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Konjugatbeladungs-Inhaltsverzeichnis

Die in dieser Arbeit verwendeten Konjugate mitsamt ihrer Beladung und Molmasse wer-
den hier iibersichtshalber angegeben. Diese Tabelle dient als Referenzmittel und ist der

vorliegenden Arbeit auch zusatzlich als herausnehmbare Beilage zugefiigt.

KONJUGAT KOMPONENTE 1 KOMPONENTE 2 M [g/moll
K11 0,11 Thiol-RhB Pip 12500
K2 1,1 NLS-TAT 15800
K3 1,0 TAT-NLS 15500

Hochaffines WPPPPRVPR- 2285 8

Peptid 9 (W2) WPPPPRVPR ’
K12 2,3 W; 0,2 Thiol-RhB Pip 16400
K17 4,0 W, 21100
K4 4,5 W 1,9 NLS-TAT 28600

K5 4,8 W 1,5 TAT-NLS 28200
Ké 5,2 W2 0,03 NLS-TAT 24300
K7 5,2 W» 0,31 TAT-NLS 25300
K13 5,9 Wa 25100
K1 6,1 W> 0,44 TAT-NLS 27700
K8 6,3 W 2,2 NLS-TAT 33600
K9 7,2 W2 0,4 NLS-TAT 30 100
K10 9,9 W 1,8 TAT-NLS 40500
Affines Peptid 8 (W) WPPPPRVPR 1100,3
K14 39W 16500
K15 4,6 W 17200
K16 10 W 25800
K18 22W 14900
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KONJUGAT KOMPONENTE 1 KOMPONENTE 2 M [g/moll
K19 4,8 W 18000
K20 6,6 W 20100
K21 7,1W 20700
K22 2,0 W 16900
K23 32W; 19600
K24 5,9 W 25800

IVS-Negativ 22 WSPSADVPD 972,0
K25 7,0 IVS-Negativ 19000
FLAG-Tag 23 DYKDDDDK 1012,0
K26 1,2 FLAG-Tag 14100
K27 3,9 WSPSADVPD 2,0 FLAG-Tag 19100
K28 3,5 W3 1,6 FLAG-Tag 22500
K29 4,0 W 2,3 FLAG-Tag 20100

HS\/\/\O

NH,
H NH
. . . 0 b
Peptldomu:’netlkum H%N H\O NH 6489
27 Q/} oo

NH,

0,5 Thiol-RhB Pip

K30 26 TAT 15800

K31 20 27 0,5 Thiol-RhB Pip 17800
T 2,6 TAT

K32 40 27 0,5 Thiol-RhB Pip 19100

= s 2,6 TAT

K33 3,6 27 0,5 Thiol-RhB Pip 15100

K34 6,0 27 0,4 Thiol-RhB Pip 16 600

0,3 Thiol-RhB Pip
K35 19 TAT 13200

* wurde von Lisa Redl (Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jérg Rademann) zur Verfiigung gestellt.
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Zusammenfassung

Multivalente Peptid-Polymerkonjugate bieten ein bislang weitgehend ungenutztes Poten-
tial als Inhibitoren fiir Protein-Protein Interaktionen. Hierbei sind insbesondere ihre pro-
teolytische Bestandigkeit und die mogliche Zellpermeabilitat von Interesse. Des Weiteren
koénnen durch eine multivalente Prasentation Affinitdtssteigerung gegeniiber ihren Ziel-
strukturen im Vergleich zu ihren monovalenten Pendants erreicht werden. Somit kénnten
potentiell potente Inhibitoren entwickelt werden.

In der vorliegenden Arbeit wurden Dextrankonjugate als multivalente, zellgangige Inhi-
bitoren der Tandem-WW-Domine des pre-mRNA Splicingproteins FBP21 und der West-
Nil-Virus Protease NS2B-NS3 eingesetzt.

Hierbei sollte besonders die funktionelle Untersuchung der multivalenten Inhibitoren in
vitro und in vivo im Fokus dieser Arbeit stehen. Als inhibitorische Funktionspeptide dien-
ten zwei Prolin-reiche Sequenzen, das affine Peptid WPPPPRVPR (W) und die hochaffine
Sequenz WPPPPRVPRWPPPPRVPR (W), die bereits als monovalente Peptide eine gute
Bindungsaffinitdt zum FBP21 aufwiesen. Die Beladung der synthetisierten Konjugate
konnten mittels eigens entwickelter Analysemethodik in einer Kombination aus NMR-
und Absorptionsspektroskopie bestimmt werden. Die so ermittelten Molmassen lief3en
sich mittels Gelpermeationschromatographie verifizieren.

Weiterfithrend wurden die Bindungsaffinitaten der Konjugate zum FBP21 anhand isother-
maler Titrationskalorimetrie ermittelt. Hierbei zeigten Konjugate, die das hochaffine Pep-
tid trugen im Vergleich mit der affinen W-Sequenz eine stirkere Bindungsaffinitat bei
geringerer Beladungszahl. Somit wurden die hochaffinen W2-Konjugate fiir die weiteren
biochemischen Untersuchungen eingesetzt, welche in Zusammenarbeit mit Miriam Ber-
tazzon durchgefiithrt wurden.

Da das FBP21 im Zellnukleus lokalisiert ist, sollte die nukleare Aufnahme der Konjugate
induziert werden, um eine Inhibition des FBP21 bewirken zu konnen. Hierfiir wurde eine
Kombination aus zellpenetrierendem Peptid und Kernlokalisationssequenz untersucht.
Die endosomale Freisetzung der Konjugate in das Zytosol und anschlieBende Aufnahme
in den Zellkern wurde durch die gewéhlte Kombination der zellpenetrierenden Peptide in
Verbindung mit dem hochaffinen Funktionspeptid erreicht. Hierbei war jedoch die Bela-

dung der Dextrane mit den jeweiligen Peptidspezies nicht beliebig wéhlbar, da bei hohen
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Beladungszahlen eine Zytotoxizitat der Konstrukte, hervorgerufen durch die biologische
Aktivitat des Inhibitors, auftrat.

Nachdem die Zellaufnahme bestatigt werden konnte, wurde die Splicingaktivitat der
hochaffinen Peptid-Dextrankonjugate anhand eines in vitro Splicing-Assays bestimmt.
Die multivalente Prasentation der Funktionspeptide schien hierbei ausschlaggebend fiir
den inhibitorischen Effekt der Konjugate zu sein. Abschlieflend sollte anhand eines Pull-
down-Assays die Interaktion der Konjugate mit dem FBP21 bestdtigt und potentielle wei-
tere Interaktionspartner ausfindig gemacht werden. Es konnte hierbei eine deutliche In-
teraktion des Funktionspeptid-tragenden Konjugats mit dem FBP21 gegeniiber der Nega-
tivkontrolle gesehen werden. Weiterhin wurde auch die Interaktion einer Vielzahl an wei-
teren Proteinen mit den Konjugaten detektiert, welche zu einem grofien Anteil aus dem
Splicingzyklus oder nahverwandten Prozessen wie der Transkription stammen. Somit
sind die verwendeten Peptid-Dextrankonjugate als PPI-Inhibitoren fiir das pre-mRNA

Splicing einsetzbar.

Fir die Entwicklung zellgéngiger, flaviviraler Inhibitoren wurden Dextrankonjugate syn-
thetisiert, die das potente, literaturbekannte Peptidomimetikum Phenacyl-Lys-Lys-GCMA
verwendeten.[!] Das Peptidomimetikum wies hierbei selbst nur bei erhéhten Konzentra-
tion eine Zellpermeabilitat auf. Um eine Zellgéngigkeit der Konjugate zu gewahrleisten,
wurden somit zuséatzlich zellpenetrierende Peptide (TAT) an die Dextrane gekuppelt. Die
Untersuchung der Aktivitdten der Inhibitoren erfolgte in Zusammenarbeit mit Lisa Redl,
Dr. Christoph Arkona, Dr. Christoph Nitsche und Stephanie Kallis. Hierbei zeigte sich,
dass die TAT-tragenden Konjugate generell eine bessere Aktivitat gegeniiber den Flavivi-
ren West-Nil-, Dengue- und Zika-Virus in vitro und in vivo aufwiesen als Konjugate, die
nur das Peptidomimetikum trugen. Dieses ist dadurch begriindet, dass das TAT-Peptid
selbst als Substrat fiir die NS2B-NS3 Protease wirken kann und somit diese inhibiert. Die
Verwendung der Peptidomimetika in Kombination mit dem TAT zeigte hierbei einen mul-

tivalenten Effekt der Inhibition.
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Abstract

Multivalent peptide-polymer conjugates offer a largely untapped potential as inhibitors of
protein-protein interactions. Especially their stability towards proteolysis and a potential
of increased cell permeability are of interest. Furthermore, they exhibit strongly increased
binding affinities towards their target structures in comparison to their monovalent enti-
ties. Thus, more potent inhibitors could be obtained.

In the following work, dextran conjugates have been used as multivalent, cell-penetrating
inhibitors for the tandem-WW-domains of the pre-mRNA splicing protein FBP21 and the
West Nile virus protease NS2B-NS3.

In this context, the dextran conjugates were investigated in depth on their functional
properties in in vitro and in vivo experiments. Two proline-rich sequences, the peptide
WPPPPRVPR (W) and the high-affinity sequence WPPPPRVPRWPPPPRVPR (W3), were
used as inhibitory peptides due to their good binding activities towards FBP21 as mono-
valent peptides. The loading of the synthesized conjugates could be determined using a
specially developed analysis methodology, which combined the use of NMR and absorp-
tion spectroscopy. Calculated molecular masses could be confirmed using gel permeation
chromatography.

Afterwards, the binding affinities of the conjugates were determined with isothermal ti-
tration calorimetry. Conjugates bearing the high-affinity W2-peptide showed a higher
binding affinity at a lower peptide loading on the dextran than the W-sequence. Conse-
quently, the W3-conjugates were used for the following biochemical investigations which
were done in cooperation with Miriam Bertazzon.

Since FBP21 is localized in the cell nucleus, the nuclear uptake of the conjugates needed
to be induced to enable the inhibition of FBP21. Therefore, a combination of a cell-pene-
trating peptide and a nuclear localization sequence were investigated. The endosomal re-
lease of the conjugates into the cytosol and following uptake into the cell nucleus was
successful for a combination of the cell-penetrating peptide system and the functional W»-
peptide. Due to high cytotoxicity at high peptide loading, the number of peptides coupled
to the dextrans was not freely selectable and has to be taken into consideration. This cy-
totoxicity was most likely due to the biological activity of the inhibitors and therefore

indicated a good potency for the system.
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ABSTRACT

After confirmation of the cellular uptake, the splicing activity of the W2-conjugates were
investigated using an in vitro splicing assay. The multivalent presentation of the func-
tional peptides seemed to be crucial for the inhibitory effect of the conjugates. Finally, the
interaction of the conjugates with FBP21 and the possible interaction with other proteins
was investigated with a pulldown assay. The interaction of the Ws-bearing conjugate with
FBP21 could be seen clearly in comparison with the negative control. Furthermore, a mul-
titude of other peptides from the cell lysate bound to the conjugate. Most of the bound
proteins were splicing proteins or interaction partners from closely related processes (e.g.
transcription). Therefore, the synthesized conjugates can be used as PPI-inhibitors of pre-

mRNA splicing.

Additionally, dextran conjugates were synthesized as cell-permeable, flavivirale inhibi-
tors. In this case the potent peptidomimetic Phenacyl-Lys-Lys-GCMA was used as the
inhibitory component. The peptidomimetic itself only showed cellular uptake at high con-
centrations. Therefore, to insure cellular uptake of the conjugates, the cell-penetrating
peptide TAT was additionally coupled onto the dextran backbone. Activity investigations
of the synthesized inhibitors were done in cooperation with Lisa Redl, Dr. Christoph Ar-
kona, Dr. Chrisoph Nitsche and Stephanie Kallis. The TAT-bearing conjugates generally
showed a higher activity in vitro and in vivo towards the flaviviruses West-Nile, Dengue
and Zika compared to purely peptidomimetic conjugates. This enhanced activity is due to
the fact that TAT itself can act as a substrate for the NS2B-NS3 protease and therefore
inhibit the virus. A combination of both peptidomimetic and TAT leads to an increase

cooperative effect of the inhibition.
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1. ALLGEMEINER TEIL

1.1. Einleitung

Protein-Protein Interaktionen (PPI) spielen in der Regulation von biologischen Prozessen
eine herausragende Rolle, beispielsweise bei der Signaltransduktion oder von intrazellu-
laren Transportprozessen. Somit ist es nicht verwunderlich, dass PPIs auch bei der Entste-
hung von Krankheiten beteiligt sind.[?] Die Entwicklung von potenten Inhibitoren fiir PPIs
ist demnach von groflem Interesse, um die biologischen Prozesse verstehen und Wirk-
stoffe fiir Krankheiten entwickeln zu kénnen. Durch ihre grofien und flachen Bindungs-
flachen stellen PPIs jedoch eine grofle Herausforderung bei der Suche méglicher Inhibito-
ren dar. Niedermolekulare Verbindungen, sogenannte small molecules, welche den Haupt-
anteil der weltweit zugelassenen Wirkstoffe einnehmen, konnen durch geringe Affinita-
ten nur bedingt eingesetzt werden.[3] Die Verwendung von Peptiden, die als Mimetika der
PPIs wirken kénnen, scheinen hingegen eine gute Wahl zu sein.[¥] Durch ihre Anpas-
sungsfahigkeit und Vielseitigkeit konnen sie potentiell die notwendigen Affinititen zu
den Zielstrukturen erreichen. Allerdings besitzen Peptide eine schlechte oralen Bioverfiig-
barkeit, zumeist geringe Zellgéangigkeit und unterliegen einem raschen proteolytischen
Abbau im Organismus.[5-6] Die Untersuchung der Wirkungsweise der Inhibitoren in vivo
und die Validierung der intrazelluldren Zielstrukturen stellt sich somit als schwierig her-
aus.

Als moglicher Losungsansatz werden zunehmend Polymerkonjugate eingesetzt, um die
erwahnten Defizite der Peptide zu tiberkommen.

So konnten Ruttekolk et al. bei der Verwendung von Poly(N-(2-Hydroxypropyl)methac-
rylamid) (pHPMA) als Grundgeriist fiir Peptid-Polymerkonjugate eine Verringerung der
Proteolysegeschwindigkeit gegeniiber ungebundenen Peptiden feststellen. Jedoch konnte
die zellulire Aufnahme der Konjugate nur mittels Elektroporation erreicht werden.[’]
Des Weiteren konnten Richter et al. eine Aktivitatssteigerung durch die multivalente Pra-
sentation von Bid-BH3 Peptiden auf einem Dextrangrundgeriist erzielen und somit die
apoptotische Wirkung der Peptide auf Jurkat-Zellen stark erhhen. ®]

Generell ist die Anpassung der einzelnen Polymerkonjugate an ihre gewiinschte Funktion
ein notwendiger und zeitaufwendiger Schritt. Somit wire die Entwicklung eines leicht
zugéanglichen Konjugatsystems, welches die Defizite der peptidischen PPI-Inhibition {iber-

kommen konnte, von besonderer Bedeutung,.



1.2 MULTIVALENZ

1.2. Multivalenz

Im Allgemeinen bezeichnet die Multivalenz ein System bestehend aus mehreren Interak-
tionspartnern, die iiber mehrere, nichtkovalente Bindungen miteinander wechselwirken.
Hierbei spricht man von multivalenten Rezeptoren, die mehrere dquivalente Bindungs-
stellen besitzen, an die multivalente Liganden binden kénnen. Man grenzt hierbei zwei
Félle voneinander ab; homomultivalente Systeme, die identische Bindungsstellen aufwei-

sen und heteromultivalente Systeme, deren Bindungsstellen sich unterscheiden (Abbil-

dung 1).%

Abbildung 1: Schematische Darstellung eines homomultivalenten Systems (links) und eines hetero-
multivalenten Systems (rechts).

