standardprotokoll blo-

ckiert.

Ausbeuten und Epimerisierungswerte bei optimaler Kupplung aller proteinogenen

Aminosduren: Die Kupplung auf das Sulfonamid-Harz 173 erfolgte wie oben bei ,,Op-

timierte Erstbeladungsbedingung* beschrieben mit allen 20 proteinogenen Aminoséu-
ren (auch erneut mit Fmoc-Phe-OH). Die Fmoc-Ausbeuten wurden ebenfalls wie oben
beschrieben bestimmt (Tabelle 4.5, Seite 78). Zuséatzlich wurden die Ausbeuten aus den
erhaltenen UPLC-Messungen tiberpriift, indem die Nebenprodukte mittels EIC gesucht
und quantifiziert wurden. Im Vergleich mit dem Hauptprodukt entsprachen die EIC-
Ausbeuten den Fmoc-Ausbeuten. Die Epimerisierungswerte wurden ebenfalls wie oben
fiir Phe beschrieben ermittelt. Bei den Experimenten die mit Werten von <0.1% ange-
geben sind, wurde ein Massensignal der entsprechenden Diastereomerenmasse bei einer
anderen Retentionszeit als dem Hauptpeak gefunden. Das EIC-Signal war allerdings zu
gering fiir eine Integration. Die Chromatogramme sind im Anhang im Unterkapitel 10.1

ab Seite 218 zu finden.

6.7.2 Optimierte selbstreinigende Peptidthioestersynthese auf PEG-AM-Harz

Die Thioester wurden nach dem Protokoll fiir die selbstreinigende Thioester Syn-
these im Abschnitt 6.4.1 (Seite 144) synthetisiert und gereinigt. Durch die Verwendung
des PEG-AM-Harzes ergaben sich allerdings Abweichungen vom Protokoll, die hier im
Folgenden aufgefithrt sind: Der Bromphenolblau-Test kann bei der Synthese des 4-
Sulfamylbutyryl-(PhiPr)glutamyl-Glycin-Polyethylengylcol-Harzes 47 nicht angewen-
det werden, da Bromphenolblau unspezifisch gebunden im Harz verbleibt. Dariiber
wird von dem Polyethylenglycol-Harz im Vergleich zum Polystyrol-Harz mehr Wasser
gebunden. Vor Reaktionsschritten, bei denen Wasser storen konnte, muss das Harz
daher intensiv getrocknet werden. Diese Schritte sind: die Kupplung des Zyklisierungs-
linkers 48, die Mmt- und Ph/Pr-Abspaltung und die Aktivierung des Sulfonamids. Fiir
die intensive Trocknung wird das Harz gewaschen (5x DMF, 5x trockenes THF, 5x
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trockenes DCM) und anschliefend am Feinvakuum (P < 0.1 mbar) fiir mindestens 30

min getrocknet, so dass das Harz keine gelartige Struktur mehr hat.

Verbesserte selbstreinigende Synthese der Abl- und Arg-Peptidthioester

Die Abl- und Arg-Peptidthioester wurden nach dem optimierten Protokoll fiir die
selbstreinigende Peptidthioestersynthese (6.7.2) hergestellt. Die erste und letzte Ami-
nosaure wurde manuell gekuppelt. Ebenso wurde das Pseudoprolin-Dipeptid Fmoc-
Leu-Ser(¥(Me,Me)Pro)-OH manuell an der LS-Position eingebaut. Die restlichen Ami-
nosduren wurden automatisiert gekuppelt (Abschnitt 6.3.2, Seite 144). Die Peptide
wurden ohne zusétzliche Aufreinigung nach der TFA-Abspaltung vom polymeren Tré-

ger verwendet.

KEYNLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEW-SBzI (177)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs..;s = 0.200
(2 ml, 0.48 pmol, 5%, €xs= 8400 1- mol™ - cm™). UPLC: tg= 1.35 min (Gradient: 10-
90% B in 4 min). Reinheituprcorsam = 92%. ESI-MS: 4502.67 m/z (dekonv.), MALDI/
TOF-MS: 4503.2 m/z ([M+H]*) (Ca7H310N57057S2, berechnet: 4503.12 g - mol™!).

H-KEYNLFVALpYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEW-SBzI (178)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs.;;s = 0.163
(3 ml, 0.65 pmol, 7%, €xs= 7‘560 1 - mol! - cm™). UPLC: tg= 2.88 min (Gradient: 3-
90% B in 4 min). Reinheituprcorsam = 80%. ESI-MS: 4583.8 m/z (dekonv.), MALDI/
TOF-MS: 4582.4 m/z ([M+H]") (CazH311N5:06052P, berechnet: 4583.10 g - mol™).

H-KEYNLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGpYNHNGEW-SBzI (179)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs.o;s = 0.235
(3 ml, 0.62 pmol, 6%, €xs= 7‘560 1 - mol! - cm™'). UPLC: tg= 3.03 min (Gradient: 3-
90% B in 4 min). Reinheituprcorsam = 91%. ESI-MS: 4582.84 m/z (dekonv.), MALDI/
TOF-MS: 4583.7 m/z ([M+H]") (CarH311N5:06052P, berechnet: 4583.10 g - mol!).

H-KEYNLFVALpYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGpYNHNGEW-SBz| (180)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs.o;s = 0.133
(3 ml, 0.48 pmol, 5%, €ys= 6920 1- mol™ - cm™). UPLC: tg= 1.35 min (Gradient: 10-
90% B in 4 min). Reinheituprcorsam = 90%. ESI-MS: 4662.55 m/z (dekonv.), MALDI/
TOF-MS: 4664.0 m/z ([M+H]") (Ca7H312N5:04352P2, berechnet: 4663.08 g - mol™).

KEYNLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLR-SBzI (193)
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Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs.os;s = 0.273
(1 ml, 1.95 pmol, 20%, €xs= 1400 1- mol! - em!). UPLC: tg= 2.81 min (Gradient: 3-
90% B in 4 min). Reinheituprcorsam = 98%. ESI-MS: 3333.27 m/z (dekonv.), MALDI/
TOF-MS: 3332.6 m/z ([M+H]") (Ci53H230N37045S2, berechnet: 3332.89 g - mol™).

KEYNLFVALpYDFVASGDNTLSITKGEKLR-SBzI (194)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs..;s = 0.250
(1 ml, 3.78 pmol, 38%, €xs= 1400 1- mol! - em!). UPLC: tg= 2.81 min (Gradient: 3-
90% B in 4 min). Reinheituprcorsam = 94%. ESI-MS: 3412.60 m/z (dekonv.), MALDI/
TOF-MS: 3414.0 m/z ([M+H]") (Ci53H210N370455:P, berechnet: 3412.87 g - mol!).

6.8 Experimentelle Vorschriften zu Unterkapitel 4.5

Die benoétigten Peptidhydrazide wurden nach der Methode aus Abschnitt 6.6.1
(Seite 157) hergestellt. Da sowohl die Abl- als auch Arg-Peptidhydrazide ein C-termi-
nales Asparagin in der Sequenz aufwiesen, wurden alle Peptide mit einem C-terminalen
B-Alanin-Rest synthetisiert. Die Peptide wurden ohne Aufreinigung verwendet. Die
FAM-markierten Peptidbinder wurden nach dem Protokoll aus Abschnitt 6.6.7 (Seite
163) hergestellt. Die Oberflachen-Synthese der Doménen wurde nach der Methode
durchgefiihrt, die in Abschnitt 6.6.6 (Seite 163) beschrieben ist. Die Kp-Wertbestim-
mung erfolgte durch Oberfldchen-Fluoreszenzsittigungsanalyse (Abschnitt 6.6.8, Seite
164).

H-CEAQTKNGQGWVPSNYITPVNBAIa-N:H; (175)

Das Peptid wurde im 11.5 pmol-Maflstab basierend auf der ersten Aminosaure syn-
thetisiert. Ausbeute: Abs.os = 0.678 (7 ml, 7.72 pmol, 67%, €xs= 7°000 1 - mol! - cm).
HPLC: tg= 10.2 min (Gradient: 3-90% B in 20 min). Reinheiturrcorsim = 95%. ESI-MS:
2391.37 m/z (dekonv.), MALDI/ TOF-MS: 2392.1 m/z ([M+H]*) (Ci03H15N3O33S, be-
rechnet: 2391.62 g - mol™!).

H-CEAQTKNGQGWVPSNpYITPVNBAIa-N:H; (176)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs..;;s = 0.536
(3 ml, 4.35 pmol, 44%, exs= 6150 1 - mol” - cm™). UPLC: tg= 1.64 min (Gradient: 3-
90% B in 4 min). Reinheituprcorsam = 46%. ESI-MS: 2471.60 m/z (dekonv.), MALDI/
TOF-MS: 2472.7 m/z ([M+H]*) (CisH150N351033S, berechnet: 2471.60 g - mol!).
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H-Pen-LGYNQNGEWSEVRSKNGQGWVPSNYITPVNBAIa-N:H; (189)

Das Peptid wurde im 5 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs.;;s = 0.454
(3 ml, 1.03 pmol, 20%, 5= 14‘000 1 - mol! - cm™). HPLC: tg= 10.6 min (Gradient: 3-
90% B in 20 min). Reinheituprcorsam = 46%. ESI-MS: 3610.78 m/z (dekonv.), MALDI/
TOF-MS: 3611.3 m/z ([M+H]") (Ci5sH23rNu7OuS, berechnet: 3610.92 g - mol).

H-Pen-LGpYNQNGEWSEVRSKNGQGWVPSNYITPVNBAIa-N:Hs (190)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs.o;s = 0.664
(2 ml, 5.72 pmol, 57%, €rs= 13160 1 - mol* - cm™). HPLC: tg= 10.3 min (Gradient: 3-
90% B in 20 min). Reinheituprcorsam = 77%. ESI-MS: 3690.72 m/z (dekonv.), MALDI/
TOF-MS: 3692.0 m/z ([M+H]") (Ci5sH23sNu7O5:PS, berechnet: 3690.90 g - mol™).

H-Pen-LGYNQNGEWSEVRSKNGQGWVPSNpYITPVNBAIa-N:Hs (191)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Maflstab synthetisiert. Ausbeute: Abs..rs = 0.530
(9 ml, 6.5 pmol, 57%, €xs= 13160 1 - mol! - cm™). UPLC: tg= 1.96 min (Gradient: 3-
90% B in 4 min). Reinheituprcorsum = 25%. ESI-MS: 3690.99 m/z (dekonv.), MALDI/
TOF-MS: 3693.2 m/z ([M+H]*") (Ci5sH23sNu7O5:PS, berechnet: 3690.90 g - mol™).

H-Pen-LGpYNQNGEWSEVRSKNGQGWVPSNpYITPVNBAIla-N:H; (192)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs.o;;s = 0.532
(9 ml, 3.62 pmol, 36%, €rs= 12320 1 - mol* - cm™). UPLC: tg= 1.86 min (Gradient: 3-
90% B in 4 min). Reinheituprcorsam = 15%. ESI-MS: 3770.91 m/z (dekonv.), MALDI/
TOF-MS: 3775.0 m/z ([M+H]") (CissH230N47O55P2S, berechnet: 3770.88 g - mol™!).

FAM-BAlaBAla-APTMPPPLPP-NH; (203)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafstab synthetisiert. Ausbeute: Abs..rs = 0.232 (50-
fache Verdiinnung 1 ml 1.76 pmol, 18%, €44 = 66000 1 - mol! - cm™). UPLC: tg= 2.25
min (Gradient: 3-90% B in 4 min). Reinheituprcorsim = 95%. ESI-MS: 1516.40 m/z (de-
konv.), MALDI/ TOF-MS: 1516.0 m/z ([M+H]*) (CrHo:N13019S, berechnet: 1516.71
g - mol™?).

FAM-BAlaBAla-PPAYPPPPVP-NH; (204)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs..rs = 0.827 (10-
fache Verdiinnung 1 ml, 1.25 pmol, 13%, €is = 66°000 1 - mol™ - cm™). UPLC: tg= 1.40
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min (Gradient: 3-90% B in 4 min). Reinheituprcorsim = 99%. ESI-MS: 1530.45 m/z (de-
konv.), MALDI/ TOF-MS: 1531.0 m/z ([M+H]") (CrHgN13sO1, berechnet: 1530.68
g - mol™).

FAM-BAlaBAla-APSYSPPPPP-NH: (205)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs.rs = 0.465 (50-
fache Verdiinnung 1 ml, 4.42 pmol, 44%, €w91= 66°000 1 - mol™ - cm™). UPLC: tzg= 1.86
min (Gradient: 3-90% B in 4 min). Reinheituprcorsim = 96%. ESI-MS: 1508.64 m/z (de-
konv.), MALDI/ TOF-MS: 1508.8 m/z ([M+H]") (CrHsoNi3O21, berechnet: 1508.58
g - mol™).

FAM-BAlaBAla-PAPKRNKPTVYGVSPNY-NH; (206)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafstab synthetisiert. Ausbeute: Abs.o;s = 0.701 (30-
fache Verdiinnung 1 ml, 3.83 pmol, 38%, €1:s= 66‘000 1- mol*! - cm™). UPLC: tg= 1.95
min (Gradient: 3-90% B in 4 min). Reinheitvprcorsim = 91%. ESI-MS: 2387.28 m/z (de-
konv.), MALDI/ TOF-MS: 2388.6 m/z ([M+H]*) (Ci13H155N2rO31, berechnet: 2387.60
g - mol™).

6.9 Experimentelle Vorschriften zu Unterkapitel 4.6

Fragmentsynthese fiir die vergleichende Synthese der Abl-(Phospho)SH3-Doma-
nen in Losung
Die N-terminalen und C-terminalen Fragmente fiir die vergleichende Synthese der
ADbl-(Phospho)SH3-Doménen durch NCL in Loésung wurden als Peptidhydrazide ent-
sprechend Abschnitt 6.6.1 (Seite 157) hergestellt. Sie wurden automatisiert syntheti-
siert und nach der Synthese mit der praparativen HPLC gereinigt.

H-CEAQTKNGQGWVPSNYITPVNBAIa-N:H3 (175) —gereinigt

Das Peptid wurde im 20 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs..rs = 0.250 (20-
fache Verdiinnung 1 ml, 7.18 nmol, 36%, &5 = 7‘000 1 - mol! - cm™). UPLC: tg= 2.3
min (Gradient: 3-90% B in 4 min). ReinheiturLcorsum = 98%. ESI-MS: 2390.48 m/z (de-
konv.), MALDI/ TOF-MS: 2391.5 m/z ([M+H]") (Ci0sH150N30O33S, berechnet: 2391.62
g - mol™).
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H-CEAQTKNGQGWVPSNpYITPVNBAIa-N:H; (176)—gereinigt

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs..;s = 0.617
(3 ml, 2.96 pmol, 30%, €xs= 6150 1- mol! - em!). UPLC: tg= 1.79 min (Gradient: 3-
90% B in 4 min). Reinheituprcorsam = 98%. ESI-MS: 2471.61 m/z (dekonv.), MALDI/
TOF-MS: 2472.7 m/z ([M+H]*) (CisH150N351033S, berechnet: 2471.60 g - mol).

H-KNLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEW-N:H; (207)—gereinigt

Bei dieser Thioestervorstufe sowie den Vorstufen 211-213 wurde an der Position I'T
das Pseudoprolin Dipeptid Fmoc-Ile-Thr(W¥(Me,Me)Pro)-OH und an der Position AS
das Fmoc-Ala-Ser(W(Me,Me)Pro)-OH wihrend der SPPS eingebaut. Das Peptid wurde
im 25 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs..;s = 0.205 (10 ml, 5.4 pmol, 22%,
g2s= 8400 1 - mol’ - cm™). UPLC: tg= 2.80 min (Gradient: 3-90% B in 3 min). Rein-
heitupLcorsom = 98%. ESI-MS: 4184.32 m/z (dekonv.), MALDI/TOF-MS: 4185.5 m/z
(IM+H]"), (Ci90H20:N52055, berechnet: 4184.66 g - mol™).

H-KNLFVALpYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEW-N:H; (211)—gereinigt

Das Peptid wurde im 25 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs..;s = 0.200
(10 ml, 2.6 pmol, 10%, &xs= 7°660 1- mol! - em!). UPLC: tg= 1.55 min (Gradient: 3-
90% B in 2 min). Reinheituprcorsom = 92%. ESI-MS: 4264.70 m/z (dekonv.),
MALDI/TOF-MS: 4265.0 m/z ([M+H]*), (CiooH203N520s5P1, berechnet: 4264.65
g - mol™).

H-KNLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGpYNHNGEW-N:H; (212)—gereinigt

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs.s;s = 0.215
(2 ml, 0.561 pmol, 6%, &xs= 7°660 1- mol! - cm™). UPLC: tg= 1.77 min (Gradient: 3-
90% B in 2 min). Reinheitvprcorsom = 92%. ESI-MS: 4264.22 m/z (dekonv.),
MALDI/TOF-MS: 4265.2 m/z ([M+H]*), (CioH20sN520s5P1, berechnet: 4264.65
g - mol™).

H-KNLFVALpYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGpYNHNGEW-N;H3; (213)-gerei-
nigt
Das Peptid wurde im 50 pmol-Mafstab synthetisiert. Ausbeute: Abs.ors = 0.268 (20-
fache Verdiinnung 2 ml, 15.5 pmol, 31%, &s= 6920 1- mol* - cm™). UPLC: tg= 1.70
min (Gradient: 3-90% B in 2 min). Reinheitvercorsim = 93%. ESI-MS: 4344.24 m/z (de-
konv.), MALDI/TOF-MS: 4344.9 m/z ([M+H]*), (Ci9H204N5:061 P2, berechnet: 4344.63
g - mol™).
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Vergleichende Synthese der Abl-(Phospho)SH3-Doméanen durch NCL in Losung

1.2 Aquivalente der Peptidhydrazide (207, 211-213) wurden in dem Puffer (0.2 M
NaH,PO4, 6 M GdmCl, pH 3,7) gelost, sodass sich eine 2 mM Losung ergab. Es wurde
bei -10 °C unter starkem Riihren 10 vol.% Oxidationslosung (0.2 M NaNO, in H,0)
hinzugegeben. Die Mischung wurde 20-80 min geriihrt. Die Vollstandigkeit der Azid-
Generierung wurde durch Zugabe des thiolhaltigen Ligationspuffer 3 und 20 mM TCEP
Losung (1:1) im HPLC-Probengefafl gepriift. Bei vollstandiger Umsetzung zum Azid
wurde sofort nach Behandlung mit obiger Mischung, in der UPLC der entsprechende
Thiophenol- oder MPA A-Thioester quantitativ nachgewiesen. Bei unvollstandigen Um-
satz kann noch Hydrazid beobachtet werden. Wenn die Reaktion nicht frithzeitig abge-
brochen, die Temperatur iiber 0°C erhéht oder die Losung langer mit TCEP behandelt
wurde, konnten keine gréfleren Mengen Peptidsdure beobachtet werden. Nach vollstén-
digen Umsatz zum Azid, wurde das gleiche Volumen an thiolhaltigen Ligationspuffer 3
bei 0°C hinzugegeben, wodurch ein pH-Wert von 5 resultierte. Durch gezielte Zugabe
von Natronlauge bei 0°C, wurde der pH-Wert auf 7 eingestellt. Danach wurde ein Aqui-
valent des Cysteinylpeptids (175, 176) in geringem Volumen Ligationspuffer 3 gelost
und zu dem frisch generierten Thioester gegeben. Das Ende der Reaktion wurde durch
UPLC-Analyse mit vorheriger Zugabe von TCEP gepriift. Das Reaktionsgemisch wurde
16-24 Stunden lang gewirbelt, bis kein Cysteinylpeptid mehr beobachtet werden konnte.
Die Reinigung des gewiinschten Produkts erfolgte mittels semi-praparativer HPLC. Es
wurde dem Ligationspuffer vor der Reinigung 2 Aquivalente TCEP bezogen auf die
Thioestervorstufe zugesetzt. Dem der pH-Wert der Reaktionsmischung darf vor der

Reinigung nicht unter 5 erniedrigt werden, da sonst wieder Oxidation stattfinden kann.