In der Natur beruhen viele intermolekulare Wechselwirkungen zwischen zwei Bindungs-
partnern auf dem Prinzip der Multivalenz. Dieses kann im Mikromaf3stab beobachtet wer-
den, beispielsweise bei der Interaktion von zwei Proteinen in biologischen Systemen[10-11]
oder der Interaktion von Bakterien mit der Zellmembran.[1213] Aber auch im Makromaf-
stab kann man die Auswirkungen der Multivalenz zum Beispiel anhand eines Geckos se-
hen, der entgegen der Schwerkraft an Wanden hochlauft. Hierfiir sind van der Waals und
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen den lamellenartigen Fiiflen des Geckos und
der Wandoberfldche verantwortlich. Die lamellenartigen Fiifle sind hierbei mit einer Viel-

zahl feinster Harchen besetzt, die die eigentliche Interaktionsfliche darstellen.[14-15]

Der Multivalenzbegriff, auch Chelatkooperativitat genannt, befasst sich mit der Anzahl an
der Interaktion beteiligten Bindungsstellen. Durch die multivalente Interaktion von Bin-
dungspartnern kann eine Anderung der Affinitit des Systems auftreten. Man spricht von
(positiver oder negativer) kooperativer Multivalenz oder einem multivalenten Effekt. Gibt
es jedoch keine Affinitaitsinderung durch den multivalenten Charakter eines Systems,

spricht man von nicht-kooperativer Multivalenz.[1¢]
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Streng genommen liegt nur ein multivalentes System vor, wenn bei der Interaktion zwi-
schen zwei multitopen Bindungspartnern zuerst eine intermolekulare und anschlieflend
mindestens eine intramolekulare Wechselwirkung stattfindet (Abbildung 2).[1®] Die mul-
tivalenten Bindungspartner miissen zuerst eine raumliche Néhe aufbauen, damit sie mit-
einander intermolekular interagieren konnen. Sobald der erste Ligand an den Rezeptor
bindet, erhoht sich die effektive lokale Konzentration von Liganden in Rezeptorndhe.
Hierdurch wird die nun intramolekulare Bindung innerhalb des Rezeptor-Ligand-Kom-
plexes von weiteren Liganden wahrscheinlicher und gegebenenfalls kann eine vollstan-

dige Bindung beider Interaktionspartner stattfinden.[!”]

L A _
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Abbildung 2: Schematische Darstellung des multivalenten Bindungsvorgangs. Links: Ein multiva-
lenter Ligand und ein multivalenter Rezeptor liegen vor. Mitte: Ein Ligand hat an den Rezeptor ge-
bunden, nun liegt eine erhihte effektive lokale Konzentration des Liganden vor, die Bindung fiir wei-
tere Liganden wird dadurch wahrscheinlicher. Rechts: Der multivalente Ligand liegt vollstindig an
den Rezeptor gebunden vor.

Um die Bindung der weiteren Liganden zu ermdglichen, muss allerdings eine geeignete
Geometrie der Bindungsstellen untereinander gegeben sein. Hierbei ist insbesondere die
Konformation und Flexibilitdt des Spacers von Interesse.[18-1] Der Spacer verbindet die
Bindungsstellen miteinander und kann somit einen grofien Einfluss auf das Bindungsver-
halten ausiiben (Abbildung 3).[20] Durch die genaue Anpassung der Lingenverhiltnisse
zwischen den einzelnen Bindungsstellen konnen, insbesondere bei starren multivalenten
Systemen, passgenaue Rezeptor-Ligand Komplexe erhalten werden. Damit einhergehend
werden starke Erhéhungen der Bindungsaffinititen beobachtet.[?!] Die Verwendung star-
rer Spacer ist jedoch nicht immer ratsam, da dadurch auch eine Interaktion mit den Bin-
dungsstellen des Rezeptors durch falsche raumliche Anordnung verhindert werden
kann.[22] Weiterhin kann es vorteilhaft sein die Liganden synthetisch an Backbone Struk-
turen (beispielsweise Dendrimere,[?3-24] Kohlenhydrate[?5] und andere Polymerel26-27]) zu
immobilisieren (siehe auch Kapitel 1.3). Hierbei muss jedoch auf die Geometrie des Rezep-
tors geachtet werden, da sonst im Zweifelsfall ein effektives Binden verhindert werden

kann.
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Abbildung 3: Schematische Darstellung verschiedener Bindungsverhdltnisse multivalenter Systeme.
Passgenaues Rezeptor-Ligand Systemen mit starren Spacern (links), bei flexiblen Rezeptoren mit star-
rem Liganden (Mitte) und globuldren Ligandenstrukturen (rechts) wird mitunter durch die rdumliche
Anordnung das Binden aller Liganden an den Rezeptor verhindert.

Die Wirksamkeit multivalenter Liganden als Inhibitoren fiir biologische Prozesse, wie
Wirt-Erreger Interaktionen oder Protein-Protein Interaktionen, kann anhand folgender
Beispiele verdeutlicht werden. Haag und Mitarbeiter untersuchten beispielsweise die In-
teraktion von Influenza-A-Viren via Himagglutinin mit Sialinsaure-tragenden Glykopro-
teinen der Zellmembran und konnten so verschiedene multivalente Inhibitoren entwi-
ckeln. Hierbei zeigte beispielsweise die Verwendung von multivalenten Peptid-Nanopar-
tikeln eine Affinititssteigerung um einen Faktor von etwa 130 gegeniiber dem monova-
lenten Peptid.['3] Durch Anpassung der Inhibitorarchitektur konnten weiterhin lineare Si-
alinsaure-tragende Polyglycerine als effektive Inhibitoren in vivo entwickelt werden, wel-
che im Vergleich mit dendritischen Pendants eine starke Affinititssteigerung aufwie-

sen.[28]

Weiterhin konnten Barnard et al. durch Verwendung von multivalenten Helix-Mimetika
bestehend aus aromatischen Oligoamiden die Interaktion des Transkriptionsfaktors p53
mit der Ubiquitin Ligase h"DM2 inhibieren. Dieses ist ein wichtiger Regulator fiir die Ge-
nomstabilitidt und weist in Krebszellen haufig eine Fehlregulation auf. Der multivalente
Inhibitor konnte hierbei eine Affinitdtssteigerung im Vergleich zum monovalenten Inhi-

bitor aufweisen.[3]
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1.2.1. Bindungsaffinitaten in multivalenten Systemen

Wie bereits in Kapitel 1.2 beschrieben, ist Multivalenz durch die Anzahl der Bindungen
eines Systems gekennzeichnet und nicht direkt durch die Starke dieser Bindungen bzw.
der Affinitat der Bindungspartner zueinander. Dennoch ist es sinnvoll, den Begriff der
Bindungsaffinitdt in Bezug auf multivalente Systeme genauer zu untersuchen, da oft in
diesen Systemen ein kooperativer Effekt und somit eine kooperative Multivalenz auftritt.
Generell ist die Bindungsaffinitat ein Maf} fiir die Stérke einer Bindung zwischen zwei
Interaktionspartnern (bspw. Protein-Protein, Enzym-Substrat, Protein-Ligand) und ist fiir

ein System aus zwei Bindungspartnern (A und B) nach Gleichung (1) definiert.[2"]

A+ B AB

(1)

Hierbei sind [A], [B] und [AB] die Konzentrationen der Bindungspartner A und B, sowie
die des entstehenden Komplexes AB. Wenn die Affinitat der Interaktionspartner zueinan-
der steigt, nimmt somit auch die Affinitatskonstante K4 zu. Es hat sich jedoch eingebiirgert
als Maf} fiir die Bindungsaffinitdt die Dissoziationskonstante Kp zu verwenden, welches

der reziproke Wert der Affinititskonstante ist (Gleichung (2)).[°]
1

Kp = K, (2)

Fiir ein multivalentes System ist die Beschreibung der Bindungsaffinitaten etwas kompli-
zierter, da die Bindungspartner unterschiedlich viele Bindungsstellen aufweisen kénnen,
die aber nicht unbedingt alle zur Interaktion beitragen miissen.

Krishnamurthy et al. unterscheiden zwischen der Bindungsaffinitat eines monovalenten
Systems (KpAffinitat) welches durch die Dissoziationskonstante beschrieben wird und der
Bindungsaviditit.’%] Die Aviditat (KpAv9itd) wird hierbei als die Affinitit eines multiva-
lenten Ligand-Rezeptor Komplexes bestehend aus N Interaktionsstellen, die komplett
miteinander interagieren, definiert (Gleichung (3)).

Laut Kitov et al. sollte jedoch bei der Beschreibung der Bindungsaviditat eines multiva-
lenten Systems mit in Betracht gezogen werden, dass nicht alle Bindungsstellen in multi-
valenten Systemen gleichzeitig an der Bindung der Interaktionspartner beteiligt sein miis-

sen.31] Stattdessen sei eine Vielzahl verschiedener Interaktionen denkbar und
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gegebenenfalls sogar wahrscheinlicher, bei denen keine komplette Besetzung der Bin-
dungsplétze vorliegt. Somit sollte die Bindungsaviditat die verschiedenen Bindungsmodi

mit einbeziehen und daher als Summe dieser Modi angesehen werden (Gleichung (4)).

Aviditat _ <N 1 1 1 (4)
K =X Ky = (— + +.o+ —

b v K= Gl o ko1
Um das Mafl des multivalenten Effekts der Interaktion zwischen Rezeptor und Ligand

quantifizieren zu konnen, fithrten Mammen et al. den sogenannten Verstarkungsfaktor 3
ein, der das Verhiltnis aus Affinitit zu Aviditit beschreibt (Gleichung (5)).[3%
K Affinitit
D
B = K Aviditit ()

Wird ein Wert erhalten, der grofier 1 ist, liegt eine Verstarkung der Bindungsaffinitét des
multivalenten gegeniiber des monovalenten Systems vor und somit kooperative Multi-

valenz. Bei Werten kleiner 1 liegt hingegen eine nicht-kooperative Multivalenz vor.

1.2.2. Thermodynamik von multivalenten Systemen

Ein weiterer wichtiger Punkt bei der Beschreibung von multivalenten Systemen ist die
Betrachtung der thermodynamischen Zustandsgroflen. Hierbei sind insbesondere die
Gibbs Energie (AG), die Enthalpie (AH) und die Entropie (AS) von besonderer Bedeutung,
welche in folgendem Zusammenhang zueinander stehen (Gleichung (6)):[33]

AG = AH - TAS (6)

Die Entropie wiederum setzt sich aus den Beitragen der Rotations-, Solvatations- und
Translationsentropie zusammen (Gleichung (7)).[33-34]

ASmono = AStrans + ASrot + ASspl (7)

Fiir ein multivalentes System verkomplizieren sich diese beiden Gleichungen stark, da die
verschiedenen Bindungszustinde mit einbezogen werden miissen. Weiterhin muss die
Moglichkeit in Betracht gezogen werden, dass ein Entropieverlust des Systems vorliegen
kann, der durch die beschrankte Beweglichkeit des Spacers im Ligand-Rezeptor Komplex
hervorgerufen werden kann. Aulerdem kann der Spacer energetisch (un-)giinstig mit der
Rezeptoroberflidche interagieren. Somit ergibt sich fiir ein multivalentes System durch

Einbeziehen dieser Faktoren aus Gleichung (8) Folgendes:[3]
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AGIE)I (1) = iAH,gffinitéit - iTASXffinitét + (i - 1)TAS;)‘rans+Rota + (i - 1)AH_SQpacer
(8)

(i~ 1) TASns + (i~ 1) AGloop ~ RTIn (—)
Hierbei bezeichnet i immer die Anzahl der gebundenen Liganden im Ligand-Rezeptor Sys-
tem, welche in den Termen fir die Enthalpie und Entropie (AH ffinitar und ASCAffinitar) be-
riicksichtigt werden. Bei unabhangig voneinander arbeitenden Liganden berechnet sich
die freie Enthalpie AG’ nur aus diesen beiden Termen. Wohingegen bei kooperativer Mul-
tivalenz auch die nachfolgenden Terme von grofler Bedeutung sind.[30]

Der Term (i-1) TASTrans+Rota beschreibt die translatorischen und rotatorischen Beitrage der
Entropie des multivalenten Systems. Diese sollten durch Verkniipfen der einzelnen Lig-
anden miteinander in etwa den gleichen Betrag aufweisen, wie ein einzelner Ligand und
somit den grofiten Vorteil der Multivalenz ausmachen. Aufgrund der Enthalpie-Entropie-
Kompensation wird dieser Vorteil in realen Systemen allerdings geschmailert. Da multiva-
lente Bindungen zumeist eine stirkere Bindung der Liganden an den Rezeptor (und somit
eine stark erhohte Enthalpie) bedingen, wird dadurch auch die Flexibilitat des Systems
stark verringert. Durch die starreren Bindungsverhéltnisse und somit héhere Ordnung
des Systems wird die Entropie des multivalenten Systems verringert. Somit wird der Mul-
tivalenzeffekt gemindert.[30. 35-36]

Um auch Interaktionen zwischen dem Spacer, der die einzelnen Liganden miteinander
verbindet, und der Rezeptoroberflache einzuschliefen, muss der Term (i-1) AHspacer be-
riicksichtigt werden. Hiermit werden nicht nur vorteilhafte, sondern auch unvorteilhafte
enthalpische Interaktionen einbezogen. Der Term —(i-1) TAS’konf beschreibt den Entropie-
verlust aufgrund von Konformationsédnderungen des Spacers. Der Einfluss dieses Entro-
pieverlusts auf die freie Enthalpie wird hierbei jedoch kontrovers betrachtet.
Krishnamurthy et al. berichteten, dass bei flexiblen Spacern dieser Entropieverlust beim
Binden an den Rezeptor aufgrund ihrer inhdrenten Flexibilitat viel groler sei als bei star-
ren Spacern. Somit solle, um ein gut bindendes, multivalentes System zu erreichen, auf
sehr flexible Spacer verzichtet werden.[*®] Laut Kane et al. habe dieser Entropieverlust je-
doch nur eine geringe Auswirkung auf AG, sodass auch flexible Spacer zweifelsfrei ver-
wendet werden koénnten.[2] Dies ist besonders von Interesse, da sich flexible Spacer mit-
unter besser an die Bindungsverhaltnisse im Rezeptor anpassen kénnen.

Der Term AG’ko0p beschreibt den Kooperativititseffekt zwischen Bindungsstellen. Letzte-

rer hat bei vielen multivalenten Systemen einen kleinen Wert (um Null) und zeigt somit,

8 |



1.2.3 ITC ALS MESSMETHODE IN MULTIVALENTEN SYSTEMEN

dass die Bindungsstellen nahezu unabhéngig interagieren. AbschlieBend beschreibt der
Term RT In (%) die sogenannte Aviditatsentropie, welche die Variation der Besetzung
0

der einzelnen Bindungsstellen beinhaltet (Abbildung 4).3]

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Aviditdtsentropie. Der Ligand 1 kann sowohl an den
rechten (a) als auch den linken (c) dufSeren Rezeptor binden und somit eine Variation der Besetzungs-
zustdnde ergeben.

Abschlieflend lasst sich sagen, dass die freie Enthalpie eines multivalenten Systems stark
von den verschiedenen Enthalpie- und Entropiebeitragen beeinflusst wird. So kann es
durchaus vorkommen, dass durch das multivalente Binden eines Ligand-Rezeptor-Sys-
tems grofie Enthalpiemengen frei werden, welche aber durch die starke Verringerung der
Flexibilitat des Systems und somit der Entropie wieder kompensiert werden. Auf diese
Weise kann es vorkommen, dass die freie Enthalpie des gesamten Systems nur geringe
Anderungen zu der des monovalenten Systems aufweist, obwohl die inneren Gegebenhei-

ten des Systems sich vollkommen unterscheiden.[37-38

1.2.3. Isothermale Titrationskalorimetrie als Messmethode
in multivalenten Systemen

Die in Kapitel 1.2.1 und 1.2.2 besprochenen thermodynamischen Zustandsgréf3en und Bin-
dungsaffinitaten konnen auf verschiedenste Weise gemessen werden. Hierzu gehoren bei-
spielsweise fiir die Bindungsaffinitatsbestimmung die Oberflichenplasmonenresonanz-
spektroskopie (SPR),[3%-40] Bio-Layer-Interferometrie (BLI),[#] NMR-Titrationsmessun-
genl*?l sowie chemische und optische Assays[*] (unter anderem Fluoreszenzpolarisations-
Assay[®* 44, Radioliganden-Bindungsassay(*’] und Lumineszenz Ligand-Rezeptor Bin-
dungsassay(*¢]). Fiir die gleichzeitige Bestimmung von Kp-Werten und thermodynami-
schen Parametern ist es jedoch ratsam die isothermale Titrationskalorimetrie (ITC) zu ver-
wenden, da diese Methode gegeniiber anderen viele Vorteile aufweist. So kann man bei-

spielsweise die zu untersuchenden Rezeptor-Liganden-Systeme in ihrer natiirlichen
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Umgebung (Puffer, ungelabelt, nicht immobilisiert) untersuchen. Weiterhin kann in einem
sehr grof3en Temperaturbereich gearbeitet werden. Die verwendeten Liganden/ Rezepto-
ren konnen in ihrer Grof3e stark variieren, sodass sowohl kleine Molekiile als auch Prote-
ine im MDa-Bereich vermessen werden konnen. Des Weiteren konnen Systeme mit un-
terschiedlichster Bindungsaffinitat (vom nM- bis in den mM-Bereich) vermessen werden.
Dieses macht ITC fiir eine Vielzahl von Systemen anwendbar.[3% 47]

Die Messmethode der ITC beruht darauf, dass bei Interaktionen von Rezeptor-Ligand Paa-
ren Reaktionswirme verbraucht wird (endotherme Reaktionen) oder frei wird (exotherme
Reaktionen). Die Messzelle befindet sich zusammen mit einer Referenzzelle in einem adi-
abatischen Mantel, welcher dafiir sorgt, dass die beiden Zellen durch Heizung bei kon-

stanter Leistung auf einer konstanten Temperatur gehalten werden (Abbildung 5).

1

Nadel mit
Ligand

Adiabatischer
Mantel

\\
Referenz- Messzelle
zelle | L—  mit
Rezeptor

Abbildung 5: Schematischer Aufbau der isothermalen Titrationskalorimetrie. Die Referenzzelle (hell-
blau) und die Messzelle (dunkelblau) sind von einem adiabatischen Mantel (grau) umgeben. Durch
die Nadel (orange) wird Ligand in die mit Rezeptormolekiilen gefiillte Messzelle titriert. Die Anderung
der Temperatur der Messzelle durch Rezeptor-Liganden Interaktion wird im Vergleich zur Referenz-
zelle detektiert und angeglichen.

Wird nun tiber eine Nadel ein Ligand in die Messzelle injiziert, in der bereits der Rezeptor
(bspw. Proteine, Enzyme, Makromolekiile) vorgelegt ist, kommt es zu einer Interaktion
der beiden Spezies. Diese Interaktion fithrt darauthin meist zu einer exothermen Reaktion,
sodass Reaktionswarme an die Umgebung abgegeben wird. Durch den Riickkopplungs-
mechanismus zwischen den beiden Zellen erkennt das System die erh6hte Temperatur in
der Messzelle und passt die Leistung fiir die Beheizung der Zelle an. Hierdurch wird in

kiirzester Zeit dafiir gesorgt, dass die Temperatur der Messzelle mit der der Referenzzelle
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1.2.3 ITC ALS MESSMETHODE IN MULTIVALENTEN SYSTEMEN

wieder Ubereinstimmt. Die Anderung der Leistung (DP) wird als Messsignal aufgenom-

men (Abbildung 6).[48]

DP [pcal/s]

t [min]

Abbildung 6: Schematische Darstellung des ITC-Messsignals. Die Leistungsdnderung DP ist im zeit-
lichen Verlauf aufgetragen. Bei jeder Injektion des Liganden entsteht ein Peak, der auf die freigesetzte
bzw. verbrauchte Wirmemenge der Interaktionspartner zuriickzufiithren ist. Das Messgerdt detektiert
die verdnderte Temperatur der Messzelle gegeniiber der Referenzzelle und passt die Leistung des Gerdits
so an, dass die Zellen wieder auf die gleiche Temperatur geheizt bzw. gekiihlt werden.

Durch Integration der einzelnen Peaks des Messsignals und anschlieendes Auftragen ge-
gen das molare Verhiltnis von Liganden zu Protein, kann die Bindungsisotherme erhalten
werden (Abbildung 7). Aus der Steigung der Bindungsisothermen kann darauthin die
Affinitat Ka erhalten werden, welche mit Hilfe von Gleichung (2) die Dissoziations-
konstante Kp ergibt. Die Stochiometrie der Reaktion ist das molare Verhéaltnis am Wen-
depunkt der Bindungsisothermen und kann somit direkt aus dem Diagramm abgelesen
werden. Sie gibt an, in welchem Bindungsverhaltnis die Liganden und Rezeptoren im ge-
bildeten Komplex zueinander stehen. Bei einer Stochiometrie von 1 interagiert somit ein
Ligand- mit einem Rezeptormolekiil. Weiterhin kann die Bindungsenthalpie AH des Sys-
tems anhand des Diagramms berechnet werden. Sie ist die Differenz der Enthalpie des

End- und Anfangszustands.[*”] Mithilfe der Affinitit K4 und der Bindungsenthalpie AH

kann weiterhin die Freie Enthalpie des Systems AG und die Bindungsentropie AS bestimmt
werden (Gleichung (9)).134
AG = -RTInKy = AH - TAS 9)
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AH [kJ/mol]

Bindungs-
enthalpie AH

Stochiometrie

Molares Verhiltnis

Abbildung 7: Schematische Darstellung der ITC-Bindungsisotherme. Durch Integration der Peakfli-
chen des Messsignals kann die ITC-Bindungsisotherme (blau) erhalten werden. Mit ihrer Hilfe kann
man die Affinitdt der Liganden zum Rezeptor (orange), die Stochiometrie der Reaktion (griin) und die
Bindungsenthalpie (grau) bestimmen.

Somit erhilt man durch ein einzelnes Experiment eine Vielzahl an Parametern, die den
Zustand des Systems beschreiben und kann dadurch den (multivalenten) Bindungsmecha-

nismus der Interaktion besser verstehen.

1.3. Verwendung von Polymerkonjugaten

Multivalente Liganden konnen in verschiedenen strukturellen Konformationen vorliegen
(Kapitel 1.2, Abbildung 3). Hierbei kommen unter anderem lineare, dendritische als auch
kammartige Strukturen vor. Um solche Strukturen zu erreichen, konnen sogenannte Po-
lymerkonjugate eingesetzt werden, welche die Liganden auf einem Polymergrundgeriist
immobilisieren. Als Trégermaterialien konnen verschiedenste Substanzen verwendet
werden. Hierbei sind besonders synthetische Polymere wie Polyethylenglycol (PEG)[50-51],
Polyethylenimin (PEI)[52l und pHPMAI%3] beliebt, aber auch biokompatible Materialien wie
Dextranel54-55], Chitosane[°] und Hyaluronséurederivate[57-38] finden hiufig Anwendung.
Zudem gibt es ein weites Feld an Dendrimerderivaten[59-6%], die aus den verschiedensten

Grundbausteinen, wie beispielsweise Polyglycerin (PG)[®!] hergestellt werden kénnen

(Abbildung 8).
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Abbildung 8: Verschiedene Trdgermaterialien fiir Konjugate. Diese lassen sich in unterschiedliche
Gruppen (bspw. synthetische Polymere, Dendrimere und Biopolymere) aufteilen.

Die verschiedenen Tragermaterialien weisen beispielsweise unterschiedliche Eigenschaf-
ten hinsichtlich Funktionalisierbarkeit, Flexibilitat, Loslichkeit oder auch Biokompatibili-
tat auf. Daher ist bei der Wahl des Tragermaterials immer auch die Funktion des ge-
wiinschten Endprodukts zu berticksichtigen.

Durch ihren modularen Aufbau lassen sich Polymerkonjugate zudem gleichzeitig mit ver-

schiedenen Cargos kuppeln. Hierbei ist insbesondere die simultane Verwendung von
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Funktionspeptiden und Transportpeptiden, sogenannten zellpenetrierenden Peptiden
(siehe auch Kapitel 1.5.1), von Interesse. Die zellpenetrierenden Peptid-Polymerkonjugate
konnen beispielsweise fiir die Aufnahme von sonst nicht zellgéngigen Polymeren,[62] Pep-
tiden[®] und Prodrugs!®] sorgen. Koschek et al. konnten aulerdem zeigen, dass bei der
Verwendung von zellpenetrierenden Peptid-Polymerkonjugaten sowohl die Gesamtober-
flachenladung, als auch die Verteilung der Ladung von Bedeutung fiir die zellulare Auf-
nahme der Konjugate ist.[64]

Weiterhin kénnen Polymerkonjugate durch die mogliche multivalente Prasentation mit
intrazelluldren Zielproteinen spezifisch interagieren und so eine Steigerung der ge-
wiinschten Effekte hervorrufen. So konnten Ruttekolk et al. zeigen, dass an pHPMA-ge-
bundene BH3-Peptide eine hohere proteolytische Bestandigkeit aufweisen, als ihre unge-
bundenen Pendants. Somit ist eine ldngere Aufenthalts- und Wirkzeit der Peptid-Polymer-
konjugate intrazellulér erreichbar.l”] Dariiber hinaus konnten Richter et al. anhand von
Dextranderivaten zeigen, dass die multivalenter Prasentation von Bid-BH3 Peptiden im
Gegensatz zu monomer verwendetem Peptid eine gewiinschte starke Steigerung der
Apoptose in Jurkat-Zellen erreichen konnten.!®]

Dariiber hinaus konnten Koschek et al. zeigen, dass die Wahl des Tragermaterials fiir die
Synthese von Peptid-Polymerkonjugaten von besonderer Bedeutung ist. Die Untersu-
chung von drei verschiedenen, biokompatiblen Tragermaterialien (pHPMA, hPG und
Dextran), die als Liganden fiir die Tandem-WW-Domaénen des Proteins FBP21 (siehe auch
Kapitel 1.4) fungieren sollten, zeigte in ITC-Experimenten entscheidende Unterschiede in
der Bindung zur Zielstruktur. So zeigte sich, dass auf Grund der starken Flexibilitat des
Grundgeriistes das pHPMA nicht als Tragermaterial geeignet war. Beim dendritischen
hPG konnten, bedingt durch seine globulére Struktur, nicht alle auf dem Grundgeriist be-
findlichen Liganden an der Bindung zum FBP21 teilnehmen. Stattdessen neigten hPG- und
pHPMA-Konjugate aufgrund ihrer jeweiligen Struktur zur Aggregatbildung, wahrend das
Dextran bivalente, 16sliche Komplexe mit dem FBP21 bildete. Somit wurde das Dextran
mit seinem relativ rigiden Grundgeriist als am besten geeignete Tragermaterial identifi-
ziert.[20]

Aufbauend auf den Vorarbeiten von Richter und Koschek wurden Dextrane aufgrund ih-
rer guten Biokompatibilitat, ihres linearen Aufbaus und guten Bindungseigenschaften als
geeignetes Tragermaterial fiir die in dieser Arbeit verwendeten Peptid-Polymerkonjugate

ausgewahlt.
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1.3.1. Kupplungsstrategien fiir Polymerkonjugate

Es gibt synthetisch gesehen viele verschiedene Wege, auf denen die in Kapitel 1.3 be-
schriebenen Konjugate hergestellt werden kénnen.[®5] Generell gibt es drei verschiedene
Strategiewege, die zur Kupplung von Polymeren mit Proteinen oder Peptiden fithren kon-
nen: die grafting from, grafting to und grafting through Strategien (Abbildung 9).(6¢]

Bei der haufig verwendeten grafting to Strategie wird das entsprechende Peptid (bzw. Po-
lymer, Prodrug) an das bereits fertig synthetisierte Polymer gekuppelt. Hierbei kommen
oft heterofunktionalisierte Spacer zum Einsatz, mit denen das Polymer zuvor funktionali-
siert wurde, um eine Reaktivitatssteigerung bei der Reaktion mit den Liganden zu errei-
chen. Bei der grafting from Strategie werden die entsprechenden Polymere durch Poly-
merkettenwachstum auf der Peptid- bzw. Proteinoberflache gebildet. Die Peptide bzw.
Proteine wirken hierbei als Makroinitiatoren der Propagationsreaktion. Es ist allerdings
bei der grafting from Strategie genauso moglich eine Peptidsequenz Schritt fiir Schritt auf
der Polymeroberfldche zu synthetisieren. Diese Methode dhnelt der Festphasenpeptidsyn-
these, wobei die Polymeroberfliache als Ersatz fiir das dort verwendete Polymerharz ver-
wendet wird. Schlieflich kann bei der grafting through Strategie das Polymer aus Mono-
meren synthetisiert werden, die bereits Peptidsequenzen in den Seitenketten tragen. Hier-
bei werden zumeist kammartige Polymere hoher funktionaler Dichte erhalten.[66-67]

grafting to grafting from grafting through

0
Abbildung 9: Schematische Darstellung der verschiedenen Synthesestrategien bei der Konjugatsyn-
these. Beim grafting to wird an das bestehende Polymer (blau) iiber Linker das Peptid/Protein (orange)

gekuppelt. Beim grafting from wird auf der Polymeroberfliche die Peptidsequenz schrittweise synthe-
tisiert und beim grafting through werden Peptid-tragende Monomere zum Polymer polymerisiert.
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Zu den am meisten verwendeten Methoden in der grafting to Strategie zahlen die Malein-
imid-Thiol Reaktion,[93-%%] Native Chemische Ligation (NCL)!- 7] und Click-Reaktionen(”!-
73] (Abbildung 10), da diese sehr spezifisch und effizient ablaufen. Durch ihre Vielseitig-

keit wurden alle drei Reaktionstypen bereits fiir die Synthese einer Vielzahl verschiedens-
ter Polymerkonjugate eingesetzt. So ist es beispielsweise moglich modulare Konjugate
herzustellen, die auch mehrere verschiedene Peptide auf dem Polymergrundgeriist tra-
genl”] beziehungsweise multiple Anzahlen eines Peptids zu kuppeln, um multivalente

Konjugate zu erzeugen.!’]

Maleimid-Thiol Reaktion

0 0
R-SH
N || T~ N
s-R
o] o]

Native Chemische Ligation
0

o
_R Hs/”\T/ﬂ\ﬁP tid 2
Peptidsequenz 1})J\S eptidsequenz
NH,
1) Transthioveresterung
2) S = N-Acylshift
SH
0]
Peptidsequenz 2
Peptidsequenz 1 H
0]
Click -Reaktion
S)
N
®, 1
N R— Ney
N - = N
Cu(l)-Katalyse \)\R

Abbildung 10: Am hdufigsten verwendete Reaktionsarten bei der grafting to Strategie. Bei der Male-
inimid-Thiol Reaktion reagieren Thiole spezifisch mit an Polymeren immobilisierten Maleinimiden.
Die Native Chemische Ligation verlduft in zwei Schritten. Zuerst findet eine Transthioveresterung
zwischen einem C-terminal Thioester-tragenden Peptid und einem N-terminal Cystein-tragenden Pep-
tid statt. Anschlieflend erfolgt ein S — N-Acylshift, bei dem die labile Thioesterbindung durch eine
stabile Amidbindung ersetzt wird. Bei der Kupfer(I)-katalysierten Click-Reaktion entstehen aus Poly-
mer-gebundenen Aziden und Alkinen spezifisch 1,4-Triazole.
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Die Click-Reaktion sorgt dafiir, dass die Polymere und Peptide kovalent iiber Triazole mit-
einander verbunden werden. Hierbei entstehen bei Verwendung eines Kupfer(I)-Kataly-
sators spezifisch 1,4-Triazole bei Raumtemperatur. Wird auf diese Katalyse verzichtet,
kann bei erhohter Temperatur ein Gemisch aus 1,4- und 1,5-Triazolen erhalten werden.[7!]
Um auf Metallkatalysatoren verzichten zu konnen und trotzdem einheitliche Produkte zu
erhalten, wurden schliellich auch andere Kupplungsmethoden entwickelt. Hierbei spielen
die Thiol-basierten Methoden, zu welchen beispielsweise auch die Native Chemische Li-
gation und die Maleinimid-Thiol Reaktion gehoren, eine besondere Rolle.[7]

Bei der NCL reagiert ein C-terminal Thioester-tragendes Peptid bzw. ein Thioester-tra-
gendes Polymer mit einem N-terminal Cystein-tragendem zweiten Peptid unter Abspal-
tung des entsprechenden Thioesters. Der anschlieffend erfolgende N — S-Acylshift sorgt
fiir eine Umlagerung vom labilen Thioester zur stabilen Amidbindung.7¢]