H-K-NLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEWCEAQTKNGQGW-
VPSNYITPVNBAIla-N:H; (210)

Die Doméne wurde im 700 nmol Maflstab synthetisiert. Es wurde Thiophenol im
Ligationspuffer 3 verwendet. Ausbeute: Abs.o;s = 0.435 (0.5 ml, 144 nmol, 18%, &xs=
15400 1-mol” - cm™). UPLC: tg= 3.29 min (Gradient: 3-60% B in 4 min). Rein-
heiturLcorsnm = 93%. ESI-MS: 6542.74 m/z (dekonv.), MALDI/TOF-MS: 6644.8 m/z
([M+H]*), (C203H147Ns1OssS1, berechnet: 6544.23 g - mol™).
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H-K-NLFVALpYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEWCEAQTKNGQGW-
VPSNYITPVNBAIla-N:H; (214)

Die Doméne wurde im 700 nmol Maflstab synthetisiert. Es wurde Thiophenol im
Ligationspuffer 3 verwendet. Ausbeute: Abs.os = 0.435 (0.5 ml, 144 nmol, 18%, &s =
14660 1- mol” - cm™). UPLC: tg= 3.29 min (Gradient: 3-60% B in 4 min). Rein-
heituprcorsum = 99%. ESI-MS: 6624.00 m/z (dekonv.), MALDI/TOF-MS: 6623.9 m/z
([M+H]*), (Ca03HusNs1Og:1S:P1, berechnet: 6624.22 g - mol™).
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H-K-NLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEWCEAQTKNGQGW-
VPSNpYITPVNBAIa-N2H; (215)

Die Doméne wurde im 100 nmol Mafistab synthetisiert. Es wurde MPAA im Liga-
tionspuffer 3 verwendet. Ausbeute: Abs.ss = 0.201 (0.2 ml, 27 nmol, 27%, €5 = 14‘660
1-mol™ - ecm™). UPLC: tg= 3.29 min (Gradient: 3-60% B in 4 min). Reinheituprcorsum =
95%. ESI-MS: 6623.95 m/z (dekonv.), MALDI/TOF-MS: 6623.3 m/z ([M+H]"),
(Ca93H14sNs1091S1Py, berechnet: 6624.22 g - mol™).
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H-K-NLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGpYNHNGEWCEAQTKNGQGW-
VPSNpYITPVNBAIa-N2H; (216)

Die Doméne wurde im 100 nmol Mafistab synthetisiert. Es wurde MPAA im Liga-
tionspuffer 3 verwendet. Ausbeute: Abs.ors = 0.201 (0.2 ml, 29 nmol, 29%, €ss = 13920
- mol” - ecm™). UPLC: tg= 3.27 min (Gradient: 3-60% B in 4 min). ReinheitupLcorsnm =
85%. ESI-MS: 6705.18 m/z (dekonv.), MALDI/TOF-MS: 6704.9 m/z ([M+H]"),
(Ca93HusN51091S1P1, berechnet: 6704.20 g - mol!).
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H-K-NLFVALpYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEWCEAQTKNGQGW-
VPSNpYITPVNBAIa-N:H; (217)

Die Doméne wurde im 100 nmol Mafistab synthetisiert. Es wurde MPAA im Liga-
tionspuffer 3 verwendet. Ausbeute: Abs.;s = 0.250 (0.2 ml, 38 nmol, 38%, €5 = 13920
1-mol! - cm™). UPLC: tg= 3.15 min (Gradient: 3-60% B in 4 min). ReinheiturLcorsam =
85%. ESI-MS: 6704.22 m/z (dekonv.), MALDI/TOF-MS: 6707.3 m/z ([M+H]"),
(Ca93HusN51091S1P1, berechnet: 6704.20 g - mol!).
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H-K-NLFVALpYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGpYNHNGEWCEAQTKNGQGW-
VPSNpYITPVNBAIla-N:H; (218)

Die Doméne wurde im 600 nmol Mafistab synthetisiert. Es wurde MPAA im Liga-
tionspuffer 3 verwendet. Ausbeute: Abs.ors = 0.290 (1 ml, 220 nmol, 22%, €xs = 13150
1-mol™ - ecm™). UPLC: tg= 3.15 min (Gradient: 3-60% B in 4 min). Reinheituprcorsum =
85%. ESI-MS: 6784.13 m/z (dekonv.), MALDI/TOF-MS: 6784.3 m/z ([M+H]"),
(Ca93sHu50N51097S1P3, berechnet: 6784.18 g - mol™).
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Uberpriifung der Bindungsaffinititen durch Fluoreszenzpolarisation und Tryp-
tophan-Emission in Losung.

Die Fluoreszenzpolarisation mit den FAM-markierten Bindern (3BP1 203, 2BP2
204, p41 205 und ID 206) und synthetischen Doménen (210, 214-217) in Losung wurde
wie in Abschnitt 6.6.9 (Seite 169) beschrieben durchgefiihrt. Die erhaltenen Bindungs-

isothermen sind im Anhang zu finden.

Die Bindungsaffinitdten wurden weiterhin durch Tryptophan-Emission {iberpriift.
Die Titration erfolgte mit steigenden Konzentrationen von markierungsfreien Liganden
(3BP1‘ 219, ID* 220) welche zu den Abl-(Phospho)SH3-Doménen (210, 214) gegeben
wurde. Die Doménen-Konzentration (2 pM) war im PBS-Puffer konstant. Die Ligan-
denkonzentration wurde durch Titration von 0 - 348 pM erhoht. Die Liganden waren
in PBS-Puffer gelost, dem ebenfalls 2 pM SH3-Doméne hinzugefiigt wurde, um Ver-

diinnungseffekte zu vermeiden. Nach jeder Zugabe des Liganden wurde die Losung
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2 min geschiittelt, um zu adquilibrieren. Die Fluoreszenz wurde unter Verwendung eines
Varian Cary-Eclipse-Spektrometers gemessen, das mit einem Thermostat ausgeriistet
war. Die Kiivetten wurden bei 25°C gehalten. Die Anregungswellenlénge war bei Ver-
wendung des 3BP1‘-Liganden A = 300 nm und bei Verwendung von ID® A .. = 305 nm
(um Fluoreszenzemission von Tyrosin in dem Liganden zu verhindern, Extinktions-
Schlitzbreite 10 nm). Die Emission wurde von 315 bis 500 nm mit einer Schlitzbreite
von 10 nm gemessen. Aus zwei Fluoreszenzspektren wurden ein gemitteltes Spektrum
berechnet. Die Datenpunkte der Fluoreszenzintensiat bei A = 349 nm (Fluoreszenzma-
ximum bei der Liganden-Konzentration 0 M) wurden durch nichtlineare hyperbolische
Regression an Gl. 2 (Seite 68) angendhert. Die Fluoreszenzspektren und Bindungsiso-
thermen mit entsprechenden Dissoziationskonstanten (Kp) sind in Abschnitt 10.3 auf

Seite 243 dargestellt.

H-APTMPPPLPP-NH, (219)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: 5 mg (4.42 pmol,
44%). UPLC: tg = 1.44 min (Gradient: 3-90% B in 2 min). Reinheiturrcomsmm = 99%.
ESI-MS: 1015.90 m/z (dekonv.), MALDI/TOF-MS: 1017.0 m/z ([M+H]"),
(CisH772N11011S1, berechnet: 1016.25 g - mol™).

H-PAPKRNKPTVYGVSPNY-NH: (220)

Das Peptid wurde im 10 pmol-Mafistab synthetisiert. Ausbeute: Abs..s = 0.204 (5
ml, 8.4 pmol, 84%, &os = 2800 L - mol! - em™). Reinheituprcomsmm = 99%. ESI-MS:
1886.96 m/z (dekonv.), MALDI/TOF-MS: 1888.8 m/z ([M+H]"), (Css Hi3:N25023, be-
rechnet: 1887.15 g - mol™).

6.10 Experimentelle Vorschriften zu Unterkapitel 4.7

Die NMR-~Messungen der verschiedenen Doménen wurden durch Dr. Andre Dall-
mann an einem Avance I1 500 (500 MHz) NMR-Spektrometer der Firma Bruker in
PBS-Puffer/D,O (95:5) bei Raumtemperatur durchgefithrt. Die Messungen wur-
den, wenn nicht anderes angeben in Shigemi-Rohren durchgefiihrt, um ein kleines

Volumen von 250 pl verwenden zu kénnen.

Messungen zur Ermittlung der Schmelzkurven der Abl-(Phospho)SH3-Domane

Die Messungen zur Ermittlung der Schmelzkurven wurden bei unterschiedlichen

Temperaturen in NMR-Rohren in einem Volumen von 600 pl durchgefiihrt. Die
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Messungen begannen bei 288 K (15°C), die Temperatur der Rohre wurden inner
halb von je 5 min um je 5 K angehoben. Die '"H-Spektren dieser Messreihe wurden
mit 128 Aufnahmen (scans) durchgefiihrt. Nach Erreichen der Maximaltemperatur

von 343 K (70°C) wurden die Rohre iiber einen Zeitraum von 30 min langsam auf
Raumtemperatur abgekiihlt, wonach ebenfalls "H-NMR-Spektrum aufgenom-
men wurde. Die Spektren sind in Abbildung 4.25 (S 06) owie in Abbildung 6.6
und Abbildung 6.7 zu finden. Die anschliefende Auswe erfolgte wie in Ab-
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Abbildung 6.7: *H-NMR Spektren der pY” Abl-SH3-Doméne bei unterschiedlichen Temperaturen.

Messungen zur Ermittlung der Ligandeninteraktion

Es wurde jeweils die Abl Y7Y?*'Y*2210 und pY’ 214 SH3-Domaéne in 137 pM Kon-
zentration im Shigemi-Rohr vorgelegt und entweder der unmarkierte Ligand 3BP1¢
219 oder ID‘ 220 hinzugegeben. Die Ligandenkonzentration wurde dabei von 0 auf bis
zu 1°096 pM (8 Aquivalente) erhoht. Bei der unphosphorylierten Doméne 210 wurde
jeweils ein TH-NMR Spektrum pro Titrationspunkt aufgenommen. Bei der Y” phospho-
rylierten Doméne 214 wurde zusétzlich ein *’P-NMR Spektrum aufgenommen. Die
Spektren sind in Abbildung 4.26 (Seite 109) zu sehen. Mit den Verschiebungswerten
bei unterschiedlicher Konzentration der Binder wurden Bindungsisotherme tiber hyper-
bole Regression mit Gl. 2 (Seite 68) bestimmt die im Anhang 10.3 auf Seite 245 dar-
gestellt sind.

6.11 Experimentelle Vorschriften zu Unterkapitel 4.8

Die Agarosekugeln 126 wurden wie in Abschnitt 6.6.3 (Seite 160) beschrieben her-
gestellt. Die Peptidhydrazid-Immobilisierung erfolgte ebenfalls wie in Abschnitt 6.6.3
beschrieben iiber zwei Stunden. Nach dieser Zeit waren die Peptidhydrazide nicht mehr
im Uberstand nachweisbar (UPLC-MS). Anschliefflend wurde der Uberstand entfernt
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und es wurde eine Losung von 50 mM NaCNBH; zu den Sphéren gegeben. Nach 80-
miniitigen Schiitteln zeigte der Uberstand keine Abtrennung des peptidischen Materials

an. Die Kugeln wurden gewaschen (5x Wasser, 5x 8 M Harnstoff-Losung, 5x Wasser).

Bindungsfahigkeitsmessung mittels Fluorimetrie

Die mit den Doménen beladenen Agarosekugeln 223 und 224 wurden 30 min lang
mit einer Losung des FAM-markierten 3BP2 Peptid 204 (100 pM) in PBS-Puffer inku-
biert. AnschlieBend wurde der Uberstand entfernt und mit PBS gewaschen (5 ml, 3x je
1 ml). Es wurde jeweils von jeder Waschlosung das Fluoreszenzspektrum an dem Cary
Eclipse Fluoreszenzspektrometer aufgenommen. Erreichte das Fluoreszenzmaximum
das maximale Aufnahmevermogen des Gerites wurde entsprechend verdiinnt und die
Verdiinnung in die Fluoreszenzintensitédt mit eingerechnet (Verdiinnungsfaktor). An-
schliefend wurden die Agarose-Kugeln mit SDS-Puffer bei 85°C fiir 5 min geschiittelt.
Der Uberstand wurde von den Agarose-Kugeln getrennt und es wurde wie oben be-
schrieben die Fluoreszenz bestimmt. Die gemessenen Wert sind in Abbildung 4.27 (Seite
114) zu finden.

Bindungsfahigkeitsmessung mittels UPLC-MS

Die mit den Doménen beladenen Agarosekugeln 223 und 224 wurden 30 min lang
mit 650 pl einer Losung des FAM-markierten 3BP2 Peptid 204 und des p41 Peptids
205 (100 pM) in PBS-Puffer inkubiert. Der Uberstand wurde zu Beginn mittels UPLC-
MS gemessen. Es wurde nach 30 min der Uberstand verworfen und mit 500 pl und
zweimal 1 ml PBS-Puffer gewaschen. Die Waschlosungen wurden ebenfalls durch die
UPLC-MS analysiert. Anschliefend wurde 250 pl einer 8 M Harnstofflosung auf die
Agarosekugeln gegeben und es wurde 10 min geschiittelt. Danach wurde erneut ein
UPLC-MS-Analyse durchgefiihrt. Die Chromatogramme sind in Abbildung 4.28 (Seite
115) dargestellt.

6.11.1 Pulldown-Experiment mit K562-Zelllysat

Die K562-Zellen wurden vom Arbeitskreis Prof. Christine Sers, AG Molekulare Tu-
morpathologie/ Tumorsystembiologie, Charité Mitte erhalten. Sie wurden in Dulbecco’s
Modified Eagle's Medium (DMEM) mit 10 vol.% fetalem Kélberserum und Penicillin-
Streptomycin von Dr. Christina Kuznia kultiviert. 2 Millionen Zellen wurden herunter-
zentrifugiert und gewaschen. Anschlieend wurde das Zellpellet in 350 pl eiskalten Zel-
laufschluss-Puffer aufgenommen und iiber 30 min auf Eis aufgeschlossen. Hinweis: Bei

Verwendung eines Puffers, der statt 25 mM Tris 10 mM HEPES beinhaltete wurde kein
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zufriedenstellender Zellaufschluss beobachtet. Alle 5 Minuten wurde stark geschiittelt.
Der Erfolg des quantitativen Zellaufschlusses wurde mittels Mikroskop iiberpriift. An-
schlieBend wurde die Proteinkonzentration mit Hilfe des Bradford-Tests?™® und Plat-

tenlesegerét zu 1.9 mg/ml bestimmt.

In vier kleinen Spritzenreaktoren wurden je 40 pl der Agarose-Kugel als Duplikat
transferiert auf denen die Y'Y*Y5-SH3-Doméne 223 und pY’-SH3-Doméne 224 immo-
bilisiert waren. Anschlielend wurden diese in 200 nl PBS suspendiert und die Reaktoren
wurden 30 min geschiittelt, um eine Doménen-Faltung zu begiinstigen. Die Kugeln
wurden dreimal mit Wasser und dreimal mit 200 nl Aufschluss-Puffer gewaschen. An-
schliefend wurde der Zellaufschluss zu den Kugeln gegeben (80 nl pro Reaktor). Diese
Suspension wurde tiber Nacht bei 4°C geschiittelt (16 h). Am néchsten Morgen wurde
der Uberstand entfernt und es wurde mit 200 pl PBS und mit 200 pl Aufschluss-Puffer
gewaschen. Anschliefend wurde mit Aufschlusspuffer (200 pl) ohne Detergenz gewa-
schen. Dann wurde je 30 pl SDS-Probepuffer (95°C) hinzugegeben und die Reaktoren
bei 95°C iiber 10 min geschiittelt. Danach wurde 5 Minuten zentrifugiert, um das Eluat

zu erhalten.

Alle folgenden Schritte wurden im Arbeitskreis Dr. Eberhard Krause am Leibniz-
Institut fiir molekulare Pharmakologie (FMP-Berlin/Buch) durchgefiithrt. Das Eluat
wurde auf ein SDS-PAGE-Gel (5% Stacking und 10% Laufgel, Farbung: Coomassie)
aufgetragen. Die Gel-Elektrophorese wurde bei 200 V durchgefiihrt. Diese Arbeiten
wurden zusammen mit Annika Manns durchgefithrt. Im Anschluss an die Elektropho-
rese wurden die Gele mit einer Losung aus 40 vol.% Methanol und 10 vol.% Essigsaure
iiber 30 min fixiert. Die Farbung der Proteine erfolgt iiber Nacht mittels kolloidaler
Coomassie-Farbelosung: (0.1% ma.% Coomassie G-250, 34% vol.% Methanol, 1.3 M
Ammoniumsulfat und 0.3 M Phosphorsaure). Aus den erhaltenen 4 Banden wurden
jeweils 15 Banden gleichméflig mit einer Rasierklinge ausgeschnitten (Abbildung 6.8).
Die 60 Proben wurden weiter zerkleinert und in Plastikgefafle iiberfiihrt. Das Gel wurde
entfarbt und ports gemacht durch zweimalige Behandlung mit ACN, nachdem jeweils
der Uberstand entfernt wurde. Anschlieend wurde 100 pl einer Trypsin (Promega,
Mannheim) enthaltenden Losung (3 pg Trypsin in 50 mM NH,CO;) hinzugegeben, um
die Proteine wurden im Gel iiber Nacht (18 h) zu verdauen. Am néchsten Tag wurde
die Reaktion durch Zugabe von 20 pl 1 vol.% TFA-Losung beendet (pH 2). Der Uber-
stand wurde in ein zweites Probengefif iiberfiihrt, aulerdem wurden die Gelteile mit
ACN extrahiert. Nach Extraktion wurde die ACN-Losung zu dem wissrigen Uberstand

gegeben und die Losung wurde in einer Vakuumzentrifuge getrocknet. In der Folge
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wurde 10 pl Messlosung (5 vol.% ACN, 0.1 vol.% TFA in Wasser) hinzugegen und es
wurden die LC-MS? Messungen durchgefiihrt. Die LC-MS? Messungen sowie die erste

Auswertung der erhaltenen Daten wurde durch Dr. Michael Schiimann ausgefiihrt.

/A A B = D

Zellaufschlusé) YYY pY(7)  YYY pY(7)
Marker e
- /kDa y
180,

\""’-’¢-/§

Abbildung 6.8: SDS-PAGE-Gel der vier Pulldowns A-D. Mit ProteingroRen-Marker in kDa sowie das K562-Zelllysat
mit welchem die funktionalisierten Spharen inkubiert wurden.