Die Maleinimid-Thiol Reaktion hingegen verwendet freie Thiole, die unter Anlagerung an
die Doppelbindung des Maleinimids ein kovalentes Konjugat bilden. Die Reaktion ist pH-
Wert abhingig, da bei pH-Werten > 8 auch in der Thiolverbindung enthaltene priméare
Amine nukleophil am Maleinimid angreifen konnen. Dieses ist besonders bei Thiol-halti-
gen Peptiden der Fall.[77l Weiterhin sorgt ein zu geringer pH-Wert fiir einen Riickgang in
der Reaktionsgeschwindigkeit zwischen Maleinimid und Thiol, da hier das Thiol proto-
niert vorliegt und somit selbst weniger nukleophil ist.[6% 78] Unter basischen Bedingungen
reagieren Thiole bereitwillig zu Disulfiden und stehen somit nicht mehr fiir die Reaktion
mit Maleinimiden zur Verfiigung. Die entstandenen Disulfide lassen sich mit Reduktions-
mitteln wie Dithiothreitol (DTT) oder Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP) wieder zu
Thiolen reduzieren, doch hier kann eine Nebenreaktion mit dem Maleinimid nicht ausge-
schlossen werden.[”] Trotz all dieser Einschrinkungen werden Maleinimid-Thiol Reaktio-
nen héufig zur Synthese von Konjugaten verwendet, da sie ohne den Zusatz von weiteren
Reagenzien (bspw. Katalysatoren) in wassrigen Systemen reagieren und somit insbeson-
dere fiir die Synthese von Biokonjugaten gut geeignet sind.[’5] Dieses liegt an der Reakti-
vitat des Maleinimids, welches durch seine aktivierenden Carbonylgruppen und die Ring-
spannung besonders schnell mit Thiolen reagieren kann. Unter Beachtung der entspre-
chenden pH-Werte reagieren Maleinimide nahezu ausschlieflich mit den vorliegenden
Thiolen und sind in diesem Fall &uflerst selektiv. (8]

Im Zuge dieser Arbeit wurde aufgrund der genannten Vorteile auf Maleinimid-Thiol Re-
aktionen zuriickgegriffen, um multivalente Konjugate aus Maleinimiddextranen und ver-

schiedenen Thiol-haltigen Peptiden zu synthetisieren.
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1.4. Formin-bindendes Protein 21 (FBP21) und
der Einfluss der Tandem-WW-Domaianen auf das
pre-mRNA Splicing

Formin-bindende Proteine, auch FBPs genannt, sind eine Gruppe von Proteinen, die 1996
erstmals von Chan et al. beschrieben wurden.[8!) Um die Funktion der Formine in Zusam-
menhang mit ihrer Funktion bei der Ausbildung von Bein- und Nierenfunktionen in Méu-
sen besser verstehen und mogliche Interaktionspartner finden zu kénnen, fithrten Chan
et al. einen Protein-Protein Interaktionsassay mit murinen Embryonenzellen durch. Hier-
bei verwendeten sie im Formin enthaltene Prolin-reiche Sequenzen (PRS), die bereits ge-
wisse Bindungsaffinititen fiir Src-homology 3 (SH3) Doménen gezeigt hatten.[82] Neben
einer Klasse Formin-bindender Proteine, die solche SH3-Domanen aufwiesen, konnte eine
neue Klasse FBPs entdeckt werden, die als gemeinsame Homologieregion sogenannte
WW-Doménen beinhaltete. Auch das in dieser Arbeit verwendete FBP21 wurde hierbei
erstmals entdeckt. (8]

Weiterfithrende Untersuchungen dieser neuen Klasse an FBPs zeigte, dass das Motiv der
WW-Doménen stark konserviert auftrat, wobei ein zentraler aromatischer Block aus 3 Ty-
rosinen vorhanden war (W-YYY-W).183] Weiterhin konnten auch einige FBPs mit mehre-
ren WW-Dominen entdeckt werden, wie beispielsweise FBP11 und FBP21. Die Tandem-
WW-Dominen dieser beiden Proteine wiesen eine erstaunliche Ahnlichkeit zu dem in

Hefe vorkommenden Splicingfaktor Prp40 auf (Abbildung 11), der beim pre-mRNA Spli-

cing in Hefe eine wichtige Rolle spielt.[81. 84]

FBP11, #1 WTEHKSPDGRT - NTETKAQSTWEKP
FBP11, #2 WKEYKSDSGKP - NSQTKESRWAK®P
FBP21, #1 WV EGVTADGHTC -DLI TGASQWETK?P
FBP21, #2 WVEGLSEDGYT - NTETGESKWEKP
Sc.Prp40, #1 WKEAKDASGRI - NTLTKKSTWEIK?P
Sc.Prp40,#42 W K A A K T A DG K V - NPTTRETSWT I P

Abbildung 11: Vergleich der Aminosduresequenzen der WW-Domdnen von FBP11, FBP21 und
Sc.Prp40. Abgesehen von den bindungsrelevanten Aminosduren Tryptophan (W, blau), Prolin (P, griin)
und Tyrosin (Y, orange) kénnen auch weitere Aminosdureiibereinstimmungen in den Sequenzen er-
kannt werden.
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Die Genexpression von eukaryontischen Zellen beinhaltet mehrere Schritte: Transkrip-
tion, mRNA Prozessierung und anschlieSender Export aus dem Zellnukleus. Ein wichtiger
Schritt in dieser Folge ist das pre-mRNA Splicing, bei welchem in einem zwei-stufigen
Mechanismus die nicht-codierenden Introns aus der pre-mRNA entfernt werden (Abbil-
dung 12).85] Die daraus resultierende mRNA beinhaltet nur noch codierende Exons. Diese
mRNA kann anschlieffend aus dem Nukleus transportiert und in den Ribosomen des Zy-

toplasmas in die entsprechenden funktionellen Proteine und Polypeptide iibersetzt wer-

> = Schritt 1 Schritt 2 N
S — S

Abbildung 12: Schematische Darstellung des pre-mRNA Splicings. Die pre-mRNA wird in zwei
Schritten von den nicht-codierenden Introns (graue Linie) befreit. Hierbei wird das Intron ausgehen
von der 5- Spleifistelle mit dem Alanin am branch point ligiert. Das N-terminale Exon (blau) wird
freigegeben, damit es im zweiten Schritt an der 3-Spleifistelle mit dem C-terminalen Exon (orange)
ligiert werden kann. Das Intron wird ausgestofSen (Abbildung nach Will et al.).%’]

Das Splicing an sich findet im sogenannten Spliceosom statt, einem hochdynamischen
Komplex aus fiinf kleinen nukledren Ribonukleinsduren (snRNPs) und mindestens 150
spliceosomalen Proteinen, die in einem konzertierten Mechanismus zusammenarbeiten

(Abbildung 13). Zuerst bildet sich durch Anlagerung der verschiedenen snRNPs (U1-U6)

an die pre-mRNA, ausgehend von der 5-Spleifistelle hin zur 3'-Spleifistelle, in mehreren
Schritten das katalytisch aktive Spliceosom direkt auf der pre-mRNA. Anschlieflend wird
diese katalytische Aktivitdt genutzt, um die Introns aus der pre-mRNA zu entfernen.
Schlief3lich zerfallt das Spliceosom wieder in seine einzelnen snRNP-Bestandteile und
kann erneut den Splicingzyklus durchschreiten.[86]

Durch die Einflussnahme verschiedener Splicingfaktoren konnen alternative Spleifistellen
vom Spliceosom erkannt werden. Es erfolgt ein alternatives Splicing und somit entsteht
eine isoforme mRNA.[87] Mittels alternativem Splicing kénnen daher aus einem Gen mit-
unter hunderte verschiedene Proteine entstehen. Somit ist dieser Prozess fiir die Vielfalt

des eukaryontischen Proteoms verantwortlich.[37-8]
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Abbildung 13: Vereinfachter Mechanismus des pre-mRNA Splicings. Hierbei werden durch die Zu-
sammenarbeit von snRNPs (U1-U6) und Splicingfaktoren in einem hochdynamischen Mechanismus
iiber neun Schritte das Spliceosom auf der pre-mRNA aufgebaut und anschliefSend die nicht-codieren-
den Introns aus der pre-mRNA entfernt (Abbildung nach Will et al.).%]

Bei diesem hochkomplexen Prozess des (alternativen) Splicings kommt es mitunter auch
zu Fehlern in der Form von Mutationen und Fehlsplicing, sodass daraus Krankheiten (Kar-
zinome und Erbkrankheiten wie bspw. Hutchington-Gilford-Syndrom) fiir den Organis-
mus entstehen kénnen.[89-%] Es ist daher von besonderer Bedeutung den Mechanismus
des Splicings zu verstehen und gegebenenfalls durch Einflussnahme auf den selbigen
Krankheiten zu therapieren.°] Erste Schritte in diese Richtung wurden bereits von
Woolard et al. in Bezug auf FBP21 unternommen. Sie konnten zeigen, dass der Naturstoff
Borrelidin an die Tandem-WW-Doménen des FBP21 bindet und somit das Isoformenver-
héltnis des vascular endothelial growth factors (VEGF) beeinflusst. Dieser ist ein Signalmo-

lekiil, das fiir die Stimulation von Blutgefafien verantwortlich ist.[92]

Ausgehend von der Annahme, dass die strukturelle Ahnlichkeit der beiden FBPs mit Prp40
auch eine funktionelle Ubereinstimmung mit sich ziehen kénnte, untersuchten Bedford et
al. 1998 die Interaktionen von FBP21 mit cDNA Expressions-Bibliotheken.[#3] Hierbei
konnten direkte Interaktionen mit den Splicingfaktoren U1C (beinhaltet im Ul snRNP),
SF1/mBBP und den snRNP Proteinen SmB und SmB' in vitro festgestellt werden. Fiir die
Bindung der WW-Domiénen des FBP21 an diese Splicingfaktoren konnte die Peptidse-

quenz PGM, die in allen vier Proteinen enthalten ist, ermittelt werden. Weiterhin ist FBP21

20 |



1.4 FBP21 unD DER EINFLUSS DER TANDEM-WW-DOMANEN AUF DAS SPLICING

im spliceosomalen Komplex A vorhanden und colokalisiert mit dem essenziellen
Splicingfaktor SC35 in den nuclear speckles, welche unter anderem als Lagerort fiir
Splicingfaktoren fungieren.[83 %3] Diese Beobachtung lie} die Vermutung aufkeimen, dass
FBP21 selbst eine aktive Rolle im Splicingprozess spielen konnte. Erst kiirzlich konnten
Arbeiten von Henning et al. diese Hypothese stiitzen, indem sie zeigten, dass FBP21 regu-
lierend auf die spliceosomale RNA-Helikase Brr2 eingreift. Hierbei reduziert FBP21 die
Geschwindigkeit, mit der Brr2 im pre-katalytischen Spliceosom den U4/U6 snRNP-Kom-
plex entflechtet und das U4 snRNP freisetzt (sieche Abbildung 13). Dies stellt einen essen-

tiellen Schritt fiir die Bildung des aktiven Spliceosoms und somit des gesamten Splicing-
prozesses dar.[°!] Diese Interaktion des FBP21 findet nicht unter Verwendung der Tandem-
WW-Doménen statt, sondern bedient sich stattdessen der C-terminalen Region des Pro-
teins. Dennoch ist diese Interaktion auch fiir die weitere Untersuchung der Tandem-WW-
Domainen und ihrer Interaktion im Splicingzyklus von Interesse. Dies liegt insbesondere
daran, dass die beiden Proteinregionen in vivo nicht isoliert betrachtet werden kénnen,
sondern auch komplexe Region-iibergreifende Interaktionsmechanismen vorliegen kon-

nen.

Aufbauend auf den in vitro Ergebnissen von Bedford et al. wurden von Huang et al. in vivo
Splicingexperimente durchgefiihrt, die zeigten, dass die Anwesenheit der Tandem-WW-
Domanen im Gegensatz zur Verwendung von Mutanten eine um etwa 200 % erhéhte Spli-
cingaktivitat aufweisen. Somit sind die Tandem-WW Doménen des FBP21 fiir das pre-
mRNA Splicing von grofler Bedeutung.[%3]

Weiterhin gelang Huang et al. 2009 die Bestimmung der Struktur der Tandem-WW-Do-
ménen von FBP21 in Lésung mittels NMR-Spektroskopie (Abbildung 14, links).[%] Dem-

nach hat FBP21 zwei Typ IIl WW-Doménen, die eine Sequenzidentitit von 53 % aufweisen.
Die beiden WW-Doménen sind mit einem flexiblen zwolf Aminosaure-langen Linker mit-
einander verbunden. Diese Linkerflexibilitit, gepaart mit elektrostatischen Wechselwir-
kungen zwischen den beiden WW-Domanen, verhindert das Ausbilden einer starren,
iibergeordneten Struktur des gesamten Proteins.[?%] Die einzelnen WW-Doméinen wie-

derum zeigen eine typische WW-Domainen Faltung, die aus einer drei-strangigen antipa-

rallelen B-Faltblattstruktur besteht (Abbildung 14, rechts). Hierbei sind die einzelnen Sei-

ten der Faltblétter fiir unterschiedliche Aufgaben zustindig. Wihrend die eine Seite die
Konformation der Domaéne stabilisiert, bietet die andere Seite eine Bindungsoberflache fiir

die Prolin-reichen Sequenzen.[% 7]
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Abbildung 14: Links: Struktur der molekularen Oberfliche der Tandem-WW-Domdnen, blaue Fli-
chen = positive Ladung, rote Fldchen= negative Ladung, graue Flichen = neutrale Gegenden und gelbe
Flichen = hydrophobe Riickstinde (Abbildung entnommen aus Huang et al.).[] Rechts: Bindermo-
dell der Tandem-WW-Domdnen mit ausgewdhlten Aminosduren, die die Interaktion der Domdnen
zueinander beeinflussen, grau= hydrophobe Wechselwirkungen (stabilisierend), rot= elektrostatische
Wechselwirkungen (destabilisierend), (Abbildung entnommen aus Zhang et al.).*]

Obwohl die Tandem-WW-Domiénen des FBP21 in die Klasse III eingeteilt werden (Bin-
dung an das Motiv PPR), konnte auch eine Bindung an Peptidmotive der Klasse II (PPLP),
sowie an das Motiv PPPP nachgewiesen werden.[%>] Generell lisst sich sagen, dass die
Bindungsaffinitdten von monovalenten Liganden an die WW-Doménen des FBP21 eher
gering sind und Bindungsaffinititen im mM-Bereich aufweisen.[2¢95] Bei der Verwendung
von multivalent-bindenden Liganden konnte allerdings eine erhebliche Steigerung der
Bindungsaffinitit (unterer uM-Bereich) festgestellt werden.[26: 95 98-9°] Hierbei konnte au-
Berdem eine Interaktion der beiden WW-Domanen und somit eine Bindung des Liganden
an beide Domianen beobachtet werden. Dies ist aufgrund der Flexibilitdt des Linkers zwi-
schen den beiden WW-Doménen moglich.[%8]

Um weitere Untersuchungen beziiglich der Funktion und gegebenenfalls Regulation von
FBP21 durchfiithren zu kdnnen, ist es demnach auch fiir die vorliegende Arbeit ratsam ein
multivalentes System zu verwenden, dass durch Interaktion mit beiden WW-Doménen

voraussichtlich erhohte Bindungsaffinitaten aufweisen konnte.

1.5. Zellulare Aufnahme von Makromolekiilen

Die Aufnahme von extrazelluliren Substanzen wird durch die Zellmembran gehindert,

welche die duflerste Begrenzung der Zelle darstellt. Sie besteht aus einer Lipiddoppel-

schicht, die groBtenteils aus amphiphilen Phospholipiden besteht (Abbildung 15). Durch
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Selbstorganisation befinden sich die hydrophoben Kohlenwasserstoftketten im Inneren
der Membran, wéihrend die hydrophilen Phosphatgruppen nach aufien gerichtet sind. Sie
kommen somit mit dem extrazelluldren Fluid und dem Zytoplasma in Berithrung.

Der Transport direkt durch die Membran ist fiir kleine, neutrale Molekiile mittels Entro-
pie-gesteuerter, passiver Diffusion mdglich. Andere kleine Molekiile und Ionen, die auf
Grund ihrer Ladung oder Polaritit nicht durch direkte Diffusion in die Zelle gelangen,
konnen mittels Transports durch Ionenkanale und Transportproteine aufgenommen wer-

den.[100]

Kanalprotein Extrazellularraum Kohlenhydratrest

Glykoprotein o, /7 hydrophile Anteile

A\ Hmrm W sl nm b/ prosoholiod.
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Abbildung 15: Schematische Darstellung einer Zellmembran. Das extrazelluldre Fluid wird vom Ein-
tritt in das Innere der Zelle durch die Lipiddoppelschicht abgehalten. Diese besteht zu einem Grofteil
aus Phospholipiden, auf deren Oberfliche sich teilweise Glykoproteine befinden. Der Transport von
Molekiilen kann entweder direkt durch die Zellmembran erfolgen oder durch eine Vielzahl von Ka-

nalproteinen und Transmembranproteinen ermdoglicht werden (Abbildung iibernommen von M. Ruiz
Villarreal).[101

Fir Makromolekiile sind diese beiden Wege wiederum aufgrund ihrer Groéfle versperrt.
Jedoch konnen auch sie in die Zelle aufgenommen werden. Der dafiir verantwortliche
Prozess ist die Endozytose, welches ein Uberbegriff fiir mehrere Mechanismen ist. Man
unterscheidet zwischen zwei Ubergruppen, der Phagozytose und der Pinozytose.[10]

Die phagozytotische Aufnahme ist grofitenteils spezifischen Zellen, den Phagozyten
(bspw. Makrophagen und dendritischen Zellen), vorbehalten. Sie dient dem Organismus
als Abwehr gegen Bakterien und Viren, aber auch anderen Fremdkérpern (= 0,5 um) oder
apoptotischen Zellen. Diese werden bereits im Blutkreislauf auf ihrer Oberflache mit An-
tikérpern markiert, sodass sie von den Phagozyten durch spezifische Rezeptor-Ligand In-

teraktionen erkannt werden kénnen (Abbildung 16).[1°2] Hierbei konnen viele verschie-

dene Antikdrper und Marker zum Einsatz kommen, welche spezifisch auf die einzelne
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Phagozytenart zugeschnitten sind. Nach der Erkennung des Fremdkorpers durch die Pha-
gozyte, wird dieser an deren Oberfliche gebunden und durch Ausbildung eines ihn um-
schlielenden Phagosoms internalisiert. Im Zellinneren wird der Fremdkorper anschlie-

flend enzymatisch zersetzt und schliefllich mittels Exozytose aus der Zelle ausgesto-

Ben.[103]

Antikorper-
markierter
Partikel

|

Ligand-Rezeptor
Interaktionen

|

Ausbildung des
Phagosoms

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Phagozytose. An der Oberfliche Antikorper-markierte
Partikel werden in Nihe der Zellmembran von spezifischen Rezeptoren erkannt und gebunden. Die
Ausbildung des Phagosoms ist Actin-gesteuert und erfolgt um den gebundenen Partikel herum (Ab-
bildung nach [1°4),

Die Pinozytose, welche in allen Zellen stattfindet, sorgt fiir deren Versorgung mit Fliissig-
keiten, gelosten Substanzen und Membranbestandteilen (bspw. low-density Lipoprotein
(LDL)). Sie wird in drei Mechanismen unterteilt, die unabhéngig voneinander agieren.
Diese sind die Clathrin-vermittelte Endozytose, die Caveolae/Lipid raft-vermittelte Endo-
zytose und die Makropinozytose.[10]

Die Clathrin-vermittelte Endozytose ist der haufigste Aufnahmeweg, wobei etwa 95 % der
am Anfang des Aufnahmevorgangs entstehenden Vesikel aus sogenannten Clathrin-
coated pits entstehen.l1%] Dies sind Vertiefungen in der Zellmembran, die mit Clathrin
beschichtet sind. Diese Art der Aufnahme ist sehr vielseitig, da viele verschiedene Adap-
terproteine Clathrin mit den aufzunehmenden Substanzen (bspw. LDL, Transferrin, ver-
schiedene Wachstumsfaktoren und Antikorper, aber auch das in dieser Arbeit untersuchte
West-Nil-Virus) verbinden kénnen.[1°] Nachdem die Substanzen an der Zelloberfliche an

ihre entsprechenden Rezeptoren gebunden haben, wird das Clathrin aus dem Zytosol der
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Zelle rekrutiert und an die entsprechenden Adapterproteine gebunden (Abbildung
17).1197] Hierdurch entstehen an der Zelloberfliache die Clathrin-coated pits, welche sich
weiter vertiefen und schliefilich Vesikel bilden. Diese beschichteten Vesikel werden, ge-
nau wie bei der Caveolae/Lipid raft-vermittelten Endozytose, durch Dynamin von der
Zellwand abgeschniirt und treten in das Zytoplasma ein. Dort l6sen sich das Clathrin und
die Adapterproteine von der Oberfldche des Vesikels ab und gehen erneut in das Zyto-
plasma iiber. Das nackte Vesikel verschmilzt schliellich mit den im Zytoplasma vorlie-
genden Endosomen und setzt so die aufgenommenen Substanzen frei. Die Grofie der Vesi-
kel ist stark abhéngig von der Zellart und der Substanzart, die aufgenommen werden soll.
So sind beispielsweise Vesikel in Pflanzen- und Hefezellen kleiner (um 35-60 nm) als sol-

che in menschlichen Zellen (bis zu 200 nm).[107]
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Abbildung 17: Schematische Darstellung der Clathrin-vermittelten Endozytose. Das aufzunehmende
Cargo wird an der Zelloberfliche an Rezeptoren gebunden, welche mit Adapterproteinen verbunden
sind. Diese binden an zytosomales Clathrin, welches daraufhin Clathrin-coated pits ausbildet. Diese
Vertiefungen bilden schliefSlich Vesikel, die sich von der Zellmembran abschniiren und in das Zyto-
plasma aufgenommen werden. Clathrin und die Adapterproteine losen sich anschlieffend von der
Oberfliche der Vesikel. Das nackte Vesikel verschmilzt mit Endosomen (Abbildung nach [1%]),
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Die Caveolae/Lipid raft-vermittelte Endozytose ist genau wie die Clathrin-vermittelte En-
dozytose eine Rezeptor-vermittelte Aufnahmeart. Im Gegensatz zu dieser sind jedoch die
genauen Bestimmungen bei der Wahl der Liganden bis jetzt noch nicht ausreichend ge-
klart.[109-110] Es ist jedoch bekannt, dass bei der Caveolae-vermittelten Endozytose die auf-
zunehmenden Substanzen an spezifische Rezeptoren auf der Membranoberflache binden.
Diese Rezeptoren befinden sich in Cholesterol- und Sphingolipid-reichen Vertiefungen
(etwa 50 nm) der Zellmembran, welche durch die Anwesenheit von Caveolin-1 stabilisiert

werden (Abbildung 18). Durch diese Stabilisierung ist die Aufnahme der Caveolae sehr

langsam. Die Interaktion von spezifischen Liganden (Folsdure[!!1], Albumin['!2], alkali-
scher Phosphatasel!19]), aber auch verschiedenen Viren (SV40 Virus(!13], HIVI!14]| Echovi-
rus 1015]) an den entsprechenden Rezeptoren kann jedoch eine rasche Aufnahme der
Caveolae induzieren. Die Reifung der Caveolae erfolgt durch Phosphorylierung des Cave-
olin-1 mittels Src-Kinase, sodass die Caveolae sich von der Zellmembran 16sen und inter-
nalisiert werden konnen. Die Abschniirung von der Zellmembran wird durch Dynamin
vermittelt. Im weiteren Verlauf konnen die Caveolae entweder mit Endosomen verschmel-
zen und so die aufgenommenen Substanzen an die zytosomalen Organelle abgeben oder

sogenannte Caveosomen bilden, welche Cluster von Caveolae darstellen.[10% 11¢]
@

Cholesterol-
haltige lipid rafts
C aveolm
ﬁ Caveolae

Verschmelzen
mit Endosomen

Abbildung 18: Schematische Darstellung der Caveolae-vermittelten Endozytose. Die aufzunehmen-
den Substanzen konnen mittels Rezeptoren in Cholesterol-reichen Vertiefungen (sogenannte Lipid
rafts) gebunden werden. Diese werden durch Caveoline stabilisiert, welche nach Reifung von der
Membran abgeschniirt und schliefSlich in die Zelle aufgenommen werden. Die Caveolae konnen dort
mit Endosomen verschmelzen und das Cargo frei geben (Abbildung nach [1'7]),
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An der Makropinozytose sind keine Rezeptor-Ligand Interaktionen beteiligt, sodass sie als
unspezifische Aufnahme von extrazelluldarem Fluid und darin gelosten Substanzen gilt.
Stattdessen wird die Makropinozytose durch Stimulierung mittels Wachstumsfaktoren
ausgelost. Der Actin-vermittelte Prozess sorgt fiir die Einstiilpung der Zellmembran und
die anschlieBende Abschniirung von relativ gro3en Vesikeln, sogenannten Makropinoso-

men (= 0,2 um), in das Zellinnere (Abbildung 19). Im Inneren der Zelle reifen die Makro-

pinosomen und verschmelzen schliefllich je nach Zellart entweder mit den vorhandenen
Lysosomen oder Endosomen im Zytoplasma. Die Makropinozytose ist beispielsweise fiir
das Immunsystem von grofier Bedeutung, da Antigen-prasentierende Zellen mit ihrer
Hilfe Antigene in ihrer direkten Umgebung erkennen und eine entsprechende Immunan-

twort liefern konnen.[118]

Makropinosom ®

Gereiftes
\ Makropinosom

Verschmelzen
mit Liposomen

Abbildung 19: Schematische Darstellung der Makropinozytose. Durch Einstiilpung der Zellmembran
werden geloste Substanzen mittels Makropinosomen aus dem extrazelluldren Fluid in die Zelle aufge-
nommen. Diese reifen und verschmelzen schliefslich mit Liposomen. Die aufgenommenen Substanzen
werden dort freigesetzt (Abbildung nach ['%]),

Die Aufnahme von Makromolekiilen in die Zelle ist somit von verschiedenen Faktoren
abhiangig und kann auf vielseitige Art beeinflusst werden. Bei der Aufnahme von sehr
groflen oder geladenen Makromolekiilen kénnen spezielle Peptidsequenzen, sogenannte

zellpenetrierende Peptide (CPP) helfen (siehe Kapitel 1.5.1).
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1.5.1. Zellpenetrierende Peptide

Im extrazellularen Fluid vorliegende Substanzen kénnen iiber verschiedene Mechanismen
in Zellen aufgenommen werden (Kapitel 1.5). Jedoch muss hierbei beachtet werden, dass
zu grofle oder stark geladene Molekiile mitunter nicht ohne weitere Hilfe aufgenommen
werden konnen. Um dennoch eine Aufnahme zu erméglichen, kommen in solchen Féllen
oft zellpenetrierende Peptide zum Einsatz. Diese zumeist 8-30 Aminosduren-langen Pep-
tidsequenzen kénnen durch kovalente Bindung oder nicht-kovalente Interaktion mit dem
Cargo eine Aufnahme bewirken.[120-121]

Die Aufnahme dieser CPP in die Zelle wird von vielen Faktoren beeinflusst, nicht zuletzt
auch von der Art der verwendeten Zellen. Dies liegt auch daran, dass die Zellmembranen
von unterschiedlichen Zelltypen verschiedene Lipidzusammensetzungen und Dichten
aufweisen. Hierdurch wird bei der Aufnahme der CPP teilweise auf unterschiedliche Auf-
nahmemechanismen zuriickgegriffen bzw. die Verwendung hoéherer Konzentrationen
kann notwendig sein, um den gleichen Mechanismus zu erreichen.[122]

Zellpenetrierende Peptide konnen auf verschiedene Weisen klassifiziert werden. Dies ge-
schieht beispielsweise nach ihrer Herkunft (von Proteinen abgeleitet, nach Struktur-Akti-
vitats-Beziehungen konzipiert, chimare Kombinationspeptide) oder nach ihrer Aminoséu-
rezusammensetzung (kationisch, hydrophob, amphiphil). In Tabelle 1 konnen einige der

am haufigsten verwendeten CPPs und ihre Klassifizierungen eingesehen werden.[12]

Tabelle 1: Uberblick iiber einige hdufig verwendete CPPs und ihre Klassifikationen

PEPTID SEQUENZ KLASSE HERKUNFT

RQIKIWFQNRRM- Antennapedia Transkripti-

Penetratin/724] KWKK Kationisch onsfaktor (43-58) von

Drosophila melanogaster

Struktur-Aktivitats-

Polyargininel12] Rs-R12 Kationisch Beziehung
TATI126] GRKKRRQRRR Kationisch HIV-1 TAT-Protein (48-57)
Transoortanli27] GWTLNSAGYLL- Amphi- Kombination Mastoparan
P GKINKALAALAKKIL ~ pathisch und Galanine
C105Y![128] CSIPPEVKFNKPF- Hydrophob Synthetlsches P'eptld,.
VYLI basierend a1-Antitrypsin
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Die meisten bisher bekannten zellpenetrierenden Peptide gehoren zur Gruppe der katio-
nischen oder amphipathischen CPPs. Zur Gruppe der hydrophoben CPPs gehoren hinge-
gen nur etwa 15 % der bekannten zellpenetrierenden Peptide.[123] Dieses liegt jedoch mit-
unter auch daran, dass hydrophobe CPP zeitlich erst spater entdeckt wurden als ihre ka-
tionischen und amphipathischen Pendants.

Im Weiteren soll auf die Gruppe der kationischen zellpenetrierenden Peptide eingegangen
werden, da Vertreter dieser Gruppe im Verlauf dieser Arbeit verwendet wurden. Hierzu
gehoren beispielsweise das TAT-Peptid, welches aus dem HIV-1 TAT Protein abgeleitet
wurde.[126] Weiterhin zéhlen auch die synthetisch hergestellten Polyarginine zu dieser
Gruppe. Es konnte in Untersuchungen festgestellt werden, dass fiir eine effiziente Auf-
nahme von kationischen CPP in die Zelle mindestens acht positive Ladungen vorliegen
sollten. Dieses trifft auch auf die Polyarginine zu, bei denen das Oktaarginin (Rs) die kiir-
zeste, effiziente zellpenetrierende Peptidsequenz darstellt.[12°]

Kationische CPP sind stark von der Konzentration abhéngig, sodass bei geringen Konzen-
trationen (< 2 uM) die zellpenetrierenden Peptide oft direkt durch die Zellmembran auf-
genommen werden konnen. Dieser recht ineffektive Aufnahmeweg, die sogenannte
Translokation, erfolgt durch Interaktion der kationischen CPPs mit den Phospholipiden
der Membranoberfliche.[130-131]

Bei hoheren Konzentrationen (> 2 pM) hingegen, werden die selben zellpenetrierenden
Peptide meist iiber einen endozytotischen Aufnahmemechanismus internalisiert. Der
erste Schritt bei dieser zelluldren Aufnahme fiir kationische CPPs ist die elektrostatische
Interaktion mit negativ-geladenen Glykosaminoglykanen (GAGs), die sich auf der Memb-
ranoberflache befinden. Die Interaktion mit den CPPs sorgt fiir eine verstarkte Lokalisie-
rung bzw. Aggregierung der GAGs an dieser Stelle.['31-132] AnschlieSend erfolgt der ei-
gentliche endozytotische Aufnahmeprozess, welcher von der Art des Cargos, der Zelle
und des entsprechenden CPPs abhingig ist.