Auswertung: MaxQuant Version 1.5.2., mit LFQ

Database: UniProt Human_2015jul.fasta including contaminants

(s. MaxQuant.org) and GST

Human_ 2015mar.fasta: (147’854 sequences; 46’761°785 residues)
Enzyme: Trypsin/P

Max Missed Cleavages: 2

Variable modifications: Oxidation (M), Propionamide (C), Acetyl (Protein N-term)
Main Search use individual peptide mass Tolerances: True

Fragment Mass Tolerance: + 0.35 Da

Match between runs: False

Protein FDR: 0.01

Peptide FDR: 0.01

Min. Razor-Peptids: 2, Min. uniq. Pep.: 1

Probe A: unphosphorylierte Abl-SH3-Doméne Y"Y*°Y?®? 223, Duplikat 1
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Probe B: phosphorylierte Abl-SH3-Doméne pY™ 224, Duplikat 1
Probe C: unphosphorylierte Abl-SH3-Doméne Y'Y3*Y?? 223, Duplikat 2
Probe D: phosphorylierte Abl-SH3-Doméne pY” 224, Duplikat 2

Insgesamt wurden 3‘428 Proteingruppen identifiziert. Diese sind in den Pulldowns
durch mindestens 2 Razor- oder ein Unique-Peptiden (als Summe in allen vier Proben)
zugeordnet worden. Razor-Peptide sind Peptide von denen Sequenzhomologe in mehr
als zwei Proteinen bekannt sind. Unique-Peptide sind einzigartige Sequenzen fiir ein
bestimmtes Protein. Es wurden durch zwei Methoden Proteine ermittelt die als spezi-
fisch durch die phosphorylierte oder durch die nicht phosphorylierte SH3-Doméne an-
gereichert angenommen werden. Fiir die Quantifizierung der Proteinmengen wurden
die durch die MaxQuant-Software bestimmten LFQ-Werte verwendet. Fiir eine Pro-
teinzuordnung zu der phosphorylierten oder unphosphorylierten Doméanen mussten die
folgenden Bedingungen erfiillt werden: (1.) Die LFQ-Verhéltnisse beider Duplikate zur
jeweils anderen Probe miissen grofler oder gleich 2 sein. Zum Beispiel fiir die phospho-
rylierte SH3-Doméne (LFQ)/LFQ) 2 2, LFQ@n)/LFQc) 2 2). (2.) Als weitere Bedin-
gung musste die Summe der Razor- und Unique-Peptide in beiden Duplikaten mindes-
tens zwei sein. Entsprechend dieser Bedingungen, wurden 13 Proteine als durch die
phosphorylierte Doméne angereichert klassifiziert und sind in Tabelle A 2 (Seite 246)
zu finden. Durch die unphosphorylierte SH3-Doméne wurden 47 Proteine nach dieser
Methode angereichert (Tabelle A 1). Methodisch bedingt gibt es nicht fiir alle identifi-
zierten Proteine LFQ-Werte. Dies gilt insbesondere fiir die Proteine, die ausschliellich
in den Pulldowns einer SH3-Doméne gefunden wurden. Es konnte sich bei diesen Pro-
teinen um Binder mit besonders hoher Affinitdt handeln. Daher wurde zuséatzlich zu
den LFQ-Werten das Verhéltnis der Anzahl der identifizierten Razor+Unique Peptide
(#Pep.) ausgewertet. Als spezifisch-erkannt wurden Proteine nach der #Pep-Methode
klassifiziert, wenn die folgenden drei Bedingungen erfiillt waren: (1.) In beiden Dupli-
katen der pY'™- oder Y'Y3'Y*~-Eluate muss die Summe an Razor- und Unique-Peptiden
mindestens 2 sein. (2.) Das Verhéltnis der Anzahl der razor- und unique-Peptide zur
Vergleichsprobe muss grofler gleich zwei sein. Eine Peptidanzahl von Null in einer Pro-
tein-Fraktion wurden durch 0.01 ersetzt, um ein Verhéltnis als ganze Hunderter zu
erhalten. (3.) Die nicht-normierten Proteinintensitédten mussten im Verhéltnis grofier
oder gleich zwei sein. Die tiber die Peptidanzahl (#Pep.) bestimmten Binder der phos-

phorylierte Doméne sind in ebenfalls in Tabelle A 1 und Tabelle A 2 zusammengefasst.
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Es wurden 65 Proteine als durch die phosphorylierte SH3-Doméne angereichert und 22

durch die unphosphorylierte SH3-Doméne angereichert klassifiziert.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

Die Aminosduren wurden durch den tblicherweise verwendeten Einbuchstaben-

bzw. den Dreibuchstabencode abgekiirzt

) DO T PP P P PP P PO PPPPRPPPPN arbitrary unit
Abl... Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1 oder 2, auch c-Abl
ABPT o actin-binding protein
A DS s Absorption
A N e Acetonitril
AL e e Alaninpeptid
ALL oo akuter lympahtischer Leukémie
ATLOC i Allyloxycarbonyl
A e Aminomethyl
A e, Aquivalente
A S s Aminosaure
A S s Ascorbat
AT e Adenosintriphosphat
BOR o breakpoint cluster region
|0 PSPPSRI berechnet
BOC tert-Butyloxycarbonyl
BSA Rinderalbumin, engl. bovine serum albumin
Bl e Biotin
L1 PP PPPPRTR ChemMatrix resin
CML e chronische myeloische Leukadmie
CuAAC......i, Kupfer katalysierte 1,3-dipolare Alkin-Azid-Cycloaddition
(@ TSSOSO URRUPPRPPPPPRt Cysteinylpeptid
DO e Dicyclohexylcarbodiimid
AEKOMIV. .t dekonvoliert
DIE A e Diisopropylethylamin
DMAP e Dimethylaminopyridin
DM I e Dimethylformamid
DIMISO s Dimethylsulfoxid
| D LSOO Dithiothreitol
oD T e Ethandithiol
EGTA ..o, Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-/V, NV, N, N -tetraessigsaure
B e extracted ion count
BP L e expressed protein ligation
D Elektrosprayionisation

190



CU . i lat.: et alif (dt.: und andere)

FAM .o 5/6-Carboxyfluorescein
FINOC .o Fluorenylmethoxycarbonyl
B P e Fluoreszenzpolarisation
FPLC e Fast protein liquid chromatography
FTICR .o, Fourier Transformations Ionen Cyclotron Resonanz
GAMICT e Guanidiniumchlorid
e O DT PSP PP P PP PPPPR PRI gegeniiber
Gl e Gleichung
GO H e Glutathion
G e Glutathion-S-Transferase
HCTU........ 2-(6-Chloro-1H-benzotriazol-1-yl)-tetramethyluroniumhexafluorophosphat
HEPES ..o 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsiure
HOBU e N-Hydroxybenzotriazol
HPLC oo high pressure liquid chromatography
HRMS .., high resolution mass spectrometry
HRP-SA ..o horseradish peroxidase streptavidin -Konjugat
ID o, SH2-Kinase Interdoméne in der Abl-Tyrosinkinase
II1 CIS vttt et intramolekular
D220 7 23 1 PSP PPN intermolekular
IPL intein-mediated expressed protein ligation
L e liquid chromatography
L e label-free quantification
T Massenprozent
MBS, e 2-Mercaptoethansulfonat
MESINA. ettt 2-Mercaptoethansulfonat-Natrium
A TP UP PP PR UPPPPTRRPPPPRt Molekulargewicht
IMIIMIE ¢ Monomethoxytrityl
MPA A e 4-Mercaptophenylessigséure
LS e Massenspektrometrie
INDZ e N-Acylbenzimidazol
INCL e native chemische Ligation
NI N T A et Nickel-Nitrilotriacetat
NI e N-Methylmorpholin
NMP e N-Methyl-2-pyrrolidon
NMR .o nuclear magnetic resonance
INP-40. e PEG-40 nonylphenolether
PAGE oo Polyacrylamidgel-Elektrophorese
P B e phosphate-buffered saline
PEG e Polyethylenglycol
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PEGA ., Polyethylenglycol-dimethylacrylamid
Pomia e Penicillamin
Pt Philadelphia Chromosom
PhiuPr Phenylisopropyl Schutzgruppe
PN A e peptide nucleic acid
Pra e L-Propargylglycin
P e Polystyrol
PTM o posttranslationale Modifikation
PyBOP .............. benzotriazolyl-1-oxy-tripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate
RBR . Roche Blocking Reagent
R e Raumtemperatur
S DS e Natriumdodecylsulfat
S A e Bis(2-sulfanylethyl)amido
PSPPI SPPPRT Schutzgruppe
SH 2 e Src-homology 2
SH S ettt Src-homology 3
SPOCC ... superpermeable organic combinatorial chemistry resin
S P S solid phase peptide synthesis
SPR ... Oberflichenplasmonenresonanzspektroskopie (engl. surface plasmon resonance)
TCEP oo Tris(2-carboxyethyl)phosphin
O UP P UPPTPP Peptidthioester
T A e Trifluoressigsaure
TEFE oo 2,2,2-Trifluorethanol, 2,2,2-Trifluroethanol
T e Tetrahydrofuran
THPTA .. Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin
1 I TSRO PP UPPPRRN Triisopropylsilan
TMB e 3,3'.,5,5"-Tetramethylbenzidin
1 A I TP SPPPRT Trimethylsilyl
TN B S e 2,4,6-Trinitrobenzensulfonsaure
L TP P O PPTPPTOPPN Retentionszeit
IS ettt e e Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
UPLC e ultra pressure liquid chromatography
VA-044 oooviiiiiiiic 2,2'-Azobis[2-(2-imidazolin-2-yl)propan|dihydrochlorid
V0L 0 e Volumenprozent
ZiLi oo Zyklisierungslinker

192



8.

Literaturverzeichnis

a) International Human Genome Sequencing Consortium:, E. S. Lander, L. M. Linton, B. Birren,
C. Nusbaum, M. C. Zody, J. Baldwin, K. Devon, K. Dewar, M. Doyle, et al., Nature 2001, 409,
860-921; b) J. C. Venter, M. D. Adams, E. W. Myers, P. W. Li, R. J. Mural, G. G. Sutton, H.
O. Smith, M. Yandell, C. A. Evans, R. A. Holt, et al, Science 2001, 291, 1304-1351.

P. S. Schnable, D. Ware, R. S. Fulton, J. C. Stein, F. Wei, S. Pasternak, C. Liang, J. Zhang, L.
Fulton, T. A. Graves, et al., Science 2009, 326, 1112-1115.

S. Pitchiaya, L. A. Heinicke, T. C. Custer, N. G. Walter, Chem. Rev. 2014, 114, 3224-3265.

P. Horvatovich, E. K. Lundberg, Y. J. Chen, T. Y. Sung, F. He, E. C. Nice, R. J. Goode, S. Yu,
S. Ranganathan, M. S. Baker, et al, J. Protecome Res. 2015, 14, 3415-3431.

L. D. N. Selvan, A. H. Patil, V. Nanjappa, A. Radhakrishnan, Nature 2014.
D. L. Black, Annu. Rev. Biochem. 2003, 72, 291-336.
Q. Pan, O. Shai, L. J. Lee, B. J. Frey, B. J. Blencowe, Nat. Genet. 2008, 40, 1413-1415.

M. Wilhelm, J. Schlegl, H. Hahne, A. M. Gholami, M. Lieberenz, B. Kiister, M. M. Savitski, E.
Ziegler, L. Butzmann, S. Gessulat, et al., Nature 2014, 509, 582-587.

G. A. Khoury, R. C. Baliban, C. A. Floudas, Scientific Reports 2011, 1, 90.

P. Bork, L. J. Jensen, C. von Mering, A. K. Ramani, I. Lee, E. M. Marcotte, Curr. Opin. Struct.
Biol. 2004, 14, 292-299.

A. Chatr-aryamontri, B.-J. Breitkreutz, R. Oughtred, L. Boucher, S. Heinicke, D. Chen, C.
Stark, A. Breitkreutz, N. Kolas, L. O'Donnell, et al., Nucleic Acids Res. 2015, 43, D470-D478.

E. Phizicky, P. I. H. Bastiaens, H. Zhu, M. Snyder, S. Fields, Nature 2003, 422 208-215.

K. Theofilatos, C. Dimitrakopoulos, S. Likothanassis, D. Kleftogiannis, C. Moschopoulos, C.
Alexakos, S. Papadimitriou, S. Mavroudi, Artif. Intell. Rev. 2013, 42, 427-443.

F. Festa, J. Steel, X. Bian, J. Labaer, Proteomics 2013, 13, 1381-1399.

J. Rush, A. Moritz, K. A. Lee, A. Guo, V. L. Goss, E. J. Spek, H. Zhang, X.-M. Zha, R. D.
Polakiewicz, M. J. Comb, Nat. Biotech. 2005, 23, 94-101.

T. Kimmerlin, D. Seebach, J. Peptide Res. 2005, 65, 229-260.

a) M. T. Weinstock, M. T. Jacobsen, M. S. Kay, Proc Natl Acad Sei U S A 2014, 111, 11679-
11684; b) K. S. Kumar, S. N. Bavikar, L. Spasser, T. Moyal, S. Ohayon, A. Brik, Angew. Chem.
Int. Ed. 2011, 50, 6137-6141; ¢) M. Haj-Yahya, B. Fauvet, Y. Herman-Bachinsky, M. Hejjaoui,
S. N. Bavikar, S. V. Karthikeyan, A. Ciechanover, H. A. Lashuel, A. Brik, Proc Natl Acad Sci
US A2013, 110, 17726-17731.

E. Fischer, E. Fourneau, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1901, 34, 2868-2877.

a) E. Fischer, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1903, 36, 2094-2106; b) E. Fischer, E. Otto, Ber. Dtsch.
Chem. Ges. 1903, 36, 2106-2116.

T. Curtius, Journal fiir Praktische Chemie 1882, 26, 145-208.

193



8. Literaturverzeichnis

[21]

194

V. du Vigneaud, C. Ressler, J. M. Swan, C. W. Roberts, P. G. Katsoyannis, J. Am. Chem. Soc.
1954, 76, 3115-3121.

R. B. Merrifield, J. Am. Chem. Soc. 1963, 85, 2149-&.

V. L. Tal'roze., G. V. Karpov., Russian J. Phys. Chem. 1968, 42, 1658-1664.
M. Yamashita., J. B. Fenn, J. Phys. Chem. 1984, 88, 4451-4459.

B. L. Karger, L. V. Berry, Clinical chemistry 1971, 17, 757-764.

a) L. A. Carpino, J. Am. Chem. Soc. 1957, 79, 4427-4431; b) F. C. McKay, N. F. Albertson, .J.
Am. Chem. Soc. 1957, 79, 4686-4690.

L. A. Carpino, G. Y. Han, J. Am. Chem. Soc. 1970, 92, 5748-5749.
F. Garcia-Martin, F. Albericio., Chemistry Today 2008, 26, 29-34.
C. Hyde, T. Johnson, R. C. Sheppard, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1992, 1573-1575.

L. Zhang, C. Goldammer, B. Henkel, F. Zihl, G. Panhaus, G. Jungs, E. Bayer, in /nnovation
and Perspectives in Solid Phase Synthesis (Ed.: R. Epton), Mayflower, Birmingham, 1994, pp.
711-716.

a) J. C. Hendrix, K. J. Halverson, J. T. Jarrett, P. T. Lansbury, J. Org. Chem. 1990, 55, 4517-
4518; b) D. Seebach, A. Thaler, A. K. Beck, Helv. Chim. Acta 1989, 72, 857-867.

a) H. Becker, H-W. Lucas, J. Maul, V. N. R. Pillai, H. Anzinger, M. Mutter, Die
Makromolekulare Chemie, Rapid Communications 1982, 3, 217-223; b) H. Hellermann, H.-W.
Lucas, J. Maul, V. N. R. Pillai, M. Mutter, Die Makromolekulare Chemie 1983, 184, 2603-2617;
¢) W. Rapp, L. Zhang, R. Habich, E. Bayer, Proceedings of the 20th FEuropean Peptide
Symposium, 1989.

J. Rademann, M. Grgtli, M. Meldal, K. Bock, J. Am. Chem. Soc. 1999, 121.

F. Garcia-Martin, M. Quintanar-Audelo, Y. Garcia-Ramos, L. J. Cruz, C. Gravel, R. Furic, S.
Cote, J. Tulla-Puche, F. Albericio, J. Comb. Chem. 2006, 8, 213-220.

S. Frutos, J. Tulla-Puche, F. Albericio, E. Giralt, Int. J. Pept. Res. Ther. 2007, 13, 221-227.
H. M. Yu, S. T. Chen, K. T. Wang, J. Org. Chem. 1992, 57, 4781-4784.
D. Singer, T. Zauner, M. Genz, R. Hoffmann, T. Zuchner, J. Pept. Sci. 2010, 16, 358-363.

T. Johnson, M. Quibell, D. Owen, R. C. Sheppard, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1993, 369-
372.

C. Toniolo, G. M. Bonora, M. Mutter, V. N. R. Pillai, Macromol. Chem. Phys. 1981, 182, 2007-
2014.

T. Haack, M. Mutter, 7étrahedron Lett. 1992, 33, 1589-1592.

a) M. Mutter, A. Nefzi, T. Sato, X. Sun, F. Wahl, T. Wohr, Peptide Res. 1995, 8, 145-153; b)
T. Wohr, F. Wahl, A. Nefzi, B. Rohwedder, T. Sato, X. C. Sun, M. Mutter, J. Am. Chem. Soc.
1996, 718, 9218-9227; ¢) P. White, J. W. Keyte, K. Bailey, G. Bloomberg, J. Pept. Sci. 2004,
10, 18-26.

Y. Sohma, T. Yoshiya, A. Taniguchi, T. Kimura, Y. Hayashi, Y. Kiso, Peptide Science 2007,
88, 253-262.



a) T. Yoshiya, A. Taniguchi, Y. Sohma, F. Fukao, S. Nakamura, N. Abe, N. Ito, M.
Skwarczynski, T. Kimura, Y. Hayashi, et al, Org. Biomol. Chem. 2007, 5, 1720-1730; b) A.
Taniguchi, T. Yoshiya, N. Abe, F. Fukao, Y. Sohma, T. Kimura, Y. Hayashi, Y. Kiso, J. Pept.
Sci. 2007, 13, 868-874.

T. Curtius, Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1902, 35, 3226-3228.
J. Honzl, J. Rudinger, Collect. Czech. Chem. Commun. 1961, 26, 2333-2344.
L. Y. Alfeeva, L. A. Andreeva, V. N. Nezavibat'ko, Lett. Pept. Sci., 2, 109-111.

a) H. Yajima, N. Fujii, J. Chem. Soc., Chem. Commun. 1980, 115-116; b) H. Yajima, N. Fujii,
J. Am. Chem. Soc. 1981, 103, 5867-5871.

L. Moroder, G. Borin, F. Marchiori, E. Scoffone, Biopolymers 1973, 12, 477-492.
M. Schnolzer, S. B. H. Kent, Science 1992, 256, 221-225.

T. Wieland, E. Bokelmann, L. Bauer, H. U. Lang, H. Lau, Liebigs Ann. Chem. 1953, 583, 129-
149.

P. Dawson, T. Muir, I. Clark-Lewis, S. Kent, Science 1994, 266, 776-779.
T. M. Hackeng, J. H. Griffin, P. E. Dawson, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1999, 96, 10068-10073.

a) M. Villain, H. Gaertner, P. Botti, Fur. J. Org. Chem. 2003, 2003, 3267-3272; b) B. Dang, T.
Kubota, K. Mandal, F. Bezanilla, S. B. H. Kent, J. Am. Chem. Soc. 2013, 135, 11911-11919.

a) E. C. Johnson, S. B. H. Kent, J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 6640-6646; b) P. E. Dawson, M.
J. Churchill, M. R. Ghadiri, S. B. H. Kent, J. Am. Chem. Soc. 1997, 119, 4325-4329.

UniProt Datenbank, http://www.uniprot.org/statistics/Swiss-Prot, 26.04.2016.

D. A. Erlanson, M. Chytil, G. L. Verdine, Chem. Biol. 1996, 3, 981-991.
T. W. Muir, D. Sondhi, P. A. Cole, Proc Natl Acad Sci U.S A 1998, 95, 6705-6710.
T. C. Evans, J. Benner, M.-Q. Xu, J. Biol. Chem. 1999, 274, 3923-3926.
T. J. Tolbert, C.-H. Wong, Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 2171-2174.

a) K. Severinov, T. W. Muir, J. Biol. Chem. 1998, 273, 16205-16209; b) J. A. Camarero, T. W.
Muir, in Current Protocols in Protein Science, John Wiley & Sons, Inc., 2001.

a) P. Kane, C. Yamashiro, D. Wolczyk, N. Neff, M. Goebl, T. Stevens, Science 1990, 250, 651-
657; b) R. Hirata, Y. Ohsumk, A. Nakano, H. Kawasaki, K. Suzuki, Y. Anraku, J. Biol. Chem.
1990, 265, 6726-6733; ¢) Y. Shao, S. B. H. Kent, Chem. Biol. 1997, 4, 187-194.

M. Q. Xu, F. B. Perler, The EMBO Journal 1996, 15, 5146-5153.
L. Berrade, J. A. Camarero, Cell. Mol. Life. Sci. 2009, 66, 3909-3922.