Bei Konzentrationen iiber 10 uM kommt es wiederum zu einem Endozytose-unabhéngigen
Aufnahmemechanismus, der Transduktion. Der genaue Mechanismus der Transduktion
ist noch nicht geklart, jedoch gilt es als wahrscheinlich, dass die Arginin-reichen CPPs an
die sogenannten Nukleationszonen (bestimmte Abschnitte auf der Zellmembran) angela-
gert werden. Wird ein bestimmter Schwellenwert fiir das Peptid erreicht, bilden sich Zell-
blischen, die die Aufnahme in das Zytoplasma ermdglichen.!!33] Diese Bldschen sind je-
doch nicht mit den bei der Endozytose verwendeten Vesikeln zu verwechseln. Die Effizi-

enz dieses rasanten Aufnahmewegs wird bei Inhibition der endozytotischen Interna-
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lisierung (bspw. mit Chlorpromazin fir Clathrin-vermittelte Endozytose, EIPA fir die
Makropinozytose oder MBCD fiir die Caveolae/Lipid raft-vermittelte Endozytose) noch
weiter verstarkt, da der Schwellenwert der angelagerten Peptide schneller erreicht werden
kann.[133-134] Die Transduktion ist von mehreren Faktoren, wie beispielsweise der Anwe-
senheit von Heparinsulfat abhangig. Da bei der direkten Aufnahme mittels Translokation
allerdings diese Heparinsulfat-Abhangigkeit nicht besteht, wird davon ausgegangen, dass
eventuell ein crosslinking des Heparinsulfats mit den Peptiden bei der Transduktion statt-
findet, welches diesen Unterschied erkldaren konnte. Dies konnte die Anlagerung an die
Membran und Ausbildung der Bléschen beeinflussen.!'3°] Weiterhin spielt die Zusammen-
setzung der Lipidbestandteile der Membran eine bis jetzt noch unbekannte, aber dennoch

wichtige Rolle bei der Transduktion, sodass diese Zelltyp-abhéngig ist.[13¢]

Abschlieflend muss bei der Verwendung von CPPs bedacht werden, dass sie ein gewisses
Potential zur Zytotoxizitat aufweisen. Dieses liegt hauptsachlich daran, dass (insbeson-
dere amphipathische) CPP mit der Zellmembran interagieren und somit Membranstérun-
gen hervorrufen konnen.['37-138] Untersuchungen zur Zytotoxizitit verschiedener CPPs
zeigten eine gewisse Zelltyp-Abhangigkeit, welches wiederum auf die unterschiedliche
Beschaffenheit der Zellmembranen zuriickzufiihren ist. Dariiber hinaus hat die verwen-
dete Konzentration der CPPs und die Verwendungsdauer einen grofien Einfluss auf die
Zytotoxizitit der CPPs.[139-140] Weiterhin ist die Zytotoxizitdt von CPPs stark Cargo-ab-
hangig. Wie in mehreren Studien gezeigt werden konnte, fithrt die Konjugation mit ande-
ren Peptiden oder auch Fluorophoren oft zu einer Erhohung der Zytotoxizitat der entspre-
chenden CPPs.[140-143] Beispielsweise konnten Jones et al. zeigen, dass die Konjugation von
Polyarginin (R11) mit dem Peptid NBD eine Reduktion des EC5y-Wertes von 76 uM auf 10
UM mit sich brachte. Die CPPs TAT und Antennapedia waren von so einer Konjugation
jedoch nur in geringerem Maf3e negativ beeinflusst. Die generelle Zytotoxizitat von TAT
lag bei der Untersuchung Fluorophor-gelabelter Peptide in verschiedenen Zelllinien weit

unterhalb derer von Polyarginin, Antennapedia und Transportan.!14!]
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1.5.2. Kernlokalisationssequenzen

Der Transport in das Zellzytosol ist, wie bereits in Kapitel 1.5 und 1.5.1 erwéhnt, auf ver-
schiedene Arten moglich. Je nachdem, welchen Zweck ein aufgenommenes Cargo erfiillen
soll, kann es jedoch notwendig sein, dass dieses in den Zellnukleus tiberfithrt wird. Das in
dieser Arbeit verwendete Protein FBP21 liegt in den nuclear speckles im Nukleus vor, so-
dass es fir in vivo Studien notwendig ist, die verwendeten Inhibitoren ebenfalls in den
Nukleus zu transportieren. Der Nukleus ist allerdings von einer Doppelmembran, der

Kernbhiille, umgeben (Abbildung 20).

Kernpore

Ort der
Transkription

Nuclear speckles

B (FBP21)
Kernhiille

Nukleolus

Abbildung 20: Schematische Darstellung des Nukleus mit seinen wichtigsten Bestandteilen. FBP21

ist in den Nuclear speckles lokalisiert. Der Nukleus ist durch die Kernhiille vom Zytosol abgetrennt.

Molekiile konnen iiber die Kernporen aufgenommen werden bzw. den Nukleus verlassen (Abbildung
itbernommen aus Spector et al.).['#]

Hierdurch ist dieser vor dem Eindringen unerwiinschter Stoffe geschiitzt und kann die
Aufnahme der gewiinschten Stoffe steuern. Die Aufnahme erfolgt tiber Poren in der Kern-
hiille, die wiederum durch filamentartige Phenylalanin-Glycin Nukleoporine, sogenannte

FG-Nups, geschiitzt werden (Abbildung 21). Der Kernporenkomplex besteht aus etwa 50-

100 verschiedenen Proteinen, sodass die Aufnahme in den Nukleus ein hochdynamischer

und komplexer Prozess ist.[14%]
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Abbildung 21: Schematische Darstellung einer Kernpore. Die Aufnahme in den Nukleus ist durch
die Kernhiille raumlich begrenzt, sodass das Cargo nur durch die Kernporen in den Kern aufgenom-
men werden kann. Die Kernporen werden von den FG-Nups geschiitzt, die an Kernlokalisationssignale
(NLS) binden konnen und nach Bildung des Transportfaktors das Cargo in den Nukleus befordern.
Nicht an NLS gebundene Makromolekiile werden mitunter nicht aufgenommen (Abbildung nach
Strambio-De-Castillia et al.).[1%]

Die FG-Nups sind durchlassig fiir kleine Molekiile, Metaboliten und Ionen, allerdings wer-
den Makromolekiile und Proteine (> 40 kDa) von ihnen abgehalten die Kernpore zu pas-
sieren. Um vom Zytoplasma in das Nukleoplasma (oder umgedreht vom Nukleus in das
Zytosol) zu gelangen, miissen Makromolekiile an sogenannte Kernlokalisationssignale
(NLS) gebunden sein. Diese NLS wiederum binden an Importin o, welches als Adapter-
protein selbst nur eine vermittelnde Rolle besitzt. Das Importin o bindet seinerseits an
Importin B und bildet somit den eigentlichen fiir den Transport verantwortlichen Trans-

portfaktor (Abbildung 22).[14¢]

an NLS
O gebundenes
Cargo .
Bildung des
' E Transportkomplexes

Importin a

Importin-Cargo
Komplex

Importin

Abbildung 22: Schematische Darstellung der Bildung des Importin-Cargo Komplexes. Importin o

bindet an das NLS und diese Untereinheit bindet wiederum an Importin [ (Abbildung nach Kabach-
inski et al.).[14]
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Die Struktur des Importin B besteht aus mehreren antiparallelen o -Helices, die die Aus-
bildung einer hydrophoben Tasche begiinstigen. An diese konnen die Phenylalanin-Gly-
cin Motive der FG-Nups binden, sodass der Transportfaktor durch die Poren geleitet wer-
den kann.['¥7] Die FG-Nups bestehen aus durchschnittlich 5-50 FG Motiven, welche durch
ihre multivalent vorliegenden Bindungsstellen eine hohe Selektivitét fiir die Transport-
faktoren aufweisen, obwohl die einzelnen Bindungen mitunter nur Kp-Werte im mM-Be-
reich aufweisen. Durch diese Selektivitét erfolgt ein schneller und effizienter Transport
durch die Kernpore.[14¢]

Die Bewegungsrichtung des Transports wird hierbei nicht durch die Pore selbst gesteuert,
sondern hangt von einem Gleichgewicht des nuklear vorliegenden RanGTPs ab. In den

Nukleus eintretende Importin-Cargo Komplexe werden durch RanGTP in ihre Einzelteile

zerlegt, indem RanGTP selbst an Importin 3 bindet (Abbildung 23). Der RanGTP-Impor-
tin B Komplex wird anschlieSend durch die Kernpore in das Zytosol geschleust, wo er
ebenfalls zerfillt. Das Importin 3 kann einen neuen Zyklus durchlaufen, wahrend das Gu-
anosintriphosphat unter Abspaltung eines Phosphatrests zu Guanosindiphosphat hydro-
lysiert wird. Da ein grof3er Uberschuss an RanGTP im Nukleus vorliegt, wird weiter Im-

portin B mitsamt des Cargos internalisiert, um das Gleichgewicht auszugleichen.[146. 14]

Komplex-
Demontage

NS
y
s W

Abbildung 23: Schematische Darstellung der Demontage des Transportkomplexes nach dem Trans-
port durch die Kernpore. RanGTP bindet an Importin [, welches daraufhin den Importin - Cargo
Komplex freigibt. Dieser zerfdllt in seine Bestandteile und das Cargo wird im Inneren des Nukleus
freigesetzt (Abbildung nach Kabachinski et al.).[1%]

Wichtige Kernlokalisationssequenzen sind in Tabelle 2 zu sehen. In ihrer Charakterisie-
rung unterscheidet man zwischen klassischen und nicht-klassischen NLS. Diese Unter-

scheidung bezieht sich auf ihre Interaktionspartner bei der Bildung des Transportfaktors.
Klassische NLS verwenden den oben beschriebenen Importin o/ Aufnahmeweg,[5)] wih-

rend nicht-klassische NLS mitunter selbst an Importin § binden oder einen anderen Auf-

nahmemechanismus bevorzugen.[151]
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Weiterhin unterscheidet man zwischen einteiligen und zweiteiligen NLS, wobei bei Letz-
teren die Kernlokalisationssequenz durch einen etwa zehn Aminosauren langen Linker

getrennt voneinander vorliegt.

Tabelle 2: Haufig verwendete Kernlokalisationssignale, ihre Sequenz, Charakteristika und Inter-
aktionspartner bei der Aufnahme in den Nukleus.

SEQUENZ e INTERAKTIONS- CHARAKTERI-
- PARTNER SIERUNG
PKKKRKVI152] SV“X ngtrizfesf]s T Importin « und B ei”tsecigie,’\fsi““_
QP&T@SQA Nukleoplasmin Importin o und B zweizi:LgELkslassi-
VQRKRQKLMPL53] NF-kb Importin a3 und a1 E&?;f;:;gcienﬁ‘st
Q%I%%E}&E&ZPK[%H PTHrP Importin B Nicmlﬂi‘?“he

Abschlieflend lasst sich sagen, dass die Verwendung von Kernlokalisationssignalen als
Transportvehikel fiir Makromolekiile gut geeignet ist, um diese in den Nukleus zu trans-
portieren. Jedoch sollte hierbei beachtet werden, dass die meisten NLS nur schlechte zell-
penetrierende Eigenschaften besitzen, sodass fiir die zellulire Aufnahme mitunter ein an-

derer Mechanismus verwendet werden muss.[134]

1.6. West-Nil-Virus und die NS2B-NS3 Protease

Das West-Nil-Virus (WNV) ist ein Virus der Gattung der Flaviviren aus der Familie der
Flaviviridae. Die Gattung der Flaviviren beinhaltet insgesamt 53 Virusspezien und wird
nach Art des Vektors, der die Viren von Wirt zu Wirt tibertragt, in drei Gruppen aufgeteilt.

1. Durch Zecken iibertragene Viren

2. Durch Stechmiicken iibertragene Viren

3. Flaviviren mit unbekanntem Vektor
Das West-Nil-Virus zahlt zur zweiten Gruppe, zu welcher beispielsweise auch das Den-
gue-Virus (DENV), das Zika-Virus (ZIKV) und das Gelbfiebervirus (YFV) gehoren. Die
Ubertragung des WNV erfolgt tiberwiegend durch afrikanische Stechmiicken der Arten
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Culex, Aedes und Mansonia. Die Verbreitung tiber Menschen oder andere Saugetiere ist
wiederum weniger gegeben, da diese als Fehlwirte gelten. Dieses liegt an der niedriggra-
digen Viramie, also dem Vorhandensein von Viren im Blutkreislauf, bei Infektion von Sau-
getieren durch Stechmiicken. Als wahrscheinlichere Ubertragungsméglichkeit des WNV
gelten eher Organ-, Zell- oder Gewebetransplantationen, sowie Bluttransfusionen von in-
fizierten Menschen. Weiterhin ist eine Ubertragung withrend der Schwangerschaft auf das
ungeborene Kind méglich.[154]

Das West-Nil-Virus ist der Ausloser des West-Nil-Fiebers, einer Zoonose, die bei den
meisten Infektionsfallen klinisch unauftéllig verlauft. In 20 % der Falle jedoch, 16st sie eine
fiebrige, Grippe-ahnliche Erkrankung aus, die aufgrund fehlender antiviraler Wirkstoffe
nur symptomatisch behandelt werden kann. Besonders bei alten oder immunsuprimierten
Menschen kann das West-Nil-Virus zu schwerwiegenden neuronalen Erkrankungen, wie
Meningitis oder Enzephalitis fithren (etwa 1 % der Fille). Diese Erkrankungen werden un-
ter dem Begriff West Nile neurodegenerative diseases zusammengefasst und weisen eine

Letalitat von 15 — 40 % auf.[154]

Das Endemiegebiet des West-Nil-Virus liegt in den Tropen, jedoch kommt es dank Ver-
breitung beispielsweise durch Zugvogel mittlerweile weltweit vor. So konnte das West-
Nil-Virus seit Anfang der 2000er auch vermehrt in Europa und Nordamerika identifiziert
werden, wo es zumeist in den warmen Sommermonaten auftritt. Gerade in Europa war
hier bislang eine Lokalisierung im siidostlichen Mittelmeerraum zu sehen (Abbildung
24). Allerdings konnte im Jahr 2018 ein rasanter Anstieg der gemeldeten, autochthonen
WNV-Infektionsfille gesehen werden, wobei sich die betroffenen Gebiete auch weiter
nordlich als bisher bekannt erstreckten. So wurden im Jahr 2018 auch die ersten infizierten
Tiere in Deutschland gemeldet. Vermutlich liegt die weitere Verbreitung des WNV Rich-

tung Nordeuropa an den klimabedingten, steigenden Temperaturen in den Sommermona-

ten.[154-155]
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Abbildung 24: Verbreitung der West-Nil-Virus Infektion in Menschen nach betroffenen Gebieten in
der EU/EEA und EU Nachbarldndern (2011-2018). Die WNV Infektionen konzentrierten sich vor al-
lem auf den siidosteuropdischen Raum.[1%’]

Die Zahl der gemeldeten, autochthonen Infektionsfalle stieg im Jahr 2018 in den EU/EEA-
Staaten, sowie den EU-Erweiterungsldndern auf 2083 registrierte Félle an (Abbildung 25).

Dieses ist ein starker Anstieg im Vergleich zu den vorherigen sieben Jahren, in denen
insgesamt nur eine Anzahl von 1832 WNV-Infektionen gemeldet wurde. Weiterhin wur-
den Falle von West-Nil-Virus Infektionen von Juni bis Dezember 2018 gemeldet, wihrend
in vergangenen Jahren zumeist eine Infektionszeit von Juli bis einschliefllich Oktober ge-

geben war.[15%]

Anzahl der WNV Infektionen

T T —rTrTrTrTrTrTor Ty ™
1 6 11 16 21 26 31 36 41 46 51
Woche der Meldung

2014 —2015 2016 —2017 —2018

Abbildung 25: Anzahl der gemeldeten WNV Infektionen in EU/EEA und EU-Erweiterungslindern
nach Woche der Meldung (2014-2018). Im Jahr 2018 hat die Anzahl der gemeldeten, autochthonen
Infektionen (n= 2083) im Vergleich zu den vorherigen Jahren (ninss. = 1832) stark zugenommen.[1%¢]
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Betrachtet man die Ausbreitung in den einzelnen EU/EEA- und EU-Erweiterungslénder,
so sieht man, dass die Anzahl der gemeldeten Falle in Griechenland und Serbien besonders

hoch ist (Abbildung 26). Obwohl in Italien die absolute Zahl der Fille hoher ist, kam doch

unter Einbeziehung der Gesamtbevoélkerung nur etwa ein Kranker auf 100 000 Einwohner.
In Griechenland waren es hier jedoch einer von 36 000 und in Serbien sogar ein Infizierter
pro 17000 Einwohner. Die Sterberate der an WNV-infizierten Menschen lag 2018 europa-

weit bei 8,7 %. Dieses entspricht etwa den Werten aus den vergangenen Jahren.[155]

WNV Falle 2018 nach Landern
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Abbildung 26: Gemeldete, autochthone WNV Fille 2018 aufgeschliisselt nach Landern. Die meisten
Fille in EU-Staaten wurden in Italien, Griechenland und Rumdnien gemeldet. In EU-Erweiterungsldn-
dern wurden die meisten Fille in Serbien gemeldet (Daten entnommen aus ECDC Bericht[1%]),

Insgesamt ist somit die Verbreitung des West-Nil-Virus in der européischen Bevolkerung
noch sehr gering, allerdings sollte die tendenzielle Entwicklung aus den vergangenen Jah-
ren, insbesondere in Anbetracht fehlender antiviraler Wirkstoffe, nicht aus den Augen
gelassen werden.