R. J. Payne, S. Ficht, W. A. Greenberg, C.-H. Wong, Angew. Chem. Int. Fd. 2008, 47, 4411-
4415.

a) Q. Wan, S. J. Danishefsky, Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 406, 9248-9252; b) C. Haase, H.
Rohde, O. Seitz, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 6807-6810.

L. Z. Yan, P. E. Dawson, J. Am. Chem. Soc. 2001, 123, 526-533.

D. Crich, A. Banerjee, J. Am. Chem. Soc. 2007, 129, 10064-10065.

195


http://www.uniprot.org/statistics/Swiss-Prot

8. Literaturverzeichnis

[68]
[69]
[70]

[71]

[72]

196

L. R. Malins, K. M. Cergol, R. J. Payne, ChemBioChem 2013, 14, 559-563.
Z. Harpaz, P. Siman, K. S. A. Kumar, A. Brik, ChemBioChem 2010, 11, 1232-1235.

R. E. Thompson, B. Chan, L. Radom, K. A. Jolliffe, R. J. Payne, Angew. Chem. Int. Ed. 2013,
52, 9723-9727.

J. Chen, Q. Wan, Y. Yuan, J. Zhu, S. J. Danishefsky, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 8521—
8524.

R. Yang, K. K. Pasunooti, F. Li, X.-W. Liu, C.-F. Liu, J. Am. Chem. Soc. 2009, 131, 13592-
13593.

J. Chen, P. Wang, J. Zhu, Q. Wan, S. J. Danishefsky, 7etrahedron 2010, 66, 2277-2283.
P. Siman, S. V. Karthikeyan, A. Brik, Org. Lett. 2012, 14, 1520-1523.

K. M. Cergol, R. E. Thompson, L. R. Malins, P. Turner, R. J. Payne, Org. Lett. 2014, 16, 290-
293.

S. Shang, Z. Tan, S. Dong, S. J. Danishefsky, J. Am. Chem. Soc. 2011, 133, 10784-10786.
L. R. Malins, K. M. Cergol, R. J. Payne, Chem. Sci. 2014, 5, 260-266.

K. S. Ajish Kumar, M. Haj-Yahya, D. Olschewski, H. A. Lashuel, A. Brik, Angew. Chem. Int.
Fd. 2009, 48, 8090-8094.

a) P. E. Dawson, Isr. J. Chem. 2011, 51, 862-867; b) L. R. Malins, R. J. Payne, Curr. Opin.
Chem. Biol. 2014, 22, 70-78; ¢) L. R. Malins, R. J. Payne, Aust. J. Chem. 2015, 68, 521-537.

L. R. Malins, R. J. Payne, Curr. Opin. Chem. Biol. 2014, 22, 70-78.

R. E. Thompson, X. Liu, N. Alonso-Garcia, P. J. B. Pereira, K. A. Jolliffe, R. J. Payne, J. Am.
Chem. Soc. 2014, 136, 8161-8164.

L. E. Canne, S. J. Bark, S. B. H. Kent, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 5891-5896.
J. Offer, P. E. Dawson, Org. Lett. 2000, 2, 23-26.
P. Botti, M. R. Carrasco, S. B. H. Kent, Tetrahedron Lett. 2001, 42, 1831-1833.

a) T. Kawakami, K. Akaji, S. Aimoto, Org. Lett. 2001, 3, 1403-1405; b) D. W. Low, M. G. Hill,
M. R. Carrasco, S. B. H. Kent, P. Botti, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2001, 98, 6554-6559.

Z. Harpaz, S. Loibl, O. Seitz, Bioorg. Med. Chem. Lett. 2016, 26, 1434-1437.
S. F. Loibl, Z. Harpaz, O. Seitz, Angew. Chem. Int. Fd. 2015, 54, 15055-15059.

a) J. Blake, C. H. Li, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1981, 78, 4055-4058; b) J. P. Tam, Y. A. Lu,
C. F. Liu, J. Shao, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995, 92, 12485-12489.

R. Ingenito, E. Bianchi, D. Fattori, A. Pessi, J. Am. Chem. Soc. 1999, 121, 11369-11374.
G. W. Kenner, J. R. McDermott, R. C. Sheppard, J. Chem. Soc. D 1971, 636.

a) B. J. Backes, A. A. Virgilio, J. A. Ellman, J. Am. Chem. Soc. 1996, 118, 3055-3056; b) B. J.
Backes, J. A. Ellman, J. Org. Chem. 1999, 64, 2322-2330.

S. Futaki, K. Sogawa, J. Maruyama, T. Asahara, M. Niwa, H. Hojo, 7etrahedron Lett. 1997,
38, 6237-6240.



[100]

[101]

[102]
[103]

[104]

[105]
[106]
[107]

[108]
[109]
[110]
[111]

[112]
[113]

[114]

a) K. Barlos, D. Gatos, J. Kallitsis, G. Papaphotiu, P. Sotiriu, Y. Wenqing, W. Schéfer,
Tetrahedron Lett. 1989, 30, 3943-3946; b) K. Barlos, D. Gatos, S. Kapolos, G. Papaphotiu, W.
Schéfer, Y. Wenqing, 7etrahedron Lett. 1989, 30, 3947-3950.

R. von Eggelkraut-Gottanka, A. Klose, A. G. Beck-Sickinger, M. Beyermann, 7etrahedron Lett.
2003, 44, 3551-3554.

H. Hojo, Y. Onuma, Y. Akimoto, Y. Nakahara, Y. Nakahara, Tetrahedron Lett. 2007, 48, 25-
28.

V. P. Terrier, H. Adihou, M. Arnould, A. F. Delmas, V. Aucagne, Chem. Sci. 2016, 7, 339-345.
J. B. Blanco-Canosa, P. E. Dawson, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 6851-6855.
S. K. Mahto, C. J. Howard, J. C. Shimko, J. J. Ottesen, ChemBioChem 2011, 12, 2488-2494.

J. B. Blanco-Canosa, B. Nardone, F. Albericio, P. E. Dawson, J. Am. Chem. Soc. 2015, 137,
7197-7209.

a) J.-S. Zheng, S. Tang, Y. Guo, H.-N. Chang, L. Liu, ChemBioChem 2012, 13, 542-546; b) G.-
M. Fang, J.-X. Wang, L. Liu, Angew. Chem. Int. FEd. 2012, 51, 10347-10350.

G.-M. Fang, Y.-M. Li, F. Shen, Y.-C. Huang, J.-B. Li, Y. Lin, H.-K. Cui, L. Liu, Angew. Chem.
Int. Ed. 2011, 50, 7645-7649.

W. Hou, X. Zhang, F. Li, C.-F. Liu, Org. Lett. 2011, 13, 386-389.

a) N. Ollivier, J. Vicogne, A. Vallin, H. Drobecq, R. Desmet, O. El Mahdi, B. Leclercq, G.
Goormachtigh, V. Fafeur, O. Melnyk, Angew. Chem. Int. Ed. 2012, 51, 209-213; b) L. Raibaut,
H. Adihou, R. Desmet, A. F. Delmas, V. Aucagne, O. Melnyk, Chem. Sci. 2013, 4, 4061-4066;
c¢) N. Ollivier, L. Raibaut, A. Blanpain, R. Desmet, J. Dheur, R. Mhidia, E. Boll, H. Drobecq,
S. L. Pira, O. Melnyk, J. Pept. Sci. 2014, 20, 92-97.

a) D. P. Gamblin, S. I. van Kasteren, J. M. Chalker, B. G. Davis, FEBS J. 2008, 275, 1949-
1959; b) C. T. Walsh, S. Garneau-Tsodikova, G. J. Gatto, Angew. Chem. Int. Fd. 2005, 44,
7342-7372.

P. A. Levene, C. L. Alsberg, J. Biol. Chem. 1906, 2, 127-133.
G. Burnett, E. P. Kennedy, J. Biol. Chem. 1954, 211, 969-980.

G. Manning, D. B. Whyte, R. Martinez, T. Hunter, S. Sudarsanam, Science 2002, 298, 1912-
1934.

T. A. Langan, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1969, 64, 1276-1283.
W. Eckhart, M. A. Hutchinson, T. Hunter, Ce// 1979, 18, 925-933.
P. Cohen, Nat. Cell Biol. 2002, 4, E127-E130.

a) M. Cerny, J. Skaldk, H. Cerna, B. Brzobohaty, Journal of proteomics 2013, 92, 2-27; b) S.
A. Johnson, T. Hunter, Nat. Biotech. 2004, 22, 1093-1094.

P. Hornbeck, I. Chabra, J. Kornhauser, E. Skrzypek, B. Zhang, Proteomics 2004, 4, 1551-1561.

a) J. Ciedla, T. Fraczyk, W. Rode, Acta Biochim. Pol. 2011, 58, 137-148; b) P. V. Attwood,
Biochim. Biophys. Acta 2013, 1834, 470-478.

C.-C. Chen, D. L. Smith, B. B. Bruegger, R. M. Halpern, R. A. Smith, Biochemistry 1974, 13,
3785-3789.

197



8. Literaturverzeichnis

[115]

[116]

[117]
[118]
[119]

[120]
[121]

[122]
[123]
[124]

C. C. Chen, B. B. Bruegger, C. W. Kern, Y. C. Lin, R. M. Halpern, R. A. Smith, Biochemistry
1977, 16, 4852-4855.

E. Tan, P. G. Besant, X. L. Zu, C. W. Turck, M. A. Bogoyevitch, S. G. Lim, P. V. Attwood, G.
C. Yeoh, Carcinogenesis 2004, 25, 2083-2088.

B. T. Wakim, G. D. Aswad, J. Biol. Chem. 1994, 269, 2722-2727.
H. de Bont, J. H. van Boom, R. M. J. Liskamp, 7etrahedron Lett. 1990, 31, 2497-2500.

J. Bertran-Vicente, R. A. Serwa, M. Schiimann, P. Schmieder, E. Krause, C. P. R. Hackenberger,
J. Am. Chem. Soc. 2014, 130, 13622-13628.

R. Behrendt, P. White, J. Offer, J. Pept. Sci. 2016, 22, 4-27.

E. A. Kitas, J. W. Perich, J. D. Wade, R. B. Johns, G. W. Tregear, Tetrahedron Lett. 1989,
30, 6229-6232.

J. W. Perich, N. J. Ede, S. Eagle, A. M. Bray, Lett. Pept. Sci., 6, 91-97.
T. Wakamiya, K. Saruta, J.-i. Yasuoka, S. Kusumoto, Chem. Lett. 1994, 23, 1099-1102.

P. White, J. Beythien, Innovations & perspectives in solid phase

synthesis & combinatorial libraries, Mayflower Scientific Ltd, Birmingham, 1996.557

[125]
[126]

[127]
[128]

[129]
[130]

[131]
[132]
[133]

[134]

[135]
[136]
[137]

[138]

198

H. Paulsen, K. Adermann, Liebigs Ann. Chem. 1989, 1989, 751-769.

S. S. Chauhan, A. Varshney, B. Verma, M. W. Pennington, 7etrahedron Lett. 2007, 48, 4051-
4054.

E. A. Ottinger, L. L. Shekels, D. A. Bernlohr, G. Barany, Biochemistry 1993, 32, 4354-4361.

H.-G. Chao, B. Leiting, P. D. Reiss, A. L. Burkhardt, C. E. Klimas, J. B. Bolen, G. R. Matsueda,
J. Org. Chem. 1995, 60, 7710-7711.

L. Otvos, Jr., 1. Elekes, V. M. Lee, Int. J. Pept. Protein Res. 1989, 34, 129-133.

P. W. R. Harris, G. M. Williams, P. Shepherd, M. A. Brimble, Int. J. Pept. Res. Ther. 2008,
14, 387-392.

H. Eberhard, O. Seitz, Org. Biomol. Chem. 2008, 6, 1349-1355.
O. Ludemann-Homburger, Specialty Chemicals Magazine 2013, 30-33.

a) S. Funakoshi, H. Fukuda, N. Fujii, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1991, 88, 6981-6985; b)
European Patent, S. Funakoshi, H. Kukuda, EP 0552368A1, 1991; ¢) US Patent, S. Funakoshi,
H. Kukuda, 5,648,462, 1997

a) V. Aucagne, 1. E. Valverde, P. Marceau, M. Galibert, N. Dendane, A. F. Delmas, Angew.
Chem. Int. Ed. 2012, 51, 11320-11324; b) V. Aucagne, 1. Valverde, P. Marceau, M. Galibert, N.
Dendane, A. Delmas, Angew. Chem. Int. Fd. 2012, 51, 11320-11324.

F. Mende, O. Seitz, Angew. Chem. Int. Ed. 2007, 46, 4577-4580.
F. Mende, M. Beisswenger, O. Seitz, J. Am. Chem. Soc. 2010, 132, 11110-11118.

M. F. Templin, D. Stoll, M. Schrenk, P. C. Traub, C. F. Vohringer, T. O. Joos, 7rends
Biotechnol. 2002, 20, 160-166.

H. Zhu, M. Bilgin, R. Bangham, D. Hall, A. Casamayor, P. Bertone, N. Lan, R. Jansen, S.
Bidlingmaier, T. Houfek, et al, Science 2001, 293, 2101-2105.



[139]

[140]
[141]
[142]
[143]
[144]
[145)

[146)
[147]

[148]
149]

[150]

[151]

[152]

[153]

[154]

[155]

[156]

[157]
[158]

[159]

[160]

P. Jonkheijm, D. Weinrich, H. Schroder, C. M. Niemeyer, H. Waldmann, Angew. Chem. Int.
Fd. 2008, 47, 9618-9647.

J. D. Watson, F. H. C. Crick, Nature 1953, 171, 737-738.

C. W. Dieffenbach, T. M. Lowe, G. S. Dveksler, Genome Res. 1993, 3, S30-S37.
A. Klug, Annu. Rev. Biochem. 2010, 79, 213-231.

H. I. Chen, M. Sudol, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1995, 92, 7819-7823.

B. J. Mayer, M. Hamaguchi, H. Hanafusa, Nature 1988, 332, 272-275.

a) P. F. Predki, Curr. Opin. Chem. Biol. 2004, 8, 8-13; b) C. M. Niemeyer, Trends Biotechnol.
2002, 20, 395-401.

K. Bussow, E. Nordhoff, C. Lubbert, H. Lehrach, G. Walter, Genomics 2000, 65, 1-8.

a) W. Kusnezow, J. D. Hoheisel, J. Mol Recognit. 2003, 16, 165-176; b) W. Kusnezow, A.
Jacob, A. Walijew, F. Diehl, J. D. Hoheisel, Proteomics 2003, 3, 254-264.

J. Sagiv, J. Am. Chem. Soc. 1980, 102, 92-98.

J. C. Love, L. A. Estroff, J. K. Kriebel, R. G. Nuzzo, G. M. Whitesides, Chem. Rev. 2005, 105,
1103-1169.

a) L. A. Lyon, M. D. Musick, M. J. Natan, Anal. Chem. 1998, 70, 5177-5183; b) S. Zeng, D.
Baillargeat, H.-P. Ho, K.-T. Yong, Chem. Soc. Rev. 2014, 43, 3426-3452.

B. Johnsson, S. Lofas, G. Lindquist, Anal. Biochem. 1991, 198, 268-277.

a) J. Groll, E. V. Amirgoulova, T. Ameringer, C. D. Heyes, C. Rocker, G. U. Nienhaus, M.
Moller, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 4234-4239; b) S. F. D'Souza, S. S. Godbole, J. Biochem.
Biophys. Methods 2002, 52, 59-62.

C. Mateo, R. Torres, G. Fernandez-Lorente, C. Ortiz, M. Fuentes, A. Hidalgo, F. Lépez-Gallego,
O. Abian, J. M. Palomo, J. M. Guisan, et al., Biomacromolecules 2003, 4, 772-777.

a) R. K. Crossland, W. E. Wells, V. J. Shiner, J. Am. Chem. Soc. 1971, 93, 4217-4219; b) P.
Kumar, K. C. Gupta, Bioconjugate Chem. 2003, 14, 507-512.

a) R. Fernandez-Lafuente, C. M. Rosell, V. Rodriguez, C. Santana, G. Soler, A. Bastida, J. M.
Guisdn, Enzyme Microb. Technol 1993, 15, 546-550; b) M. B. Biskup, J. U. Miiller, R.
Weingart, R. R. Schmidt, ChemBioChem 2005, 6, 1007-1015.

A. Collioud, J. F. Clemence, M. Saenger, H. Sigrist, Bioconjugate Chem. 1993, 4, 528-536.
S. Pathak, A. K. Singh, J. R. McElhanon, P. M. Dentinger, Langmuir 2004, 20, 6075-6079.

Y. Kumada, D. Kuroki, H. Yasui, T. Ohse, M. Kishimoto, J. Biosci. Bioeng. 2010, 109, 583-
587.

a) H. Ge, Nucleic Acids Res. 2000, 28, €3; b) D. Wang, S. Liu, B. J. Trummer, C. Deng, A.
Wang, Nat. Biotech. 2002, 20, 275-281.

a) A. H. Talasaz, M. Nemat-Gorgani, Y. Liu, P. Stdhl, R. W. Dutton, M. Ronaghi, R. W. Davis,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2006, 103, 14773-14778; b) P.-C. Lin, S.-H. Ueng, M.-C. Tseng, J.-
L. Ko, K.-T. Huang, S.-C. Yu, A. Adak, Y.-J. Chen, C.-C. Lin, Angew. Chem. 2006, 118, 4392-
4396.

199



8. Literaturverzeichnis

[161]

[162]
[163]
[164]

[165)]
[166)]

[167]

[168]

[169]
[170]

[171]

[172]

[173]

[174]

[175]

[176]

[177]

[178]

200

a) F. Rusmini, Z. Zhong, J. Feijen, Biomacromolecules 2007, 8 1775-1789; b) P. C. Lin, S. H.
Ueng, M. C. Tseng, J. L. Ko, K. T. Huang, S. C. Yu, A. K. Adak, Y. J. Chen, C. C. Lin, Angew.
Chem. Int. Ed. 2006, 45, 4286-4290.

N. Budisa, Angew. Chem. Int. Ed. 2004, 43, 6426-6463.
L. Wang, P. G. Schultz, Angew. Chem. Int. Ed. 2005, 44, 34-66.

a) J. M. Bobbitt, Adv. Carbohydr. Chem. 1956, 11, 1-41; b) J. A. Rothfus, E. L. Smith, J. Biol.
Chem. 1963, 238, 1402-1410.

K. F. Geoghegan, J. G. Stroh, Bioconjugate Chem. 1992, 3, 138-146.

P. Wu, W. Shui, B. L. Carlson, N. Hu, D. Rabuka, J. Lee, C. R. Bertozzi, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 2009, 106, 3000-3005.

a) M. Nishikawa, T. Yamamoto, N. Kojima, K. Kikuo, T. Fujii, Y. Sakai, Biotechnol. Bioeng.
2008, 99, 1472-1481; b) K. Nakanishi, H. Muguruma, I. Karube, Anal. Chem. 1996, 68, 1695-
1700.

a) R. C. Bailey, G. A. Kwong, C. G. Radu, O. N. Witte, J. R. Heath, J. Am. Chem. Soc. 2007,
129, 1959-1967; b) A. Dirksen, P. Dawson, Bioconjugate Chem. 2008, 19, 2543-2548; ¢) A.
Dirksen, S. Dirksen, T. M. Hackeng, P. E. Dawson, J. Am. Chem. Soc. 2006, 128, 15602-15603;
d) J. R. Falsey, M. Renil, S. Park, S. Li, K. S. Lam, Bioconjugate Chem. 2001, 12, 346-353.

E. L. Schmid, T. A. Keller, Z. Dienes, H. Vogel, Anal. Chem. 1997, 69, 1979-1985.

M. Sanguinetti, L. Novarese, B. Posteraro, S. Ranno, E. De Carolis, G. Pecorini, B. Lucignano,
F. Ardito, G. Fadda, J. Clin. Microbiol. 2005, 43, 6189-6193.

a) F. Toepert, T. Knaute, S. Guffler, J. R. Pirés, T. Matzdorf, H. Oschkinat, J. Schneider-
Mergener, Angew. Chem. Int. Fd. 2003, 42, 1136-1140; b) J. A. Camarero, Y. Kwon, M. A.
Coleman, J. Am. Chem. Soc. 2004, 126, 14730-14731.

a) N. Winssinger, S. Ficarro, P. G. Schultz, J. L. Harris, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2002, 99,
11139-11144; b) N. Svensen, Juan J. Diaz-Mochén, M. Bradley, Chem. Biol. 2011, 18, 1284-
1289.

Y.-C. Huang, G.-M. Fang, L. Liu, Natl Sci. Rev. 2015.

Y.-M. Li, M.-Y. Yang, Y.-C. Huang, Y.-T. Li, P. R. Chen, L. Liu, ACS Chem. Biol. 2012, 7,
1015-1022.

J. S. Rush, C. R. Bertozzi, J. Am. Chem. Soc. 2008, 130, 12240-12241.

a) C. W. Tornge, C. Christensen, M. Meldal, J. Org. Chem. 2002, 67, 3057-3064; b) V. V.
Rostovtsev, L. G. Green, V. V. Fokin, K. B. Sharpless, Angew. Chem. Int. Ed. 2002, 41, 2596-
2599.

M. Steinhagen, K. Holland-Nell, M. Meldal, A. G. Beck-Sickinger, ChemBioChem 2011, 12,
2426-2430.

a) G. H. McGall, A. D. Barone, M. Diggelmann, S. P. A. Fodor, E. Gentalen, N. Ngo, J. Am.
Chem. Soc. 1997, 119, 5081-5090; b) G. Wallraff, J. Labadie, P. Brock, R. DiPietro, T. Nguyen,
T. Huynh, W. Hinsberg, G. McGall, Journal Name: CHEMTECH; Journal Volume: 27; Journal
Issue: 2; Other Information: PBD: Feb 19971997, Medium: X; Size: pp. 22-32; ¢) P. B. Garland,
P. J. Serafinowski, Nucleic Acids Res. 2002, 30, €99-¢99.



[179]
[180]

[181]

[182]
[183]

[184]
[185]

[186]

[187]
[188]
[189)]

[190]
[191]
[192]
(193]

[194]

[195]
[196]
[197]
[198]
[199]

[200]

[201]
[202]
[203]

R. Frank, Tetrahedron 1992, 48, 9217-9232.

A. Dikmans, U. Beutling, E. Schmeisser, S. Thiele, R. Frank, QSAR Comb. Sci. 2006, 25, 1069-
1080.

C. Landgraf, S. Panni, L. Montecchi-Palazzi, L. Castagnoli, J. Schneider-Mergener, R. Volkmer-
Engert, G. Cesareni, PLoS Biol. 2004, 2, 94 - 103.

R. Volkmer, ChemBioChem 2009, 10, 1431-1442.

F. Breitling, Peptidarrays und Antikérperbibliotheken, https://www.imt.kit.edu/1007.php,
18.05.2016.

S. Fodor, J. Read, M. Pirrung, L. Stryer, A. Lu, D. Solas, Science 1991, 251, 7T67-773.

a) V. Stadler, T. Felgenhauer, M. Beyer, S. Fernandez, K. Leibe, S. Giittler, M. Groning, K.
Konig, G. Torralba, M. Hausmann, et al., Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 7132-7135; b) M.
Beyer, A. Nesterov, I. Block, K. Konig, T. Felgenhauer, S. Fernandez, K. Leibe, G. Torralba, M.
Hausmann, U. Trunk, et al., Science 2007, 318, 1888-1888.

E. K. Greuber, P. Smith-Pearson, J. Wang, A. M. Pendergast, Nat. Rev. Cancer 2013, 13, 559-
571.

J. Bennet., Edinb. Med. Surg. J. 1845, 64, 413-423.
D. Graigie., Edinb. Med. Surg. J. 1845, 64, 400-413.

R. Virchow., Froriep’s Neue Notizen aus dem Gebiet der Natur.- und Heilkunde 1845, 36, 151—
155.

S. Wong, O. N. Witte, Annu. Rev. Immunol. 2004, 22, 247-306.
P. Nowell., D. Hungerford, Science 1960, 132, 1488-1501.
S. Bose, M. Deininger, J. Gora-Tybor, J. M. Goldman, J. V. Melo, Blood 1998, 92, 3362-3367.

A. M. Pendergast, M. L. Gishizky, M. H. Havlik, O. N. Witte, Mol Cell. Biol. 1993, 13, 1728-
1736.

I. Moarefi, M. LaFevre-Bernt, F. Sicheri, M. Huse, C.-H. Lee, J. Kuriyan, W. T. Miller, Nature
1997, 385, 650-653.

S. C. Harrison, Cell 2003, 112, 737-740.

D. Barila, G. Superti-Furga, Nat. Genet. 1998, 18, 280-282.

Z. Tatarova, J. Brabek, D. Rosel, M. Novotny, PLoS One 2012, 7, e36310.

S. Chen, L. P. O'Reilly, T. E. Smithgall, J. R. Engen, J. Mol Biol. 2008, 383, 414-423.

M. Warmuth, M. Bergmann, A. Prief, K. Hiuslmann, B. Emmerich, M. Hallek, J. Biol. Chem.
1997, 272, 33260-33270.

M. A. Meyn, M. B. Wilson, F. A. Abdi, N. Fahey, A. P. Schiavone, J. Wu, J. M. Hochrein, J.
R. Engen, T. E. Smithgall, J. Biol. Chem. 2006, 2581, 30907-30916.

M. L. Stahl, C. R. Ferenz, K. L. Kelleher, R. W. Kriz, J. L. Knopf, Nature 1988, 332, 269-272.
B. J. Mayer, J. Cell Sci. 2001, 114, 1253-1263.
T. Pawson, G. D. Gish, Cell 1992, 71, 359-362.

201


https://www.imt.kit.edu/1007.php

8. Literaturverzeichnis

[204]
[205]

[206]

207]
[208]

[209]

[210]

[211]
[212]
[213]
[214]

[215]
[216]
[217]

[218]
[219]
[220]

[221]

[222]

[223]
[224]
[225]
[226]

[227]
[228]

202

K. Saksela, P. Permi, FEBS Lett. 2012, 586, 2609-2614.

G. Mirey, A. Soulard, C. Orange, S. Friant, B. Winsor, Biochem. Soc. Trans. 2005, 33, 1247-
1249.

H. Dewar, D. T. Warren, F. C. Gardiner, C. G. Gourlay, N. Satish, M. R. Richardson, P. D.
Andrews, K. R. Ayscough, Mol Biol. Cell 2002, 13, 3646-3661.

F. Mende, Doktorarbeit, Humboldt-Universitiat zu Berlin (Berlin), 2010.

a) L.-O. Andersson., A. Rehnstrom., D. L. Eaker., Fur. J. Biochem. 1971, 20, 371-380; b) N.
Barbero, E. Barni, C. Barolo, P. Quagliotto, G. Viscardi, L. Napione, S. Pavan, F. Bussolino,
Dyes Pigm. 2009, 50, 307-313.

L. Nieba, S. E. Nieba-Axmann, A. Persson, M. Haméildinen, F. Edebratt, A. Hansson, J.
Lidholm, K. Magnusson, A. F. Karlsson, A. Pliickthun, Anal. Biochem. 1997, 252, 217-228.

ThermoFisherScientific, Produktdatenblatt,
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product /15240, 07.06.2016.

M. Maltese, J. Org. Chem. 2001, 66, 7615-7625.
M. Krumrey, Bachelor Arbeit, Humboldt-Universitéit zu Berlin (Berlin), 2013.
Z. Wu, F. A. Fernandez-Lima, D. H. Russell, J. Am. Soc. Mass Spectrom. 2010, 21, 522-533.

J. V. Staros, H. Bayley, D. N. Standring, J. R. Knowles, Biochem. Biophys. Res. Commun.
1978, 80, 568-572.

H. Staudinger, J. Meyer, Helv. Chim. Acta 1919, 2, 635-646.
A.-M. Faucher, C. Grand-Maitre, Synth. Commun. 2003, 33, 3503-3511.

a) C. P. R. Hackenberger, D. Schwarzer, Angew. Chem. Int. Ed. 2008, 47, 10030-10074; b) E.
M. Sletten, C. R. Bertozzi, Angew. Chem. Int. Ed. 2009, 48, 6974-6998; c) Y. Gong, L. Pan,
Tetrahedron Lett. 2015, 560, 2123-2132.

R. G. Kallen, J. Am. Chem. Soc. 1971, 93, 6236-6248.
J. M. Guisan, Enzyme Microb. Technol 1988, 10, 375-382.

H. Faltz, J. Bohrisch, W. Wohlauf, M. Pétzel, P. G. Jones, J. Liebscher, Tétrahedron 1996, 52,
9035-9046.

G. T. Hermanson, in Bioconjugate Techniques (Third edition), Academic Press, Boston, 2013,
pp. 787-838.

Y. Akiyama, H. Otsuka, Y. Nagasaki, M. Kato, K. Kataoka, Bioconjugate Chem. 2000, 11, 947-
950.

I. M. Olazabal, L. M. Machesky, J. Cell. Biol. 2001, 154, 679-682.
N. Adey, A. Mataragnon, J. Rider, J. Carter, B. Kay, Gene 1995, 150, 27-31.
E. C. B. Johnson, S. B. H. Kent, Tetrahedron Lett. 2007, 48, 1795-1799.

Y. Shin, K. A. Winans, B. J. Backes, S. B. H. Kent, J. A. Ellman, C. R. Bertozzi, J. Am. Chem.
Soc. 1999, 121, 11684-11689.

F. G. Bordwell, D. J. Algrim, J. Am. Chem. Soc. 1988, 110, 2964-2968.
F. G. Bordwell, D. Algrim, J. Org. Chem. 1976, 41, 2507-2508.


https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/15240

[229]
[230]
[231]
[232]

[233]
[234]
[235]

[236]

[237]
[238]

239
240]

[241]
[242]
[243]

[244]
[245]

[246]

[247)

[248]

[249]

[250]
[251]

H. Mayr, A. R. Ofial, J. Phys. Org. Chem. 2008, 21, 584-595.
M. Breugst, T. Tokuyasu, H. Mayr, J. Org. Chem. 2010, 75, 5250-5258.
S. Minegishi, H. Mayr, J. Am. Chem. Soc. 2003, 125, 286-295.

L. Dario, M. Agelamaria, in Encyclopedia of Supramolecular Chemistry, Band 2 (Eds.: L.
Atwood, J. W. Steed), CRC Press, Columbia, Missouri, USA, 2004.

L. A. Carpino, D. Ionescu, A. El-Faham, J. Org. Chem. 1996, 61, 2460-2465.
R. Behrendt, P. White, J. Offer, J. Pept. Sci. 2016, 22, 4-27.

F. Garcia-Martin, P. White, R. Steinauer, S. Cote, J. Tulla-Puche, F. Albericio, Biopolymers
2006, &4, 566-575.

a) J. Wang, Curr. Opin. Genet. Dev. 1993, 3, 35-43; b) W. Franz, P. Berger, J. Wang, The
EMBO journal 1989, 8, 137-147; ¢) P. Jackson, D. Baltimore, The EMBO journal 1989, &8, 449-
456; d) E. K. Greuber, P. Smith-Pearson, J. Wang, A. M. Pendergast, Nat. Rev. Cancer 2013,
13, 559-571.

D. Srinivasan, D. M. Kaetzel, R. Plattner, Cell. Signal. 2009, 21, 1143-1150.

A. R. Viguera, J. L. R. Arrondo, A. Musacchio, M. Saraste, L. Serrano, Biochemistry 1994, 33,
10925-10933.

M. Pisabarro, L. Serrano, M. Wilmanns, J. Mol. Biol. 1998, 281, 513-521.

S. Panjarian, R. E. Tacob, S. Chen, J. R. Engen, T. E. Smithgall, J. Biol. Chem. 2013, 258,
5443-5450.

L. N. Johnson, R. J. Lewis, Chem. Rev. 2001, 101, 2209-2242.
T. Schindler, F. Sicheri, A. Pico, A. Gazit, A. Levitzki, J. Kuriyan, Mol Cell 1999, 3, 639-648.

B. Nagar, O. Hantschel, M. Seeliger, J. M. Davies, W. I. Weis, G. Superti-Furga, J. Kuriyan,
Mol. Cell 2006, 21, 787-798.

A. Musacchio, M. Saraste, M. Wilmanns, Nature: Struct. Biol 1994, 1, 546-551.

B. Cowper, T. M. Sze, B. Premdjee, A. F. Bongat White, A. Hacking, D. Macmillan, Chem.
Commun. 2015, 51, 3208-3210.

Z. Nikolovska-Coleska, R. Wang, X. Fang, H. Pan, Y. Tomita, P. Li, P. P. Roller, K. Krajewski,
N. G. Saito, J. A. Stuckey, et al., Anal. Biochem. 2004, 332, 261-273.

J. R. Lakowicz., Principles of Fluorescence Spectroscopy, Springer US: Boston, MA, Boston,
MA, 2006

M. Ormo, A. B. Cubitt, K. Kallio, L. A. Gross, R. Y. Tsien, S. J. Remington, Science 1996,
273, 1392-1395.

R. Page, W. Peti, I. A. Wilson, R. C. Stevens, K. Wiithrich, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2005,
102, 1901-1905.

O. Zhang, J. D. Forman-Kay, Biochemistry 1995, 34, 6784-6794.

S. Tenreiro, K. Eckermann, T. F. Outeiro, Frontiers in Molecular Neuroscience 2014, 7.

203



8. Literaturverzeichnis

[252]

[253]

[254]

[255]

[256]
[257]

[258]
259]
[260]
[261]

[262]

263)]

[264]
[265]
[266]

267]

268
269]
270]
[271]

[272]

273
[274]

[275]

204

a) E. Klein, F. Vanky, H. Ben-Bassat, H. Neumann, P. Ralph, J. Zeuthen, A. Polliack, Int. J.
Cancer 1976, 18, 421-431; b) L. C. Andersson, K. Nilsson, C. G. Gahmberg, Int. J. Cancer
1979, 23, 143-147.

J. Cox, M. Mann, Nat. Biotech. 2008, 26, 1367-1372.

B. Kuropka, A. Witte, J. Sticht, N. Waldt, P. Majkut, C. P. R. Hackenberger, B. Schraven, E.
Krause, S. Kliche, C. Freund, Mol. Cell. Proteomics 2015, 14, 2961-2972.

L. W. Donaldson, G. Gish, T. Pawson, L. E. Kay, J. D. Forman-Kay, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 2002, 99, 14053-14058.

Z. Xu, T. Hou, N. Li, Y. Xu, W. Wang, Mol. Cell. Proteomics 2012, 11.

C. J. A. Sigrist, E. de Castro, L. Cerutti, B. A. Cuche, N. Hulo, A. Bridge, L. Bougueleret, I.
Xenarios, Nucleic Acids Res. 2012.

G. E. Crooks, G. Hon, J.-M. Chandonia, S. E. Brenner, Genome Res. 2004, 14, 1188-1190.
M. J. Eck, S. E. Shoelson, S. C. Harrison, Nature 1993, 362, 87-91.
K. Saksela, P. Permi, FEBS Lett. 2012, 586, 2609-2614.

Y.-L. Yang, S.-R. Lin, J.-S. Chen, S.-W. Lin, S.-L. Yu, H.-Y. Chen, C.-T. Yen, C.-Y. Lin, J.-F.
Lin, K.-H. Lin, et al., Leukemia Research, 34, 18-23.

S. A. Jensen, A. E. Calvert, G. Volpert, F. M. Kouri, L. A. Hurley, J. P. Luciano, Y. Wu, A.
Chalastanis, A. H. Futerman, A. H. Stegh, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 2014, 111, 5682-5687.

M. Uhlen, P. Oksvold, L. Fagerberg, E. Lundberg, K. Jonasson, M. Forsberg, M. Zwahlen, C.
Kampf, K. Wester, S. Hober, et al., Nat. Biotech. 2010, 28, 1248-1250.

R. Li, Ann M. Pendergast, Curr. Biol. 2011, 21, 1534-1542.
M. E. Feigin, S. K. Muthuswamy, Curr. Opin. Cell Biol. 2009, 21, 694-700.

Y. Merbl, M. W. Kirschner, Wiley Interdisciplinary Reviews: Systems Biology and Medicine
2011, 3, 347-356.

a) G. Duan, D. Walther, PLoS Comput. Biol. 2015, 11, e1004049; b) B. T. Seet, I. Dikic, M.-
M. Zhou, T. Pawson, Nat. Rev. Mol. Cell Biol. 2006, 7, 473-483.

R. B. Jones, A. Gordus, J. A. Krall, G. MacBeath, Nature 2006, 439, 168-174.
R. Zitterbart, O. Seitz, 2016012912064300DE, 2016
S. F. Loibl, R. Zitterbart, Z. Harpaz, O. Seitz, Chem. Sci. 2016.

G. R. Fulmer, A. J. M. Miller, N. H. Sherden, H. E. Gottlieb, A. Nudelman, B. M. Stoltz, J. E.
Bercaw, K. I. Goldberg, Organometallics 2010, 29, 2176-2179.

a) V. Krchiidka, J. Vagnera, P. Safaib, M. Leblb, Collect. Czech. Chem. Commun. 1988, 53,
2542; b) V. Krchnak, J. Vagner, M. Lebl, Int. J. Pept. Protein Res. 1988, 32, 415-416.

W. S. Hancock, J. E. Battersby, Anal. Biochem. 1976, 71, 260-264.

a) S. C. Gill, P. H. von Hippel, Anal Biochem. 1989, 1582, 319-326; b) C. N. Pace, F. Vajdos,
L. Fee, G. Grimsley, T. Gray, Protein Sci. 1995, 4, 2411-2423.

M. Carducci, L. Licata, D. Peluso, L. Castagnoli, G. Cesareni, Amino Acids 2010, 38, 1541-
1547.



[276] M. M. Bradford, Anal. Biochem. 1976, 72, 248-254.

205



9. Verbindungsverzeichnis wichtiger Verbindungen

9. Verbindungsverzeichnis wichtiger Verbindungen

Verbindung Nr.: Seite
Fmoc-Tyr[PO(NMe,),]-OH Baustein 42 22
modifizierter Sulfonlinker fiir die selbstreinigende Peptidthioestersynthese 47 25
Zyklisierungslinker 48 25
H-K Biotin)- SATPTAVALYNFAGEQPGDL-SBzl (YSC84) 54 43
H-K (iotin LYRAG-SBzl 88 46
Azidothiol-Linker fiir die Mikrotiterplatten Funktionalisierung 99 53
Aldehyd-modifizierte Agarosekugeln 126 61
Mercapto-polyethylenglycol-acetal Linkers 141 65
Aldehyd-funktionalisierten Mikrotiterplatten 143 65
3BP1 Adapterproteinsequenz FAM-RAlaRAlaAPTMPPPLPP-NH, 203 87
3BP2 Adapterproteinsequenz FAM-RAlaRAlaPPAYPPPPVP-NH, 204 87
Artifizieller Abl-SH3 Binder p41 FAM-BA1aBA1aAPSYSPPPPP-NH, 205 87
Interdoménenpeptid (ID) FAM-RAlaRAlaPAPKRNKPTVYGVSPNY-NH, 206 87
3BP1‘ unmarkiert H-APTMPPPLPP-NH, 219 99
ID‘ unmarkiert H-PAPKRNKPTVYGVSPNY-NH, 220 99
Y7Y*Y?? Abl-SH3-Doméne immobilisiert auf 143 181 84
pY” Abl-SH3-Doméne immobilisiert auf 143 182 84
pY? Abl-SH3-Doméne immobilisiert auf 143 183 84
pY?? Abl-SH3-Doméne immobilisiert auf 143 184 84
pY*pY?®? Abl-SH3-Domine immobilisiert auf 143 185 84
pYpY*® Abl-SH3-Doméane immobilisiert auf 143 186 84
pY™pY?*? Abl-SH3-Doméine immobilisiert auf 143 187 84
pY pY¥pY® Abl-SH3-Doméane immobilisiert auf 143 188 84
Y7Y?Y5? Abl-SH3-Doméne in Losung 210 95
pY" Abl-SH3-Doméne in Losung 214 96
pY?® Abl-SH3-Doméne in Losung 215 96
pY3**pY?5 Abl-SH3-Doméne in Losung 216 96
pYpY?® Abl-SH3-Doméne in Losung 217 96
pY pY¥*¥pY?® Abl-SH3-Doméne in Losung 218 96
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10. Anhang

10.1 Chromatogramme und Massenspektren von verwendeten Peptiden
Die Peptide sind entsprechend der Reinfolge der Erstnennung im Text aufgefiihrt.