Auf der Suche nach einem Wirkstoff fiir das West-Nil-Virus ist es von besonderer Bedeu-
tung, den Aufbau und die virale Replikation des Virus zu verstehen. Das West-Nil-Virus
ist ein relativ kleines, behiilltes ss(+)-RNA-Virus von etwa 11 kb Linge.[!>”] Flaviviren
werden mittels Rezeptor-vermittelter Endozytose in Wirtszellen aufgenommen (siehe
auch Kapitel 1.5), wo die codierende Region des Genoms in das entsprechende Polyprotein
tibersetzt wird.['38] Dieses Polyprotein besteht aus drei Strukturproteinen (Capsid (C), pre-
Membran (pr)/Membran (M), sowie der Virushiille (engl envelope, E)) und sieben
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Nichtstrukturproteinen (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B und NS5) (Abbildung 27).

Die Strukturproteine bilden hierbei das Viruspartikel, wahrend die Nichtstrukturproteine

fiir die virale Replikation sorgen.[15]

I Pl

11 I

Abbildung 27: Das Genom des West-Nil-Virus ist aus drei Strukturproteinen und sieben Nichtstruk-
turproteinen aufgebaut. Das Polyprotein wird an den angegebenen Stellen von der NS2B-NS3 Protease
(grau) und wirtseigenen Proteasen (rot) in die entsprechenden Proteine gespalten. Diese sorgen dann
in der Wirtszelle fiir die Replikation des Virus (Abbildung nach Chappell et al.).[15]

Das Polyprotein wird im weiteren Verlauf durch wirtseigene Proteasen und die virale,
Trypsin-artige Serin-Protease NS3 in Kombination mit dem Kofaktor NS2B in die einzel-
nen Proteine gespalten. Hierbei erkennt die NS2B-NS3 Protease spezifisch dibasische Se-
quenzmotive (zumeist Lys-Arg, Arg-Arg oder Gln-Arg), an denen es C-terminal spaltet

(Abbildung 28).[161]
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Abbildung 28: Schematische Darstellung eines Substrates und seiner Bindungsstellen mit der WNV
NS2B-NS3 Protease (gestrichelte Linien). Die Protease erkennt dibasische Motive und spaltet in P1-
Position C-terminal (Pfeil) zu diesen (Abbildung nach Lim et al.).[1%]

Hierbei spielt die sogenannte katalytische Triade des NS3-Proteins zwischen Ser135, His51
und Asp75 eine entscheidende Rolle (Abbildung 29).[1¢3-164] Das Substrat wird in P1-Po-

sition nukleophil durch Ser135 am Carbonylkohlenstoff angegriffen. Durch die Einwir-
kung von His51 als Base wird hierbei die Nukleophilie des Serins verstirkt. Die entste-

hende negative Ladung am tetraedrischen Intermediat wird durch das Oxyanionenloch
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des Gly153 stabilisiert. Durch Abspaltung eines primdren Amins wird das tetraedrische
Intermediat in einen Ester iiberfithrt. Dieser wird hydrolytisch durch Wasser angegriffen,
dessen Nukleophilie durch das Einwirken von His51 erhoht wird. Schliellich wird das
Substrat als C-terminale Carbonséure freigesetzt und der Zyklus kann mit einem neuen

Substrat durchlaufen werden.[164-165]
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Abbildung 29: Schematische Darstellung der katalytischen Triade der NS2B-NS3 Protease der Flavi-
viren. Das zu spaltende Substrat wird von Ser135 nukleophil am P1-Carbonylkohlenstoff angegriffen.
Hierbei wird die Nukleophilie des Serins durch His51, welches als Base wirkt, erhéht. Die entstehende
negative Ladung am Substrat wird durch das Oxyanionenloch am Gly153 stabilisiert. Unter Abspal-
tung eines primdren Amins und Anlagerung von Wasser wird schlief3lich das Substrat als C-terminale
Carbonsdure freigesetzt (Abbildung nach da Silva-Junior).[16%]

Es konnte von Chambers et al. gezeigt werden, dass die proteolytische Aktivitidt der NS2B-
NS3 Protease fiir die Verbreitung des Virus essentiell ist.[1%6] Somit scheint die Inhibition
dieser Protease ein geeignetes Target fiir die Entwicklung eines antiviralen Wirkstoffs zu
sein. Durch die hohe Sequenzkonservierung innerhalb der Flaviviren konnte ein WNV-
Wirkstoff gegebenenfalls auch gegen andere Viren des Genus wirksam sein.

Die Synthese von NS2B-NS3 Inhibitoren erwies sich bis jetzt jedoch als schwierig, da das
Enzym eine flache und hydrophobe katalytische Tasche aufweist. Aus diesem Grund
wurde vorwiegend auf peptidomimetische Inhibitoren zuriickgegriffen, die das Substrat
imitieren und somit in Konkurrenz mit diesem treten wiirden. Die bislang potentesten
Inhibitoren wurden von der Steinmetzer Gruppe synthetisiert. Diese weisen in P1-Position

decarboxylierte Argininmimetika und in P4-Position eine Dichlor-substituierten
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Phenylacetylgruppe auf (Abbildung 30).[!] Hierbei ergab die P1-Modifizierung mit einem
Cyclohexylguanidinium-Substituenten einen K; -Wert von 1,2 pM. Die P4-Modifizierung
brachte sogar eine noch stiarkere Substrataffinitat mit sich, sodass ein K;-Wert von 450 nM
erhalten wurde. Bei Kombination der beiden Modifizierungen gelang es Hammamy et al.
einen Ki-Wert von 120 nM zu erreichen. Eine antivirale Inhibition in vivo konnte bislang
jedoch nicht nachgewiesen werden. Es ist naheliegend, dass eine mogliche geringe Zell-
permeabilitat der Peptidomimetika hierbei ausschlaggebend ist.

Die Substanzen bieten eine geeignete Basis fiir weitere Ansétze zur Wirkstoffentwicklung
und sollen daher im weiteren Verlauf der Arbeit, unter Einbeziehen der Dextrankonjugate,

untersucht werden.
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Abbildung 30: Vielversprechende Modifikationen in P1- und P4-Position ergeben potente Inhibitoren
fiir die NS2B-NS3 Protease.
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2. Zielsetzung

Peptide konnen oft aufgrund ihrer geringen Zellpermeabilitat und ihrer Proteolyseemp-
findlichkeit nicht als intrazellulare Inhibitoren eingesetzt werden. Jedoch weisen sie durch
ihrer Vielseitigkeit ein grofies Potential als Inhibitoren fiir Protein-Protein Interaktionen
auf. Ziel dieser Arbeit war die Synthese und funktionelle Untersuchung von peptidischen
PPI-Inhibitoren, die biokompatible Dextrane als Grundgeriiste verwenden sollten. Hierbei
sollten Dextrankonjugate als Instrumente eingesetzt werden, um aktive Peptide in Zellen
transportieren zu konnen und sie dort zu untersuchen. Die geringe Zellpermeabilitat der
Peptide sollte durch Konjugation mit zellpenetrierenden Peptiden gesteigert werden. Wei-
terhin sollte eine mogliche Affinitatssteigerung durch multivalente Prasentation der Inhi-
bitoren auf dem Dextran untersucht werden. Nach Etablierung der Konjugatsysteme sollte
ihr inhibitorischen Effekt in vitro und in vivo untersucht werden.

Bei den in dieser Arbeit ausgewahlten Zielstrukturen handelt es sich um die Tandem-
WW-Doménen des mRNA-Splicingproteins FBP21 und die West-Nil-Virus Protease
NS2B-NS3.

2.1. Inhibitoren der Tandem-WW-Domanen des
FBP21

Der Prozess des mRNA-Splicings ist ein integraler Teil der Genexpression des Menschen.
Sie ist ein Abschnitt der Prozessierung der mRNA und bereitet diese fiir die Translation
in die entsprechenden Proteine bei der Proteinbiosynthese vor. Dieser hochkomplexe Pro-
zess wird von hunderten Proteinen gesteuert, katalysiert und beeinflusst. Er ist in seiner
Génze noch nicht komplett verstanden. Eines dieser beteiligten, jedoch bislang nur wenig
erforschten Proteine ist das FBP21, welches zwei Interaktionsdoménen, sogenannte Tan-
dem-WW-Doménen aufweist. Diese Doméanen interagieren insbesondere mit Prolin-rei-
chen Sequenzen und scheinen fiir die Interaktion verschiedener Splicingfaktoren im pre-
katalytischen Komplex (Komplex B des Splicingzykluses) verantwortlich zu sein. Weiter-
hin konnte nachgewiesen werden, dass die Tandem-WW-Doménen des FBP21 auf das al-
ternative Splicing Einfluss nehmen. Die genauen Interaktionsmechanismen des FB21 im

Splicingzyklus sind allerdings noch nicht hinreichend untersucht. Um weiterfithrende
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Untersuchungen zur Rolle des FBP21 im Splicingzyklus durchfiithren zu konnen, ist es so-
mit von Bedeutung einen potenten Inhibitor fiir die Tandem-WW-Doméanen des FBP21 zu
synthetisieren. Dieser konnte somit fiir die Eliminierung des FBP21 aus dem Splicingzyk-
lus sorgen und somit einen Riickschluss auf dessen Aufgaben liefern.

Die Adressierung intrazelluldrer Zielstrukturen ist aufgrund der Vielzahl an méglichen
Interaktionspartnern besonders problematisch. Dieses Problem wird insofern noch ver-
starkt, dass das FBP21 ein zu groflen Teilen intrinsisch ungeordnetes Protein ist und nur
die Tandem-WW-Domaénen iibergeordnete f-Faltblattstrukturen aufweisen. Die Interak-
tion der Tandem-WW-Doménen mit Prolin-reichen Sequenzen ist bekannt und somit soll-
ten diese als potentielle Inhibitoren untersucht werden. In der Literatur sind dennoch bis-
lang nur wenige Inhibitoren der Tandem-WW-Doménen des FBP21 bekannt, wobei einige
multivalente Systeme zum Einsatz kommen. Koschek et al. untersuchten in Vorarbeiten
die Bindungsaffinitditen mehrerer Peptid-Polymer Konjugate, die mit der Prolin-reichen
Sequenz CGPPPRGPPPR (Kp > 1 mM) gekuppelt waren. Hierbei wurde bei der Verwen-
dung von pHPMA und hyperverzweigtem Polyglycerol (hPG) als Polymergrundgeriist
eine Aggregatbildung gesehen. Die Kp-Werte lagen hier bei unterschiedlicher Peptidbe-
ladung im Bereich zwischen 3,3 - 7,0 uM. Bei Verwendung von Dextrankonjugaten konnte
die Bindungsaffinitat noch weiter gesteigert werden (1,2 + 0,7 uM). Hierfiir wurden sechs
Funktionspeptide bei einer Beladungsdichte von 10 % auf das Dextrangrundgeriist gekup-
pelt. Die Dextrankonjugate waren im Vergleich zu den pHPMA- und hPG-Konjugaten gut
16slich und konnten dank ihrer linearen Konformation bivalent mit dem FBP21 interagie-
ren.[?6] Weiterhin zeigten Henning et al. am Beispiel eines hPG-Konjugats erstmals die
Effektivitat des affinen Peptids WPPPPRVPR als Inhibitor fiir die Tandem-WW-Doménen
des FBP21. Dieses wies in ungebundener Form einen Kp -Wert von 155 + 18 uM fiir die
WW1-Doméne und einen Kp -Wert von 87,0 + 3,4 uM fiir WW2 auf. Die Verwendung von
multivalenten hPG-Konjugaten lieferte eine Verbesserung der Bindungsaffinitat auf
17,6 £ 0,02 uM.[%]

In dieser Arbeit sollten, aufbauend auf den Ergebnissen von Koschek und Henning, Pep-
tid-Dextrankonjugate synthetisiert werden, welche die Prolin-reiche Sequenz
WPPPPRVPR als Funktionspeptid verwenden. Ausgehend von der besseren Bindungsafti-
nitat des Peptids und des vielversprechenden Bindungsverhaltens der Dextrankonjugate,
sollten moglichst potente Peptid-Dextrankonjugate synthetisiert werden. Hierfiir sollte
der Einfluss unterschiedlicher homomultivalenter Beladung auf die Bindungsaffinitaten

der Konjugate zu den Tandem-WW-Domanen des FBP21 in vitro untersuchen werden.
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2.2. INHIBITOREN FUR DIE WEST-NIL-VIRUS PROTEASE NS2B-NS3

Da in der zuvor erwahnten Literatur nur das Bindungsverhalten der Konjugate untersucht
wurde, sollte in der vorliegenden Arbeit weiterfithrend auch die Funktionalitdt gegentiber
FBP21 in vitro und in vivo bestimmt werden. Hierfiir sollte durch Zuhilfenahme eines zell-
penetrierenden Peptids die Zellgéngigkeit der Konjugate induziert und mikroskopisch un-
tersucht werden. Da FBP21 in den nuclear speckles im Zellkern vorliegt, sollte zusétzlich
durch Verwendung einer Kernlokalisationssequenz die nukleare Aufnahme ermdglicht
werden, um eine potentielle Inhibition in vivo zu ermdglichen. Zusétzlich sollte die Funk-
tionalitdt der FBP21-Inhibitoren anhand eines in vitro Splicingassays untersucht und im
Vergleich mit einer modifizierten, nicht-bindenden Peptidsequenz evaluiert werden.

Wie bereits erwahnt, konnen intrazelluliare Inhibitoren mit einer Vielzahl an Zielstruktu-
ren interagieren. Somit sollten abschlieflend potentielle Interaktionspartner der Konjugate
mit Hilfe eines Pulldown-Assays bestimmt und die Interaktion der Konjugate mit FBP21
in Konkurrenz mit anderen Proteinen untersucht werden.

Die durchgefithrten Arbeiten wurden in Kooperation mit Miriam Bertazzon (Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Christian Freund, Freie Universitat Berlin) durchgefithrt und ihr An-

teil an der Bearbeitung wurde in den einzelnen Kapiteln entsprechend gekennzeichnet.

2.2. Inhibitoren fur die West-Nil-Virus Protease
NS2B-NS3

Als weitere Zielstruktur fiir die Inhibierung mittels multivalenter Peptid-Dextran Konju-
gate wurde die West-Nil-Virus (WNV) Protease NS2B-NS3 ausgewahlt. WNV ist ein durch
Stechmiicken tibertragener Flavivirus, der, obwohl in Afrika beheimatet, mittlerweile auf
der ganzen Welt vorkommt. Die Entwicklung antiviraler Wirkstoffe gestaltete sich bislang
schwierig. Jedoch konnten in den letzten Jahren einige peptidomimetische Inhibitoren
entwickelt werden, die ein grofles Potential aufweisen. Eine der vielversprechendsten
Klassen von Inhibitoren stammt dabei von Hammamy et al.. Deren verwendete trans-(4-
Guanidinium)cyclohexylmethylamid (GCMA)-Argininmimetika erreichten bislang Ki;-
Werte zwischen 0,12 - 1,2 pM.[l] Eine Inhibition in vivo konnte bislang jedoch nicht nach-
gewiesen werden. Dieses konnte durch eine moglicherweise geringe Zellpermeabilitét der
Peptidomimetika verschuldet sein.