H-KEISATPTAVALYNFAGEQPGDL-SBzI (54)
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H-CFKKGDVITILKKSDSQNDWWTGRTNGKEGIFPANYVRVS-Hs-NH: (71)

12 THPLC UV-Absorption (210nm)) —— MALDI/TOF (Shimadzu)) 4000
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K(EYLYRAGCRAEYSK-Pra-NH; (101)
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K®IGLYGEGGG-N,H; (153)
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FAM-BAIlaBAla-GTTNRGPPPLPPRA-NH: (155)
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H-KEYNLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGpYNHNGEW-SBzI (179)
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H-CEAQTKNGQGWVPSNYITPVNBAIla-N:H3 (175)
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H-Pen-LGYNQNGEWSEVRSKNGQGWVPSNpYITPVNBAIla-N:H3 (191)
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p41-Peptid: FAM-BAlaBAla-APSYSPPPPP-NH: (205)
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H-KNLFVALYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGYNHNGEW-N:H; (207)gereinigt
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H-KNLFVALpYDFVASGDNTLSITKGEKLRVLGpYNHNGEW-N:H3(213)gerei-
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Chromatogramme der Erstbeladungsoptimierung: Fmoc-Glu-AA-NHSO,-C;HCO-
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10.2 NMR-Spektren neuer organischer Verbindungen

2-(2-azido-ethoxy)-ethanol (96)
'H-NMR (300 MHz, CDCl,, 25°C):
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S-Trityl-2-(2-azidoethoxy)ethyl-3-mercaptopropanoat(98)

Ph

"H-NMR (500 MHz, Aceton-dg, 25°C): Na\/\oz\,o\n/\,s\ﬁ
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2-(2-azidoethoxy)ethyl-3-mercaptopropanoat (99)

'"H-NMR (500 MHz, Aceton-ds, 25°C): 0
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'H'H-COSY-NMR (500 MHz, Aceton-dg, 25°C):
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Abbildung 10.1: NMR-Vergleich des Azido-Thiol-Linkers 99 vor (oben) und nach (unten) der Lagerung (14 Tage)
im Kihlschrank bei 8°C.
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Oligoethylenglycol-dimethanesulfonate (139) Q;S,O(/\o)»\,0~§9
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Oligoethylenglycol-disulfid (140)
'H-NMR (500 MHz, CDCl;, 25°C):

e

19-23
RRR B 858
RIS 223
NI | NI
| | | |
o .
3 3 ]
2 § 2
T T T T T T T T T T T T T T T T
4.3 4.2 4.1 4.0 3.9 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 3.0 29 2.8
f1 (ppm)
oM.
BC-NMR (APT, 125 MHz, CDCl;, 25°C):
2 % 8¢8% 2
NS 38 S
12
|
|
‘ M j,
M’W"‘ Ao b s e bt il b o s bt bt il n L, g TS ool | i i
e T et e T o Sy Y Wiy mrTR oty
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
80 78 76 74 72 70 68 66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28

f1 (ppm)



10. Anhang

Diethoxyethylthio-oligoethylenoxy-ethyl mercaptan (141) OEt
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H'H-COSY-NMR (500 MHz, CDCl;, 25°C):
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HMBC-NMR (CDCl;, 25°C):
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10.3 Bindungsisothermen der Messungen auf der Oberflache und in Losung

Daten zu 4.3.4 Analyse der Bindungsaffinitaten von YSC84 und ABP1
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A21C Mutante 151 sowie des rekombinant gewonnenen SH3-Domanen GST-Fusionsproteins mit dem FAM-mar-

kierten prolinreichen Binder 155 aus der Sequenz des ACF2 Proteins.
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dern der ACF2 Sequenz 155 und der YIR003-Sequenz 156.
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Daten zu 4.5.2 Bindungsmessungen der Phosphoformen der Abl- und Arg-SH3-

Domanen

(Phospho)SH3-Doménen von Abl (181-188) auf der Oberflaiche mit dem FAM-

an der Oberflache

markierten Peptid von 3BP1 203:
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(Phospho)SH3-Doménen von Abl (181-188) auf der Oberflaiche mit dem FAM-
markierten Peptid von 3BP2 204:
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(Phospho)SH3-Doménen von Abl (181-188) auf der Oberflaiche mit dem FAM-
markierten Peptid p41 205:
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(Phospho)SH3-Doménen von Abl (181-188) auf der Oberflaiche mit dem FAM-
markierten Peptid der Abl-Interdomane 206:
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(Phospho)SH3-Domanen von Arg (195-202)

markierten Peptid von 3BP1 203:
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(Phospho)SH3-Domanen von Arg (195-202) auf der Oberflache

markierten Peptid von 3BP2 204:
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(Phospho)SH3-Doménen von Arg (195-202) auf der Oberflaiche mit dem FAM

markierten Peptid von p41 205:
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FP-Messung Y7Y3'Y%2-SH3-Doméne von Abl (210) und die pY’-Domiéne (214) in

Losung mit dem FAM-markierten Peptiden 3BP1 , 3BP2, p41 und ID:
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FP-Messung der pY%2-SH3-Domane von Abl (215) und die pY*pY52-Domane
(216) in Losung mit dem FAM-markierten Peptiden 3BP1 , 3BP2, p41 und ID:
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FP-Messung der pY'pY*2-SH3-Domian von Abl (217) in Losung mit dem FAM-

markierten Peptiden 3BP1 , 3BP2, p41 und ID:
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Bindungsisothermen berechnet aus Trp-Emissions bei der Bindung mit markie-

rungsfreien Bindern

Bindungsmessung des 3BP1°‘ Peptids 219 mit der Y'Y?°Y?? SH3-Doméne 210:
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Bindungsmessung des ID‘ Peptids 220 mit Y'Y*’Y? 210:
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Bindungsisothermen berechnet aus NMR-Titrationsexperimente beschrieben in
Abschnitt 4.7.3

0.15 0.20
|

A shift / ppm
0.10

Abl-SH3 (YYY) mit 3BP1

Kp= 87 12 uM

0.00

0.10

560 10b0
[Peptid] / uM

A shift / ppm
o
&

Abl-SH3 (YYY) mit ID

Kp= 108 + 58 uM

0.00

560
[Peptid] / uM

0.20
Abl-SH3 (pYYY) mit 3BP1
0.15-
£
Q
Qo
= 0.10
£
=
[2]
< Kn= 52 + 18 M — TS G e
° g
000 | _Backgrowns | 0.0055
0 500 1000
[Peptid] / pM
0.02
Abl-SH3 (pYYY)
Perfect fit
0.01
£
Q
Qo
£
=
2]
<o0.00--4 : I
Kp=-118 + UM |Bomr ke
—
0 200 400

[Peptid] / pM

245



10. Anhang

10.4 Angereichtere Proteine des Pulldown-Experiments

Tabelle A 1: Durch die immobilisierte Y’Y3°Y>2-Doméane 223 selektiv angereicherten Proteine. In der linken Tabel-
lenseite sind Proteine angegeben, die Uber die Signalintensidten identifiziert wurden (LFQ-Methode). Auf der rech-
ten Seite sind die Proteine aufgefiihrt, die nur in beiden Duplikaten mit der Y’Y3°Y>2-Doméne angereichert wurden.
* Sequenzen ohne P-X(2-4)-P-Motiv

# Genname UniProt-ID kﬁzll'/:%iv kﬁzzl'/:%;v # Genname UniProt-ID Long/P:\? 1_YYY LogZ:/P:YpZ_YYY
1* ANKRD54 Q6NXT1 1.14 1.11 48 ABI1 B6VEXS5 -8.229 -7.644
2% AP1S1 AOA024QYT6 1.05 1.88 49* ACN9 Q9NRP4 -7.644 -2.000
3 BCKDK AOA024Q7ZA9 1.20 1.26 50 ARMC7 Q9Hé6L4 -7.644 -7.644
4 CBL P22681 1.89 1.71 51 C120rf73 Q69YU5 -7.644 -2.000
5 CCDC6 A0A024Q7)7 2.42 3.27 52 C140rf80 COlYA4 -7.644 -8.644
6 CCNK AOA024R6K1 1.89 1.19 53 CPSF2 B3KN45 -2.459 -2.170
7 CDK12 Q9NYV4 2.98 2.27 54 CTAGES Q59FD2 -8.644 -8.229
8 COX11 Q9Y6N1 1.43 1.19 55 DDX46 A8K6X3 -9.451 -8.229
9 CPSF2 B3KN45 2.62 2.42 56 FXR2 P51116 -8.966 -8.229
10 CPSF3 Q53F02 1.27 1.10 57 NFIA;NFIB B1AKN6 -7.644 -8.229
11 CPSF4 095639 1.01 1.80 58 RAB72L;;RAB Q6FGU7 -7.644 -7.644
12 DARS P14868 1.11 1.10 59 RCC2 A5PLK7 -8.229 -2.585
13 DKHFiZG;67 Q69YJ7 1.18 1.26 60 RPAP2 Q8IXW5 -8.644 -8.229
14 DPM1 Q5QPK2 1.04 1.12 61 RPTOR Q8N122 -7.644 -8.644
15 GEMING6 Q8WXD5 27.14 27.11 62 SAV1 Q9H4B6 -7.644 -2.000
16 INPPL1 015357 1.33 2.20 63 SMEK?2 Q5MIZ7 -2.000 -8.229
17 KHDRBS1 Q07666 2.17 1.99 64* ;2;24'\]:(3222 AOA024R889 -7.644 -7.644
18 LAMTORS 043504 27.58 26.90 65 TSC22D4 Q8Iv54 -7.644 -7.644
19 LDB1 Q86U70 1.04 1.21 66 WASL 000401 -10.103 -3.585
20 LSM4 V9GZ56 26.96 25.91 67 WBP11 B4DMD3 -2.644 -3.000
21 MAGI1 AOAO087WXD2 23.03 22.65 68 WIPF2 Q8TF74 -2.807 -9.229
22 MLH1 Q5GJ64 23.94 23.89 69 WIPF3 AOAOAOMSGO -8.644 -9.451
23 NDUFA4 AOA024R9Z0 3.16 1.19

24 NDUFB8 095169 26.61 1.69

25 NFKBIE Q7LC14 1.17 23.66

26 OTUDS AOA024QZ09 1.38 1.35

27 PGPEP1 QINXI5 1.39 1.07

28 PQBP1 060828 1.27 1.76

29 PRRC2A P48634 1.46 1.63

30* PSMA3 Q61B71 1.43 1.10

31 PTBP2 Q9UKA9 23.80 23.26

32 RCN3 Q96D15 23.54 23.23

33* R';T.II;'Z)(I)?;B Q53HW2 1.01 2.09

34* RPP30 P78346 1.46 1.39

35 RPS15 K7ELC2 1.21 1.16

36* S100A9 B2R4M6 3.12 2.30
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# Genname UniProt-1D I?(izll'/:%—lv kﬁzzl'/:%iv
37* SF3A2 QO5DF2 1.44 2.10
38 SMARCE1 B4DGM3 1.90 2.23
39 SRA1 B3KNT3 1.75 1.09
40 SRSF10 Q5JRI1 1.26 1.16
41 TMOD1 P28289 1.06 24.21
42 UBOX5 Q53HLO 23.39 23.54
43 VASP AOA024R0OV4 2.83 3.27
44 WASF2 Q9Y6WS 1.42 1.79
45 WBP11 B4DMD3 4.20 5.33
46 ZNF598 Q86UK7 1.03 1.00
47 Q6PYX1 2.86 1.72
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10. Anhang

Tabelle A 2: Durch die immobilisierte pY’-SH3-Domane 224 angereicherten Proteine. Die ersten 13 Eintrédge sind
Proteine, die Uber die Signalintensitaten identifiziert wurden (LFQ-Methode). Danach sind die Proteine aufgefiihrt,
die nur in beiden Experimenten mit der pY’-Domane angereichert wurden. * Sequenzen ohne P-X(2-4)-P-Motiv

# Genname UniProt-ID _:\:{gf/l\.{l:{% 1 _:;gzzll;{';%z # Genname UniProt-ID _#:)l:{a:\lz/c;rl _#;I:{azz/c;rz
1SH2 CRK L7RT18 3.12 2.85 40 hCG_2025883 A0A024R6U3 2 6
2 IMPAD1 AOA024R7WO 2.23 1.75 41 HEL-S-64p;GSS VOHWI1 4 4
3 BCL2L13 Q9BXK5 1.59 1.57 42 HIF1AN QINWT6 2 2
4 MARCKS AOAO087WZH7 1.46 1.85 43 HM13 Q8TCT9 2 4
5 SCARB2 AOA024RDG6 1.27 1.34 44 ICAM2 J3QRT5 2 3
6 NAP1L4 AOA024RCC9 1.26 1.16 45 IRGQ Q8WZA9 2 300
7 PAHB AOA024R8S5 1.23 1.00 46 KIAA0101 HOYMA4 200 200
8* VAPA Q9POLO 1.22 1.02 47 KLC1 E7EVH7 2 300
9 HEL-S-165mP VOHWIO 1.22 1.64 48* LCN1;LCN1P1 AOA024R8D7 2 2
10 VAPB Q53XM7 1.22 1.16 49 LTA4H B4DVZ8 400 400
11 SCARB1 B7ZKQ9 1.18 1.35 50 LTF;HEL110 B2MV14 4 2
12 CPT2 P23786 1.12 1.21 51 MAP2K3 C7DUW4 200 2
13 PNPLA4 AOA024RBUS8 1.10 1.35 52 MAPKAPK5 Qsiw4al 4 3

# Genname  UniProt-ID ;’:{alz;:{'l _*:)':(azz/‘;’z 53 MECR Q9BV79 2 3
14 ALKBH1 Q5XKLO 200 200 54 MED6 A8K3N2 300 200
15 AMY1A Q6NSB3 6 3 55* MIS12 A8K1M4 200 200
16 ANKRD13 Q37757 10 3 56* MOSPD2 R4AGMN1 2.5 6
17 APLP2 B4ADTV1 3 200 57 NCK1 B2R6S4 11 7
18* APOE 19zvQ3 400 300 58 SH2 NCK2 043639 500 700
19* ARL6IP5 B4DZZ0 3 3 59 NDST1 Q59GK2 200 200
20 B3GNT6; AOAO024R5F9 2 4 60 NT5C;HEL74 J3KRC4 2 2
21 BABAM1,; J3KQS6 3 61 PCNP Q8WW12 400 200
22* Cl4orf172 AOA024R6Q2 2 2 62 PDS5B B7Z5S51 200 4
23 C1GALT1 AOA024RA32 2 300 63 PON2 13QT177 6 200
24 CCDC90B B2RE36 4 500 64 SH2 QSOX2 AOA087X176 3 4
25 CCHCR1 A2ABH1 2 2 65 SH2D1B 014796 200 200
26 CDCA3 B2R749 5 300 66 SLC2A3 Q59F54 2 4
27* CLDND1 D6RIU2 200 200 67 SH2 SOCS2 AOA024RBD2 200 200
28 CMPK2 Q5EBMO 2 200 68 SOD2 Q7z27M4 4 3
29 CUEDC2 Q9H467 3 3 69 SSRP1 AOAO024R4Z6 200 200
30 CUTA 060888 200 200 70 STARD4 Q96DR4 200 3
31 DAZAP2 F8VUWS5 2 2 71* STX8 Q9UNKO 4 3
32 DCPS Q96C86 3 2 72 SUPTEH Q7KZ85 200 200
33* DCTN3 X6RA56 2 200 73 THEX1;ERI1  AOA024R355 2 2
34 DKFZp451F173 Q86762 2 2 74 TMA16 D6RA57 2 2
35 DNMT2 Q6ICS7 7 200 75 TMUB2 K7EKW3 3 2
36 EVA1B Q9NVM1 2 3 76SH2 TRIM21 P19474 500 500
37 FAM177A1 Q8N128 4 2 77 UAP1L1 Q3kave 2 200
38 FLJ22313 AOA024RA77 2 3 78 B7ZLF3 2 300
39* HAUS1 Q96CS2 4 3
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Tabelle A 3: Sequenzanalyse mit Hilfe der Prosite-Suchmaschine!®”! der durch die immobilisierte Y7Y3°Y>2-SH3-Do-
mane 223 selektiv angereicherten Proteine. Es wurde nach nicht redundanten Sequenzen der Folge X7-P-X(2-4-P-X7

gesucht.

Protein

Prolin-reiche Sequenz

Protein

Prolin-reiche Sequenz

A0A024QZA9_HUMAN
A0A024Q7A9_HUMAN_2
A0A024Q7ZA9_HUMAN_3
A0A024Q7A9_HUMAN_4

CBL_HUMAN
CBL_HUMAN_2
CBL_HUMAN_3
CBL_HUMAN_4
CBL_HUMAN_5
CBL_HUMAN_6
CBL_HUMAN_7
CBL_HUMAN_8
CBL_HUMAN_9
CBL_HUMAN_10
CBL_HUMAN_11
CBL_HUMAN_12
CBL_HUMAN_13

A0A024Q7J7_HUMAN
A0A024QZ]7_HUMAN_2
A0A024Q7J7_HUMAN_3
A0A024Q7]7_HUMAN_4

AOA024R6K1_HUMAN
AOA024R6K1_HUMAN_2
AOA024R6K1_HUMAN_3
ADA024R6K1_HUMAN_4
AOA024R6K1_HUMAN_5
ADA024R6K1_HUMAN_6

AOA024R6K1_HUMAN_7
ADA024R6K1_HUMAN_8
AOA024R6K1_HUMAN_9
AOA024R6K1_HUMAN_10
AOA024R6K1_HUMAN_11
AOA024R6K1_HUMAN_12
CDK12_HUMAN
CDK12_HUMAN_2
CDK12_HUMAN_3
CDK12_HUMAN_4
CDK12_HUMAN_5
CDK12_HUMAN_6
CDK12_HUMAN_7
CDK12_HUMAN_8
CDK12_HUMAN_9

asvlrsgPggglPlrpllgpal
ghvaarfPfiPmpldyilpe
meshldtPynvPdvvitiann
aeastqgdPrisPlfghldmhs
hhhhhlsPhpPgtvdkkmve
gnilgtiPhnkPlfgalidgf
ceikgtePivvdPfdprgsgsl
agakverPpsPfsmapgasl
gslhkdkPlpvPptlrdlppp
svgaesrPgrrPlpctpgdcp
rlgdswlPrpiPkvpvsapss
ltnrhslPfslPsqmeprpdv
smsmnssPlvgPecdhpkikp
iyslaarPlpvPklppgeqgce
edteymtPssrPlrpldtsgs
eddgydvPkpPvpavlarrt
vtegsqvPerPpkpfprrin
lgekldgPvsaPpsprdisme
rprtvssPipytPspsssrpis
spdkfkrPtpPpspntgtpv
gPPPPPpPppmgPtvpsaatsqg
sggkggmPhhtPhglggppsl
apsgssePsqgPggkdpggpa

qagpagqgPkkPspgpssprqg
eenkaaePppPkipkietth

plppahpPpdrkPplaaalgea
pvdatdlPkvgiPppahpapvh
ppplphrPPPPPpssymtgm
gpsygalPpaygPpahlpyhph
vyppnPPPPPvPpppasfppp
ppptpgyPPPPPtynpnfpp
lppthavPphPppglglppa
SypppavPpggqPpvpppippp
srrgsvsPpykePsaygsstrs
srhssisPvrlPlnsslgael
gkeskgsPvflPrkenssvea
etseketPpplPtiasppppl
ttpppatPplPplppipalp
hlktstlPplPlppllpgdd
dspketlPskPvkkekeqgrt
rhlltdlPlpPelpggdlsp

pepkaitPpggPykkrpkicc

PRC2A_HUMAN_46
PRC2A_HUMAN_47
PRC2A_HUMAN_48
PRC2A_HUMAN_49
PRC2A_HUMAN_50
PRC2A_HUMAN_51
PRC2A_HUMAN_52
PRC2A_HUMAN_53
PRC2A_HUMAN_54
PTBP2_HUMAN
PTBP2_HUMAN_2
PTBP2_HUMAN_3
RCN3_HUMAN
RCN3_HUMAN_2
RCN3_HUMAN_3
RCN3_HUMAN_4
K7ELC2_HUMAN
QO5DF2_HUMAN
QO5DF2_HUMAN_2
QO5DF2_HUMAN_3
QO5DF2_HUMAN_4
QO5DF2_HUMAN_5
QO5DF2_HUMAN_6
QO5DF2_HUMAN_7
QO5DF2_HUMAN_8
QO5DF2_HUMAN_9
QO5DF2_HUMAN_10
QO5DF2_HUMAN_11
QO5DF2_HUMAN_12
QO5DF2_HUMAN_13
BADGM3_HUMAN
B4DGM3_HUMAN_2
B3KNT3_HUMAN
B3KNT3_HUMAN_2
Q5JRIT_HUMAN
TMOD1_HUMAN
TMOD1_HUMAN_2
TMOD1_HUMAN_3
Q53HLO_HUMAN
Q53HLO_HUMAN_2
Q53HLO_HUMAN_3
Q53HLO_HUMAN_4

kelpregPlpPgpigtersqg
rtdrgtePgpirPshrpgppvqg
pnsggfrPgtPslhpyrsgp
ppsflysPafcPsplpdtsll
psdfystPlgPgggsgflps
vvnfgslPpaPppappplsl
ppslavrPppaPatrvlpspa
lgraelhPvelkPfgdygklss
pwertgpPpregPsrraeepgs
vsesavtPagsPvlriiidnm
ksrdytrPdlPsgdggpald
etsllavPgalsPlaipnaaaa
gaggkpsPdagPhgggrvhaga
eltaflhPeefPhmrdiviae
adlysaePgeeePawvgterqq
vghwvlpPagdgPlveanhllh
rkakkeaPpmekPevvkthlrd
akeakeaPagPapekvkvev
fhfkmekPpaPpslpagppg
pplmnglPprPplpeslppp
ppgglplPpmPptgpapsgp
pgppglpPpaPgvhppapvv
pprasgvhPpaPgvhppapgv
pptsgvhPpaPgvhppapgv
ppapgvhPpaPgvhppapgv
ppsagvhPgaPgvhpaapav
pgapgvhPpaPgmhpgapgv
pappgvhPsaPgvhpgppgv
psnpgvhPptPmppmlrppl
segpgniPPPPPkkkkkkkk
assgitiPkpPkppdkplmp
epymsigPaedPddyddgfsm
ltkrvaaPgdgsPrvpasetsp
ppmgpppPsskaPrsppvgsgp
nyrrsysPrnrPtgrprrsrs
kdgttkaPtgPfkreelldh
krgkvwvPkgkPldpvlesvt
glnsvikPtgykPvpdeepnst
mvinlclPgfrPrihcnkisa
pacrtlgPaePsvpdkeaft
gdvalgaPalPmesdcdpgd

tleimpcPmllPsgkvidgst
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10. Anhang

CDK12_HUMAN_10
CDK12_HUMAN_11
CDK12_HUMAN_12
CDK12_HUMAN_13
CDK12_HUMAN_14
CDK12_HUMAN_15
CDK12_HUMAN_16
CDK12_HUMAN_17
CDK12_HUMAN_18
CDK12_HUMAN_19
COX11_HUMAN
COX11_HUMAN_2
COX11_HUMAN_3
B3KN45_HUMAN
B3KN45_HUMAN_2
Q53F02_HUMAN
Q53F02_HUMAN_2
CPSF4_HUMAN
CPSF4_HUMAN_2
CPSF4_HUMAN_3
SYDC_HUMAN
SYDC_HUMAN_2
SYDC_HUMAN_3
Q69YJ7_HUMAN
Q69YJ7_HUMAN_2
Q69YJ7_HUMAN_3
Q69YJ7_HUMAN_4
Q69YJ7_HUMAN_5
Q69YJ7_HUMAN_6
Q69YJ7_HUMAN_7
Q69YJ7_HUMAN_8
Q69YJ7_HUMAN_9
Q69YJ7_HUMAN_10
Q69YJ7_HUMAN_11
Q69YJ7_HUMAN_12
Q69YJ7_HUMAN_13
Q5QPK2_HUMAN
Q5QPK2_HUMAN_2
GEMI6_HUMAN
SHIP2_HUMAN
SHIP2_HUMAN_2
SHIP2_HUMAN_3
SHIP2_HUMAN_4
SHIP2_HUMAN_5
SHIP2_HUMAN_6
SHIP2_HUMAN_7
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rlcgspcPavwPdviklpyfn
velskmaPpdlPhwgdchelw
epvknssPapPgpapgkves
eeslkeaPsaPvilpsaeqt
nsdknsgPggPrrtptmpge
acpphilPpekrPpeppgpppp
egdlssaPgelnPavtaallql
lsgpeaePpghlPhehgalrpm
dlrfarvPlalhPvvggpflka
ygklyrgPtrvPprggrgrgv
cgwrwihPgsPtraaervep
cslrarhPalgPprrpkssnp
afyraknPtdkPvigistyni
kgakksyPmfPapeerikwd
geeseiiPtlePlpphevpgh
hlmaaeiPnikPdiliiesty
vkatgaiPytgPfnllcyglg
eqglgagPlpfPgmdksgaav
nylvgfcPegPsckfmhprf
pmgttegPplPggtgppakg
yvislaePrlPlglddavrp
gtvnkgfPcePfkfleptlr
fyildkyPlavrPfytmpdprn
ptfsstvPstasPmntvppppi
ipampslPpmPsippipvpp
vptlppvPpvPpippvpsvp
lppmsgmPplnPppvaplpag
nlnnnlnPmflgPlnpvnpigm
nsgssvkPlpinPddlyvsvhg
psggthpPpgtlPrskspsggk
gkkglkmPvpgnPavpgmpnag
glpsaglPgaglPstglpgsai
glpgagmPsagiPsaggeehaf
skeanngPpfnfPgnfggsnaf
gafgdarPgmPsvgnsglpg
apghlggPpafgPgpgpgprgpryg
dadlshhPkfiPefirkgkeg
iisdgvlPccPgwsllgssd
agvltidPpygPencsssnei
pvegerePdpPddrdasdge
gstsisaPtgPssplpapet
gdmsstaPpaPgpstrkakt
qwssrglPtlkPiladieylqg
lsrlfeePekPpptgrppap
raapreePltPrlkpegape

yyvlegvPhgllPpeppspara

Q53HLO_HUMAN_5
Q53HLO_HUMAN_6
Q53HLO_HUMAN_7
AOA024ROV4_HUMAN
AOA024ROV4_HUMAN_2
AOA024ROV4_HUMAN_3
AOA024ROV4_HUMAN_4
AOA024ROV4_HUMAN_5
AOA024ROV4_HUMAN_6
AOA024ROV4_HUMAN_7
AOA024ROV4_HUMAN_8
WASF2_HUMAN
WASF2_HUMAN_2
WASF2_HUMAN_3
WASF2_HUMAN_4
WASF2_HUMAN_5
WASF2_HUMAN_6
WASF2_HUMAN_7
WASF2_HUMAN_8
B4DMD3_HUMAN
B4DMD3_HUMAN_2
B4DMD3_HUMAN_3
B4ADMD3_HUMAN_4
B4DMD3_HUMAN_5
B4DMD3_HUMAN_6
B4DMD3_HUMAN_7
B4ADMD3_HUMAN_8
B4DMD3_HUMAN_9
ZN598_HUMAN
ZN598_HUMAN_2
ZN598_HUMAN_3
ZN598_HUMAN_4
ZN598_HUMAN_5
ZN598_HUMAN_6
ZN598_HUMAN_7
ZN598_HUMAN_8
ZN598_HUMAN_9
ZN598_HUMAN_10
WASL_HUMAN
WASL_HUMAN_2
WASL_HUMAN_3
WASL_HUMAN_4
WASL_HUMAN_5
WASL_HUMAN_6
WASL_HUMAN_7
WASL_HUMAN_8

eatwgrvPsdPftgvaftph
scfsatsPlvlPttsehtakk
spyfkkePvyglPcghllcrpc
dgnkrwlPagtgPgafsrvgiy
ealegggPPPPPalptwsvp
rvsnaggPpaPpaggPPPPP
gPPPPPgPPPPPglppsgvp
ahgagggPppaPplpaaqgpg
geeasggPtaPkaesgrsgg
esangeePearvPagsesvrrp
vttsetgPctPsssdysdlg
nvdassyPppPgsdsassps
sfsednlPppPaefsypvdn
krssvvsPshPppapplgsp
gpkpgfaPppaPPPPPppmig
prpvgfgsPgtPpppsppsfp
phpdfaaPPPPPpppaadyp
pprpplsgPtggaPPPPPPPPPP
ftgadggPaiPpplsdttkp
ldemefnPvggPglnekvlkd
hvevesiPlpdmPhapsniliqg
pllghgvPrlPpgrkppgpp
assgggaPpgsvPpsgigappm
PIPPPgrPPgPPPgppPyglp
PgpPPPrgPpprlPppappgipp
prpgmmrPplvPplgpappgl
tatisakPgitnPkaeitrfvp
vplakaaPksgPsvpvsvqgtk
gllghecPrcPelppfslfg
eeaaargPedPrgprrsprt
eafsvtgPaaPgcvgvpgal
gpvglalPyaiPargrsafge
lvssvpkPgtaPtslvsawns
kkvgsekPgttlPgpppatcpp
ghtegpaParsaPkeppglprp
gsfpcptPgedfPalggpcppr
vv1lkgtPPPPPpglvppis
pgfsgllPsphPacvpspatt
mssvqggPppPrrvtnvgsl
ksekrrdPpngPnlpmatvdi
nelrrqaPPPPPpsrggppp
ppphnsgPPPPPargrgapp
sraptaaPPPPPpsrpsvav
pppnrmyPPPPPalpssaps
psvlgvgPvaPPPPPPPPPP

adggestPptPaptsgivga



SHIP2_HUMAN_S
SHIP2_HUMAN_9
SHIP2_HUMAN_10
SHIP2_HUMAN_11
SHIP2_HUMAN_12
KHDR1_HUMAN
KHDR1_HUMAN_2
KHDR1_HUMAN_3
KHDR1_HUMAN_4
KHDR1_HUMAN_5
KHDR1_HUMAN_6
KHDR1_HUMAN_7
KHDR1_HUMAN_8
LTOR5_HUMAN
LDB1_HUMAN
LDB1_HUMAN_2
LDB1_HUMAN_3
LDB1_HUMAN_4
V9GZ56_HUMAN
V9GZ56_HUMAN_2
V9GZ56_HUMAN_3

AOA087WXD2_HUMAN
AOAO87WXD2_HUMAN_2
AOA087WXD2_HUMAN_3
AOA087WXD2_HUMAN_4
AOA087WXD2_HUMAN_5
AOAO87WXD2_HUMAN_6
AOA087WXD2_HUMAN_7

Q5GJ64_HUMAN
Q5GJ64_HUMAN_2
Q5GJ64_HUMAN_3
Q5GJ64_HUMAN_4
Q5GJ64_HUMAN_5
Q5GJ64_HUMAN_6
Q5GJ64_HUMAN_7

AOA024R9Z0_HUMAN
NDUB8_HUMAN
NDUB8_HUMAN_2
NDUBS_HUMAN_3

Q7LC14_HUMAN

Q7LC14_HUMAN_2
A0A024Q709_HUMAN

ADA024QZ09_HUMAN_2

A0A024Q709_HUMAN_3

A0A024QZ09_HUMAN_4

A0A024QZ09_HUMAN_5

eesggtlPppdfPppplpdsai
flppsldPlpgPvvrgrggae
ppppkahPrpPlppgpspas
lsevdyaPagParsallpgp
lpsdygrPlsfPppriresiq
grsgsmdPsgahPsvrgtpsrqg
rggarasPatgPppllppsat
pdatvggPaptPllppsatas
lkervliPvkgyPkfnfvgkil
vrgrgaaPPPPPvprgrgvg
atvtrgvPppPtvrgapapr
tagigriPlpPppapetyee
ddwngtrPslkaPparpvkgay
aakltsdPtdiPvvclesdng
ksfklysPkePpngnafppf
mldrdvgPtpmyPptylepgig
kwgrmvaPpaePtrggpskrr
palgansPwnskPpssgeskse
tatrgipPswgcPcsaaseppn
slamsrgPgrgaPrpgtgpssh
ggahlsrPlatPlgtwrgsiqg
edhsalvPpviPnhppsnpep
lelcrgyPlpfdPddpntslvt
ngmkdarPssPadvasnssh
grgglpvPkksPksgplerkd
shstgvlPefPpaeagapdqg
rsmyenrPmsPspasglskg
rilggnePgePiyighivpl
sdgklkaPpkPcagnggtgi
tvyaaylPknthPflylsleis
yftgtllPglagPsgemvkstt
kldaflgPlskPlssgpgaiv
emsekrgPtssnPrkrhredsd
lidnyvpPleglPifilrlate
sgggsevPgsiPnswkwtveh
iggakkhPsliPlfvfigtga
hmtkdmfPgpyPrtpeeraaa
gmgygdyPklPdrsgherdp
cwvgdvyPvygPvgpkgypyn
lpestsaPasgPsdgspgpct
tlsllggPeaedPaprlplphv
tilpkkkPppPdadpanepp
sgvvgarPrasPppagplpgp
gavagprPqgasPppcggpggp
igvglglPsfkPgfaeqgslmk

garqvrgPsgPrkasatcss

AOAOAOMSGO_HUMAN
AOAOAOMSGO_HUMAN_2
AOAOAOMSGO_HUMAN_3
AOAOAOMSGO_HUMAN_4
AOAOAOMSGO_HUMAN_5
AOAOAOMSGO_HUMAN_6
AOAOAOMSGO_HUMAN_7
AOAOAOMSGO_HUMAN_8
AOAOAOMSGO_HUMAN_9
AOAOAOMSGO_HUMAN_10
AOAOAOMSGO_HUMAN_11
AOAOAOMSGO_HUMAN_12
AOAOAOMSGO_HUMAN_13
AOAOAOMSGO_HUMAN_14
AOAOAOMSGO_HUMAN_15

WIPF2_HUMAN
WIPF2_HUMAN_2
WIPF2_HUMAN_3
WIPF2_HUMAN_4
WIPF2_HUMAN_5
WIPF2_HUMAN_6

WIPF2_HUMAN_7
WIPF2_HUMAN_S
WIPF2_HUMAN_9
WIPF2_HUMAN_10
WIPF2_HUMAN_11
WIPF2_HUMAN_12
WIPF2_HUMAN_13
COIYA4_HUMAN
C9IVA4_HUMAN_2
RPTOR_HUMAN
RPTOR_HUMAN_2
RPTOR_HUMAN_3
RPTOR_HUMAN_4
RPTOR_HUMAN_5
RPTOR_HUMAN_6
RPTOR_HUMAN_7
RPTOR_HUMAN_8
RPTOR_HUMAN_9
RPTOR_HUMAN_10
RPTOR_HUMAN_11
RPTOR_HUMAN_12
RPTOR_HUMAN_13
SAV1_HUMAN
SAV1_HUMAN_2
SAV1_HUMAN_3

mpvPPPPPpplPPPPPplgap
dlfaggfPvlrPaggrdvagg
ggpgsraPsprlPnktisgpli
hgaartaPprPnvpappppt
PPPPPplPpplPssspiktpl
pltkgnlPvvaPpvpcapppp
PPPPPptPpplPpasvlsdka
glaplhlPpiPpplpllppc
ypglkaePasPagdageppa
ppyascsPraslPapplpgvns
setppplPpksPsfgappgka
gagalpaPpaPpgsgpflgk
agggklnPppaPparspttel
ggatawtPtqgPggglrngsl
svedfppPdeykPcgkiypski
mpiPPPPPppPgPPPPPtfh
nindrsaPilekPkgssggygs
senlagkPalgiPssraaaprp
dssraslPelPrmgrpslpd
mkhsssaPPPPPpgrranap
paynrekPlpPtpggrlhpg
regppapPpvkPppspvnirt
psggslaPPPPPyrgppgvp
sptnesaPelPgrhnslhrk
gpvrglaPppPtsaspslls
ppsrgaaPPPPPpvirngar
rmhgsepPsrgkPPPPPsrtpa
eskysfhPvedfPapeeykhfqg
gcealasPgpPaphmeaegp
tvlgtcaPevPaaasqgptfl
rlecwidPlsmgPgkaletiga
levaainPnhPlaqmplpps
ceatellPmiPdlpadlfts
mrsynctPvssPrlpptymha
mgvenrnPpeqglPivlgvllsg
flsvladPymPaehrtmtaf
teggsltPvrdsPctprlrsvs
ssltgsaPasPtnkgvhihg
gpvsrdlPsgrPgttgpagaq
saryfagPvmkiPeehdlesqgi
giflnrnPgvPsvvkfhpft
gdvrifdPrmPesvnvlgiv
isclafhPhwPhlavgsndy
psfirhgPtiPrrtdiclpd
ngsflrtPigrtPheimrresn

nhgsedlPlpPgwsvdwtmr
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10.

Anhang

A0A024QZ09_HUMAN_6
A0A024QZ09_HUMAN_7

PGPI_HUMAN
PQBP1_HUMAN
PQBP1_HUMAN_2
PQBP1_HUMAN_3
PRC2A_HUMAN
PRC2A_HUMAN_2
PRC2A_HUMAN_3
PRC2A_HUMAN_4
PRC2A_HUMAN_5
PRC2A_HUMAN_6
PRC2A_HUMAN_7
PRC2A_HUMAN_8
PRC2A_HUMAN_9
PRC2A_HUMAN_10
PRC2A_HUMAN_11
PRC2A_HUMAN_12
PRC2A_HUMAN_13
PRC2A_HUMAN_14
PRC2A_HUMAN_15
PRC2A_HUMAN_16
PRC2A_HUMAN_17
PRC2A_HUMAN_18
PRC2A_HUMAN_19
PRC2A_HUMAN_20
PRC2A_HUMAN_21
PRC2A_HUMAN_22
PRC2A_HUMAN_23
PRC2A_HUMAN_24
PRC2A_HUMAN_25
PRC2A_HUMAN_26
PRC2A_HUMAN_27
PRC2A_HUMAN_28
PRC2A_HUMAN_29
PRC2A_HUMAN_30
PRC2A_HUMAN_31
PRC2A_HUMAN_32
PRC2A_HUMAN_33
PRC2A_HUMAN_34
PRC2A_HUMAN_35
PRC2A_HUMAN_36
PRC2A_HUMAN_37
PRC2A_HUMAN_38
PRC2A_HUMAN_39
PRC2A_HUMAN_40
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grssassPehPelhaelgmk
tvlalakPpsPcapgtssqgf
rsafvhvPplgkPynadglgra
swykvifdPscglPyywnadtdl
rkdeeldPmdPssysdaprg
gplfggrPypsPgavlranae
ksleigkPavaPrhglgslgk
aiarrmpPpanlPslkaenkgn
sdastagPpesgPlpasqgtpas
pkrppaaPentPlvpsgvksw
egssgpgPslrPgnsttwrdg
dprgglgPsgPpgfppyrgm
mppfmypPylPfpppygpag
ryptpdgPsrfPrvagprgsg
ppmrlvePvgrPsilkednlk
dgkkgnsPnsePptpktawae
srppetePgpPapkpplppp
gpagnwgPpgdyPdrggppckp
dkrlkaePaaPpaapstpap
pavpkelPapPapppasapt
petepeePagaPpagstptpg
sgsfeasPvePglpskegpe
ppeevppPttPpvpkvepkg
ghgggsaPptPvppsppapv
tlgavpaPgaPPPPPkalyp
galgrppPmpPmnfdprwmm
rllggrpPldfyPpgvhpsglv
mlrergtPpvdPklawvgdvi
atpaeprPltsPlrgaadedd
kgmrsetPpvPPPPPylasy
gfpengaPgpPisrfpleep
vakigtpPpkkePpkeetaqglt
vgsgggqgPppPrresrtetr
gssrrgiPpeePgapprragp
ptkveelPpkPleggdetpk
tkgklggPketPpngnlspap
rgggtggPnhPpaprgrtas
egtltgvPlaPpppgappsp
rggrvitPrgvPsrrgrgggr
ppakslaPkkPptgplppsk
plkekliPgplsPvarggsngg
argsegkPsltlPasapgpeea
gdkeappPvlltPkavgtpggg
spknrsrPpeerPpglplpppp
rggsvtaPgghPrhkpglpga

gqgpsprpPtryePgrvnsglss

SAV1_HUMAN_4
SAV1_HUMAN_5
CLO73_HUMAN
A8K6X3_HUMAN
FXR2_HUMAN
FXR2_HUMAN_2
FXR2_HUMAN_3
FXR2_HUMAN_4
FXR2_HUMAN_5
FXR2_HUMAN_6
FXR2_HUMAN_7
FXR2_HUMAN_8
Q59FD2_HUMAN
Q59FD2_HUMAN_2
Q59FD2_HUMAN_3
Q59FD2_HUMAN_4
Q59FD2_HUMAN_5
Q59FD2_HUMAN_6
Q59FD2_HUMAN_7
Q59FD2_HUMAN_8
Q59FD2_HUMAN_9
Q59FD2_HUMAN_10
Q59FD2_HUMAN_11
RPAP2_HUMAN
RPAP2_HUMAN_2
RPAP2_HUMAN_3
RPAP2_HUMAN_4
P4R3B_HUMAN
PAR3B_HUMAN_2
P4R3B_HUMAN_3
B1AKN6_HUMAN
B1AKN6_HUMAN_2
B1AKN6_HUMAN_3
B1AKN6_HUMAN_4
B1AKN6_HUMAN_5
B1AKN6_HUMAN_6
B6VEX5_HUMAN
B6VEX5_HUMAN_2
B6VEX5_HUMAN_3
B6VEX5_HUMAN_4
B6VEX5_HUMAN_5
Q6FGU7_HUMAN
Q81V54_HUMAN
Q8IV54_HUMAN_2
Q8IV54_HUMAN_3
Q8IV54_HUMAN_4

kkagyrhPcaPsvprydgpp
rngsllvPanPyhtaeipdw
vvhryyrPdltiPeippkrgel
tirgtyfPpgkePkegerkiyl
asggdvePglPvevrgsnga
vtlerlrPvnPnplatkgst
rgrrtggPaygPssdvstase
esekreePnragPgdrdpptrg
tggrgrgPppaPrptsrynss
issvlkdPdsnPyslldtsep
eppvdsePgePppasarrrr
gdsvsklPkgPsengelsap
lkvvaalPegmrPdsnlygfpw
afgrehsPygPsplgwpsse
pptllegPlrlsPllpggggrg
scdrltdPhraPsdtgslspp
rrmmfppPggsyPdsalppgrg
dlgnlnvPdsslPaeneatgpg
fvppplaPvrgPlfpvdargp
lrrgppfPPPPPgamfgasr
yvifppgdfPgpPpapfamrnv
ypprgfpPylPprpgffppp
segrsefPsgliPpsnepateh
kffeagiPktPvwvreeerh
dfvssilPgnrPnstnirpgl
eddiisdPdshfPawresqgnsl
eklskvlPgllvPlgitlgdiy
vgcleydPalagPkrhrefltk
egkavvaPvekPkpeddfpdn
sedkenlPkrtsPggfkftfsh
gerlvksPgcsnPglcvgphhi
aftghhrPvitgPrasphatps
tlhfptsPiiggPgpyfshpai
sqgkvhnPf1Ptpml PPPPP
ppmarpvPlpvPdtkppttst
gaasptsPtystPstspanrfv
gtlsrtnPptgkPpsppmsgrg
tpyktlePvkPptvpndymt
gsssigiPiavPtpspptigp
vadsptPPPPPppddipmfd
dpyadgdPawaPknyiekvva
ldskltlPngePvpclllank
vttdyegPgsPgasdpptpg
tgppprlPngePspdpggkgt
prngsppPgaPssrfrvvkl

aslglgaPtpPsglsggpts



PRC2A_HUMAN_41
PRC2A_HUMAN_42
PRC2A_HUMAN_43
PRC2A_HUMAN_44
PRC2A_HUMAN_45

rdsagvsPfpPkrrerpprk

sgflgskPegPgpgaesrdt
tsrksyrPssmePwmeplspfe
lkgaaegPpkrPggssplnav

egppgsePprrPppaphdgdr

Q8IV54_HUMAN_5
Q8IV54_HUMAN_6
Q6PYX1_HUMAN
Q6PYX1_HUMAN_2
Q6PYX1_HUMAN_3

pplsassPggrPpepetgesa
eemggvpPldsrPsspalyfth
ssastkgPsvfPlapssksts
cdkthtcPpcPapellggps

iskakggPrePgvytlppsr
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10. Anhang

Tabelle A 4: Sequenzanalyse mit Hilfe der Prosite-Suchmaschine®” der durch die immobilisierte pY’-SH3-Domane
224 selektiv angereicherten 73 Proteine. Es wurde nach nicht redundanten Sequenzen der Folge X7-P-X(2-4)-P-X7
gesucht. Es wurden 186 Sequenzen in 62 Proteinen gefunden.

Protein

Prolin-reiche Sequenz

Protein

Prolin-reiche Sequenz

Q5XKLO_HUMAN
Q5XKLO_HUMAN_2
Q5XKLO_HUMAN_3

Q6NSB3_HUMAN
Q6NSB3_HUMAN_2
Q6NSB3_HUMAN_3

Q3ZTS7_HUMAN
Q32TS7_HUMAN_2

B4DTV1_HUMAN
B4DTV1_HUMAN_2
BADTV1_HUMAN_3
B4DTV1_HUMAN_4
BADTV1_HUMAN_5

AOA024R5F9_HUMAN

AOAO24R5F9_HUMAN_2
AOA024R5F9_HUMAN_3
AOAO024R5F9_HUMAN_4

13KQS6_HUMAN
13KQS6_HUMAN_2
13KQS6_HUMAN_3

AOA024RA32_HUMAN
AOA024RA32_HUMAN_2
AOA024RA32_HUMAN_3
AOA024RA32_HUMAN_4

B2RE36_HUMAN
A2ABH1_HUMAN
A2ABH1_HUMAN_2
A2ABH1_HUMAN_3
B2R749_HUMAN
B2R749_HUMAN_2
B2R749_HUMAN_3
B2R749_HUMAN_4
B2R749_HUMAN_5
CMPK2_HUMAN
CMPK2_HUMAN_2
CMPK2_HUMAN_3
CMPK2_HUMAN_4
CMPK2_HUMAN_5
CUED2_HUMAN
CUED2_HUMAN_2
CUED2_HUMAN_3
CUED2_HUMAN_4
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ypgfifiPnpflPgygwhwvkg
rllnhavPrvlPnpegeglph
latdgnfPlePiedekrdis
envaihnPfrPwwerygpvs
npgsrdfPavPysgwdfndg
nlnsnwfPegskPfiygevidl
ecatannPtaitPdeyfneefd
dfiklefPpgfPvkieiplfh
ddyneenPtePgsdgtmsdk
ithdvkvPptPlptndvdvy
laalgsdPprPhrilgalrr
seeseeiPpfhPfhpfpalpe
hgivevdPmltPeerhlnkmg
dgyfeffPpsPrsvdgvkag
sryeaavPdprePgefallrsc
fyyglctPcgaPtnysrwvnl
peesllrPayvvPwgdpwepfy
gpkswgvPppaPevgirtprv
tilvysrPpcgPgfsltepmk
makllahPlgrPcgshasysl
wllskydPeePiyfgrrfkp
igketfhPfvPehhlikgyl
ywnynyyPpvegPgccsdlavs
gylyrygPtlPerilkeisqg
kegydrrPvditPlegrkltfd
pshfgarPlstlPrmaptwlsd
vnavsscPlpPpvtdvslel
kksvvssPrpPecsasapva
mgsaksvPvtParppphnkh
pigvessPgpglPagegleglk
mktssgdPpsPlvkglsevf
edsksnlPpePvlppeapls
skeeargPtetPvasgssdkp
arrllrgPlsgPllgrrgvca
rsyslcvPvtPdagcgarvr
ggfllrdPlddPdtrgallel
vgcagvvPvpePplhpvvpdl
sgglghlPpahhPvygwpedll
gvledlgPsgPseenfdmea
sgvgggvPisPeplgrpeml
gpaawegPngdlPrrlrgpgkd
edgkihrPmaPkeapkklir

MAPKS_HUMAN
MAPK5_HUMAN_2
MAPK5_HUMAN_3

MECR_HUMAN
MECR_HUMAN_2
A8K3N2_HUMAN

ASK3N2_HUMAN_2
B2R6S4_HUMAN
B2R654_HUMAN_2
B2R654_HUMAN_3
Q59GK2_HUMAN
Q59GK2_HUMAN_2
Q59GK2_HUMAN_3
J3KRC4_HUMAN
J3KRC4_HUMAN_2

PCNP_HUMAN
PCNP_HUMAN_2
PCNP_HUMAN_3

B7Z551_HUMAN
B72551_HUMAN_2
B7z551_HUMAN_3
B72551_HUMAN_4
B72551_HUMAN_5
B72551_HUMAN_6

13QT77_HUMAN
13QT77_HUMAN_2

SH21B_HUMAN
Q59F54_HUMAN
Q7Z7M4_HUMAN

Q7Z7M4_HUMAN_2
AOA024RA4Z6_HUMAN

AOA024R476_HUMAN_2

STAR4_HUMAN
SPT6H_HUMAN
SPT6H_HUMAN_2
SPT6H_HUMAN_3
SPT6H_HUMAN_4
SPT6H_HUMAN_5
SPT6H_HUMAN_6
SPT6H_HUMAN_7
SPT6H_HUMAN_S
SPT6H_HUMAN_9

fansvgfPhessPrarllivme
dggdlmtPgftPyyvapqgvle
keksgiiPtsPtpytynksc
rvkmlaaPinPsdinmiggn
eealigvPsdiPlgsaatlgv
rkggrgsPagviPladyyiiag
pkfvglkPgekPvpvdgtkke
ivkvkrkPsvPdsaspadds
vmdviekPendPewwkcrkin
pltsglePspPgcdyirpsl
lkdcsinPksPllyvtrpse
vtsteeyPhlkParyrrgfih
ifseekdPlwgdPcedkrhkdi
rgfrrrfPeePhvpleqgrrg
ahlvhllPgsaPgpapdketa
eeeaadlPtkPtkiskfgfa
iklgsskPketvPtlapktlsv
nededsePeemPpeakmrmkn
difriyaPeaPytspdklkd
itkklgnPkgPtnpflemik
ekllsllPeyvvPytihllahd
ttyslesPkdPvlparfftg
emksfftPgkPkttnvlgav
nassssnPssPgrikgrlds
pglhsfaPdkPggilmmdlk
gklfvydPnnPpssevlriqg
igtaegsPkgviPslkeliskf
vaffeigPgpiPwfivaelfs
srgkhslPdlPydygaleph
hlgiaacPngdPlggttglip
sfdigdgPvfeiPlsnvsqgctt
evkkgkdPnaPkrpmsayml
pcgwfcvPlkdnPngslltgyi
ggeameaPmaPpeeeeedde
ivdddggPlkkPkwrkklpgy
yveqgisadPdkPladgirald
rhetegfPaePlelakdyvc
ynwlrvaPyrPdggveeddd
iktkkekPtfiPyficackel
kfllgygPrgkPrieyvtvtp
dhygdpvPgitPssssrtrtp

vtggggnPnatPagwassqyg



CUTA_HUMAN
CUTA_HUMAN_2
F8VUWS_HUMAN

F8VUWS5_HUMAN_2

DCPS_HUMAN
DCPS_HUMAN_2
Q86T62_HUMAN
Q6ICS7_HUMAN

Q61CS7_HUMAN_2

Q61CS7_HUMAN_3
EVA1B_HUMAN

EVA1B_HUMAN_2
F177A_HUMAN

AOA024RA77_HUMAN
AOA024RA77_HUMAN_2
AOA024RA77_HUMAN_3
AOA024RA77_HUMAN_4
AOA024RA77_HUMAN_5

AOA024R6U3_HUMAN

VOHWJ1_HUMAN
VIHWI1_HUMAN_2
VOHWI1_HUMAN_3
HIFIN_HUMAN
HIFIN_HUMAN_2
HIFIN_HUMAN_3
HM13_HUMAN
HM13_HUMAN_2
HM13_HUMAN_3
J3QRT5_HUMAN
IRGQ_HUMAN
IRGQ_HUMAN_2
IRGQ_HUMAN_3
IRGQ_HUMAN_4
IRGQ_HUMAN_5
IRGQ_HUMAN_6
IRGQ_HUMAN_7
IRGQ_HUMAN_8
HOYMA4_HUMAN
E7EVH7_HUMAN
E7EVH7_HUMAN_2
B4DVZ8_HUMAN
B4DVZ8_HUMAN_2
B4DVZ8_HUMAN_3
B4DVZ8_HUMAN_4
B2MV14_HUMAN
B2MV14_HUMAN_2

llsfvwmPallPvasrllllp
ltmasgsPptgPspasdsgsg
gplgstiPmayyPvgpiyppgs
gatagniPPPPPgcppnaaq
vgngtcaPvrlPfsgfrlgkv
rslrdltPehlPllrnilhgg
gfdrhtsPvfsPanpessmed
fdmilmsPpcgPftrigrggd
klgseplPfgaPggvlimefpk
anllgfpPefgfPekitvkgry
visiswaPrprPrgpagrrdp
dtvtrlgPddtlPgpelsaepd
lekkdvlPtvdPtkltwgpyl
thlsnvyPskPltkdgrlvy
lvctsrtPpssPksstnresh
gnvdngfPggaaPpgfpvypaf
gatsnvnPtgPttsgplnla
hvpgeepPpaPnlvagenrp
alsilmlPhniPsslslltsm
sevvsyaPftlfPslvpsalle
gmlemllPggPeavarlrat
fencllrPgsParvvgcise
glrsysfPtrPiprlsgsdp
feclypyPvhhPcdrgsqgvdf
lgealgnPgevgPllntmikgr
ptnsttrPpstPegialaygs
pfmnkffPasfPnrqyqgllft
fsyeesnPkdPaavteskeg
ftiecrvPtvePldsltlflf
dvetleaPegrPdsgvpslra
flgelscPpaaPgpwaaeanv
gpegngePlaPalgeaalaa
dmllgldPgdPgaapasvpt
aptpfpaPerPnvvliwtvpl
dalilvtPgaPtekdwaqgvg
wevleeaPppviPlrpgglpgl
galllalPpasPsaartkaaa
nkyaggnPvcvrPtpkwagkgig
rpvhfyiPenesPlegklrklr
iygtklgPddPnvaktknnl
ihcrailPcgdtPsvkltytae
airdgetPdpedPsrkiykfiqg
qydllv1lPpsfPyggmenpcl
wnawlysPglPpikpnydmt
iyeaglaPyklrPvaaevygte

pflnwtgPpePieaavarff

SPT6H_HUMAN_10
SPT6H_HUMAN_11
SPT6H_HUMAN_12
AOA024R355_HUMAN
AOA024R355_HUMAN_2
K7EKW3_HUMAN
K7EKW3_HUMAN_2
UAP1L_HUMAN
UAP1L_HUMAN_2
UAP1L_HUMAN_3
UAP1L_HUMAN_4
UAP1L_HUMAN_5
B7ZLF3_HUMAN
B7ZLF3_HUMAN_2
B7ZLF3_HUMAN_3
L7RT18_HUMAN
L7RT18_HUMAN_2
AOA024R7WO_HUMAN
B2L13_HUMAN
B2L13_HUMAN_2
B2L13_HUMAN_3
B2L13_HUMAN_4
B2L13_HUMAN_5
B2L13_HUMAN_6
AOA087WZH7_HUMAN
AOA087WZH7_HUMAN_2
AOAO87WZH7_HUMAN_3
AOA087WZH7_HUMAN_4
AOA087WZH7_HUMAN_5
AOA024RDG6_HUMAN
AOA024RDG6_HUMAN_2
AOA024RCCI_HUMAN
AOA024RCCI_HUMAN_2
AOA024RCCI_HUMAN_3
ADA024RCCO_HUMAN_4
VAPA_HUMAN
VAPA_HUMAN_2
VIHWIO_HUMAN
VOHWIO_HUMAN_2
VOHWIO_HUMAN_3
VOHWIO_HUMAN_4
Q53XM7_HUMAN
B7ZKQ9_HUMAN
B7ZKQ9_HUMAN_2
B7ZKQ9_HUMAN_3
B7ZKQ9_HUMAN_4

ayhvfptPaggPvatplmtps
syttpsgPittPgyhglgast
kgkgrltPrpsPspmiestpm
rpeggeePprPspeetqqgck
msvssslPiegtPppagmphfrk
agagsssPeaPlrsedstcl
ihchrspPgsavPgpsaslaps
aaeacarPhgPppdlaarlr
kvvekayPeePvgvvcgvdg
avtrefePllkPhvavkkvpy
eegnlvkPlkPngikmekfv
dahgawlPelPslppngdpp
rglvihhPaeegPyrcplcggt
rthtgerPfpcPecgrcfslk
grtharmPaphPrrpgvfger
yiinssgPrpPvppspagpp
gegshpgPlggPepgpyagps
ilkevttPkevPaesvtvwid
gfdrhtsPvfsPanpessmed
dnsggvsPpesPtvttswgse
swhteslPvslgPeswggiamd
relgealPeaPapllphita
teveevvPalePtetllseke
spasekkPvpPsegksrlsp
aegeaaePgsPtaaegeaas
edgatpsPsnetPkkkkkrfsf
egaaggdPgeakPgeaavapek
saaaceaPsaagParprsggsp
apsgeagPecsPeappaecaae
afdswekPplPvytqgfyffn
slihvfrPdisPyfglfyekn
gerldnvPhtPssyietlpk
ataeepdPkgiPefwftifrn
ikvkfsdPggPmsfvlefhf
tykmksePdkadPfsfegpeiv
tvsvmlgPfdydPnekskhkfm
dklndmePskavPlnaskgdgp
alkedvgPgkavPreelfvtsk
lwntkhhPedvePalrktladl
sdrawrdPdePvlleepvvl
grkviciPksitPsrilgnikv
nvsvmlgPfdydPnekskhkfm
nlinkyfPgmfPfkdkfglfa
gtsggmwPpfmtPesslefysp
slfldihPvtgiPmncsvklqgl

ggtgkiePvvlPllwfaesga
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10. Anhang

B2MV14_HUMAN_3
C7DUW4_HUMAN
C7DUW4_HUMAN_2
C7DUW4_HUMAN_3
C7DUW4_HUMAN_4

yfsgscaPgsdPrsnlcalci

espassgPasmPgskgkskrk
riscmskPpaPnptpprnld

tmdagckPymaPerinpelng

lkgvveePspglPadrfspefv

CPT2_HUMAN
CPT2_HUMAN_2
CPT2_HUMAN_3
CPT2_HUMAN_4

AOA024RBUS_HUMAN

rlllrawPrgPavgpgapsr

mhygdslPrlPipkledtir
yilsdssPapefPlayltsenr

fkdstgtPavtPgsgpattds

ggltnalPilPvgrtvtisp
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