In dieser Arbeit sollte die Frage der Zellgangigkeit der GCMA-tragenden Peptidomimetika

geklart und die antivirale Inhibition gegeniiber dem West-Nil-Virus und den
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strukturverwandten Dengue- und Zika-Viren in vivo untersucht werden. Hierfiir sollten
Dextrankonjugate der Peptidomimetika synthetisiert werden, die unter Verwendung ei-
nes zellpenetrierenden Peptids die Aufnahme in Zellen begiinstigen sollten. Weiterhin
sollte bestimmt werden, ob eine multivalente Prasentation der Peptidomimetika eine Af-
finitatssteigerung der Inhibitoren zur WNV Protease hervorrufen konnen. Dieses sollte
durch Bestimmung der ICso- und Ki-Werte anhand von kompetitiven Aktivitatsassays mit
Fluorophor-haltigen Substraten untersucht werden.

Die durchgefithrten Arbeiten wurden in Kooperation mit Lisa Redl und Dr. Christoph Ar-
kona (Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jorg Rademann, Freie Universitat Berlin), sowie Ste-
phanie Kallis (Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ralf Bartenschlager, Universitat Heidelberg)
und Dr. Christoph Nitsche (Australian National University, Canbarra) umgesetzt. Ihr An-

teil an der Bearbeitung wurde in den einzelnen Kapiteln entsprechend gekennzeichnet.
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3. ERGEBNISSE UND DiskussION: INHIBITOREN FBP21

3.1. Peptid-Dextran Konjugate

Im Mittelpunkt dieser Arbeit steht die Inhibierung und funktionelle Untersuchung der
gewdhlten Zielstrukturen, der Tandem-WW-Doménen des FBP21 und der West-Nil-Virus
Protease NS2B-NS3, die sowohl in vitro als auch in vivo durchgefithrt werden sollte. Hier-

fiir wurden 35 multivalente Peptid-Dextran Konjugate 1 synthetisiert (Abbildung 31)

und mittels unterschiedlicher Spektroskopie- und Chromatographieverfahren analysiert
(Kapitel 3.1.1- 3.3.). Die genauen Spezifikationen der entsprechenden Konjugate kénnen

dem Konjugatbeladungs-Inhaltsverzeichnis (Seite X) entnommen werden.

HO
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HO HO
o) _ .
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Abbildung 31: Schematische Darstellung eines Peptid-Dextran Konjugats 1. Durch Verwendung ver-
schiedener Peptidspezies konnen vielseitige Produkte entstehen.

Bei der modularen Synthese der Konjugate wurde darauf geachtet, dass die zum Teil hoch-
komplexen Produkte durch Verwendung unkomplizierter Synthesestrategien in guten
Ausbeuten erhalten werden konnten. Somit wurde eine Vielzahl von Konjugaten mit un-
terschiedlichen Beladungen an Funktions- und zellpenetrierenden Peptiden erhalten.
Diese konnten anschlielend in in vitro Studien und zellbasierten Assays auf ihre Funkti-

onalitat untersucht werden (Kapitel 1.1 — 4.2.).

3.1.1. Modifizierung und Analytik des Dextrangrundgeriists

Als Startmaterial der Konjugationen sollte das Maleinimiddextran 4 verwendet werden,
dessen Synthese bereits von Martin Richter (Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jérg Rademann,
FMP Berlin) etabliert und in dieser Arbeit teilweise angepasst wurde.[17] Das Maleinimid-
dextran 4 kann in zwei Stufen aus kiuflich erworbenem Dextran (MW 9000 -

11000 g/mol), welches aus Leuconostoc mesenteroides gewonnen wird, hergestellt werden
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3.1.1. MODIFIZIERUNG UND ANALYTIK DES DEXTRANGRUNDGERUSTS

(siche Schema 1). Dextrane bestehen aus Glukoseuntereinheiten, die laut Hersteller zu
etwa 95% iiber a-D-1,6-glykosidische Bindungen miteinander verkniipft sind. Kettenver-
zweigungen in a-1,3 Position kommen im Vergleich selten vor und sind in der Regel nur
wenige Glukoseeinheiten lang.[168] Diese Verzweigungen konnten allerdings in dem hier
verwendeten Dextran NMR-spektroskopisch nicht detektiert werden. Somit wird davon

ausgegangen, dass es sich hierbei um ein ausschlief3lich lineares Dextran handelt.

HO HO HO

HO 0 HO 0 HO 0
HO HO o} HO
HO ¢ HO ¢ A HO ¢
N
(0] A~
HO 4 HoN HO 4 3 HO ¢
60 1 M NaOH go-n EDC * HCl go-n
HOo Hﬂo "0 Hﬂo
HO oH RO ] RO ¢ ]
o) o)
HO HO
HO oH HO oH
2 4
o)
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R = R = N
OH H/\/
o}

Schema 1: Zweistufige Synthese des Maleinimiddextrans 4 aus kduflich erworbenem Dextran
(MW 9000-11000 g/mol). Der Substituierungsgrad des Maleinimiddextrans 4 wird hierbei durch die
verwendete Konzentration des Acrylamids bei der Synthese des Carboxyethyldextrans 2 bestimmt.

Zu Beginn der Synthese erfolgte eine Addition des Alkoholats des Dextrans an das elek-
trophile B-C-Atom des Acrylamids. Hierbei wurde selektiv in C2-Position der Glukose-
bausteine alkyliert. Die anschlielende basische Hydrolyse der Amidfunktion lieferte das
Carboxyethyldextran 2 in guten Ausbeuten. Dieses konnte schlie8lich durch EDC-vermit-
telte Kupplung mit N-(2-Aminoethyl)maleinimid 3 zum Maleinimiddextran 4 umgesetzt
werden. Durch Dialyse mittels Salzsaure wurden die Carbonséduren in ihrer protonierten
Form erhalten. Der Funktionalisierungsgrad des Carboxyethyldextrans 2 und somit auch
des Maleinimiddextrans 4 ist von der Konzentration des verwendeten Acrylamids im ers-
ten Reaktionsschritt abhéingig (siehe Kapitel 6.7, Tabelle 24).[167]

Dieser Funktionalisierungsgrad kann fiir das Carboxyethyldextran 2 sowohl mittels
'H-NMR-Spektroskopie, als auch mittels Titration analysiert werden. Im Allgemeinen lie-
ferten beide Methoden eine gute Ubereinstimmung. Bei der Bestimmung mittels 'H-NMR-
Spektroskopie wurde, wie bereits von Martin Richter beschrieben, das Signal bei

4,96 - 5,13 ppm als Integrationsstandard verwendet (Abbildung 32).18] Dieses gehort zu
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3. ERGEBNISSE UND DiskussION: INHIBITOREN FBP21

den anomeren Protonen der Glukoseeinheiten des Dextrans und kann bei einer durch-
schnittlichen Molekularmasse von 10000 g/mol und einer Molekularmasse von
162,14 g/mol pro Wiederholungseinheit des Glukosebausteins nach Gleichung (10) auf 62
Protonen integriert werden.

Mpextran 10000 g/mol

N L = 62
Glukoseeinheiten = Y7 Glukosebaustein " 162,14 g/mol (10)

Das Signal bei 4,96 ppm bezieht sich hierbei auf eine unsubstituierte Glukoseeinheit, wéh-
rend das Signal bei 5,13 ppm durch eine in C2-Position substituierte Glukoseeinheit her-
vorgerufen wird. Durch Integration des Signals bei 2,67 ppm kann im Anschluss der Sub-
stitutionsgrad des Dextrans erhalten werden, da dieses die Protonen der Methylengruppe
(C2) in direkter Nachbarschaft zur Carboxylfunktion darstellt. Das Signal der zweiten Me-
thylengruppe (C3’) liegt unter den Zuckersignalen und kann somit nicht quantitativ aus-

gewertet werden.[167]
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Abbildung 32: 'H-NMR Spektrum von Carboxyethyldextran CED1 (2) (700 MHz, D;0). Durch Be-
nutzen des Signals bei 5,13 — 4,96 ppm (griin) als Integrationshilfe kann die Beladung des Dextrans
mit Carboxyethylsubstituenten (Signal bei 2,67 ppm, gelb) bestimmt werden. Es wurden 19,3 Car-
boxyethylsubstituenten pro Dextran gekuppelt.
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3.1.1. MODIFIZIERUNG UND ANALYTIK DES DEXTRANGRUNDGERUSTS

Fiir die Bestimmung des Substitutionsgrades mittels Titration wurde das Carboxyethyl-
dextran (CED) in Wasser geldst und gegen 0,1 M Natronlauge titriert. Als Indikator wurde
hierbei Phenolphthalein verwendet. Das Verhiltnis von Carboxyethyl-substituierten zu
unsubtituierten Glukoseeinheiten kann nach Gleichung (11) erhalten werden. Durch Mul-
tiplizieren mit der Gesamtanzahl der Glukoseeinheiten (siehe Gleichung (12)) kann die
Anzahl der CE-substituierten Glukoseeinheiten pro Dextran erhalten werden.!'%7] Die Er-
gebnisse der Titration stimmten im Allgemeinen sehr gut mit denen aus der NMR-Spekt-
roskopie tiberein (siehe Kapitel 6.7, Tabelle 23). Im hier angegebenen Beispiel konnte
mittels Titration eine Beladung von 19,0 Carboxyethylsubstituenten errechnet werden,

wihrend die 'H-NMR-Spektroskopie einen Wert von 19,3 Substituenten lieferte.

R n (NaOH) - M (unsubst. Glukose) (11)
CE: unsubG. = 1 (CED) - [n (NaOH) - AM (CE)]

N(CE) = 62 RCE: unsub.G. (12)

mit:  Rcg. unsub.c.: Verhaltnis subst. zu unsubst. Glukosebausteinen
n(NaOH): Stof fmenge der verbrauchten Natronlauge [mol]
M (unsubst. Glukose): Molmasse der unsubstituierten Glukose —
einheit [g/mol]
m (CED): Einwaage Carboxyethyldextran [g]
AM (CED): Dif ferenz der Molmasse zwischen unsubst.und subst.
Glukoseeinheit [58,03 g/mol]
N (CE): Anzahl Carboxyethyl - subst. Glukosebausteine

Analog zur Auswertung des Carboxyethyldextrans 2 konnte das Maleinimiddextran 4

mittels 'H-NMR-Spektroskopie analysiert werden (Abbildung 33). Hierbei kénnen die

Signale fiir das olefinische Maleinimid bei 6,91 ppm klar erkannt werden. Das zuvor aus-
gewertete Signal fiir die Methylengruppe in C2-Position (2,50 ppm) ist nun geringfiigig
Hochfeld-verschoben und uberlagert sich leicht mit dem Signal der noch verbleibenden
unsubstituierten Carboxyethylfunktion (2,59 ppm), sodass nicht exakt die gleichen Integ-
rale bei beiden Signalen (6,91 und 2,50 ppm) erhalten werden. Fiir die weitere Auswertung
wurde daher auf das Maleinimidsignal zuriickgegriffen, welches zuverldssige Werte lie-
ferte. Im Fall des vorliegenden Maleinimiddextrans 4 erfolgte die Kupplung nicht vollstan-

dig, sodass 11,9 Maleinimidsubstituenten und etwa 7,9 unsubstituierte Carboxyethyl-
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3. ERGEBNISSE UND DiskussION: INHIBITOREN FBP21

funktionen vorlagen. Fiir die weiterfithrende Konjugatreaktion ist dieses nicht ausschlag-
gebend, da die hierbei verwendete Maleinimid-Thiol Reaktion sehr spezifisch verlauft.
Eine vollstindige Kupplung kann durch den Einsatz zusiatzlicher Aquivalente N-(2-Ami-

noethyl)maleinimid 3 erhalten werden.
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Abbildung 33: 'H-NMR Spektrum von Maleinimiddextran MID1 (4) (700 MHz, D-0). Zum Auswer-
ten der Beladung wurde das Maleinimidsignal (blau) bei 6,91 ppm verwendet. Das vorliegende Dextran
weist 11,9 Maleinimide pro Dextran auf.

Der Maleinimidbaustein 3, welcher fiir die Synthese des Maleinimiddextrans 4 benétigt
wird, wurde auf zwei verschiedenen Synthesewegen hergestellt (Schema 2). Hierbei
wurde zum einen einfach N-Boc-geschiitztes Ethylendiamin 5 in einer nukleophilen Sub-
stitution mit Maleinsdureanhydrid zum Boc-geschiitzten (2-Aminotheyl)maleinimid 6
umgesetzt.l!7] In diesem Fall erfolgte der nukleophile Angriff des Ethylenamins unter
Ring6ffnung am Maleinimid. Der Ringschluss wurde anschlieend durch Erhitzen unter
Rickfluss in Acetanhydrid vollbracht. Die Aufarbeitung des Rohproduktes erfolgte durch
ausgiebiges Entfernen des Acetanhydrids mittels wéssriger Extraktion und anschlief3en-
der Neutralisation mit NaHCOs-Losung. Dennoch konnte das Produkt 3 nur als 6lige Sub-

stanz erhalten werden, welches die Vermutung nahelegt, dass noch Acetanhydrid-
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Riickstande im Produkt enthalten waren. Das Produkt konnte in zwei Schritten mit einer
Gesamtausbeute von 65 % hergestellt werden.

Zum anderen wurde N-Boc-geschiitztes Ethanolamin 7 mit Maleinimid in einer Mits-
unobu-Reaktion zum Boc-geschiitzten (2-Aminoethyl)maleinimid 6 umgesetzt. Dieser
zweite Syntheseweg bot den Vorteil kiirzerer Reaktionszeiten und einer unkomplizierten
Aufarbeitung. Hierfiir wurde zunéchst Ethanolamin mit Di-tert-Butyldicarbonat auf Alu-
miniumoxid zum N-Boc-geschiitzten Ethanolamin 7 umgesetzt.[1%] Dieses wurde nach
Filtration und anschlieBendem Ausschiitteln mit 10 %-iger Zitronensaure in 83 % Ausbeute
erhalten. Weiterfithrend wurde das Ethanolamin 7 unter Verwendung von Maleinimid,
Triphenylphosphan und DIAD zum N-Boc-(2-Aminoethyl)maleinimid 6 unter allgemei-
nen Mitsunobu-Bedingungen umgesetzt.['7] Die Ausbeute betrug hierbei 60 %. Das Pro-
dukt wurde hier, im Gegensatz zur ersten Syntheseroute, als farbloser Feststoff erhalten.
Die zweite Syntheseroute wurde trotz ihrer geringeren Gesamtausbeute (50 % anstatt
65 %) aufgrund ihrer kurzen Reaktionszeiten und einfachen Reaktionshandhabung prafe-
riert. Die abschliefende Boc-Entschiitzung verlief quantitativ und lieferte das N-(2-

Aminoethyl)maleinimid 3 als wasserlosliches TFA-Salz.

U
HoN \/\NHZ Boc,0 —

BOCHN\/\N )
CHCl, 1) NEt,, EtOH, 0°C
5 2) Ac,0, NaOAc, 70°C
92 % 1%
(0] (0]
\ TFA/ DCM 9 \
Boctin” N Toc o CO O AN
ocHN F3C (0] H3N
(0] (0]
6 99 % 3

H
7 |
Boc,0 —
HN A~y 0T BocHN._~,,
AlOs 1) PPh3, THF, 0°C
7 2) DIAD

83 % 60 %

Schema 2: Synthese des N-Boc-(2-Aminoethyl)maleinimids 6 auf zwei verschiedenen Synthesewegen
ausgehen von Ethylendiamin (65 % Gesamtausbeute)'’] oder Ethanolamin (50 % Gesamtausbeute)16*
1701 AnschliefSende Boc-Entschiitzung liefert das Produkt 3 als wasserlosliches TFA-Salz.

| 51



3. ERGEBNISSE UND DiskussION: INHIBITOREN FBP21

3.1.2. Synthese der verwendeten Peptide und Fluorophore

Durch ihren modulare Aufbau sind die Dextrankonjugate sehr vielseitig und kénnen so-
wohl fiir die geplanten in vitro, als auch in vivo Studien zur Untersuchung der Tandem-
WW-Doménen des FBP21 eingesetzt werden (Kapitel 2.1).

In Vorarbeiten von Koschek et al. wurde das Prolin-reiche Peptid CGPPPRGPPPR (Kp >
1000 pM) als Funktionspeptid zur Inhibition der Tandem-WW-Dominen verwendet. Bei
der Verwendung von Dextrankonjugaten konnte der Kp-Wert auf 1,2 + 0,7 uM verbessert
werden.[26] Unser Kooperationspartner (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Christian Freund) konnte
im Phage Display mit verschiedensten Prolin-reichen Sequenzen eine neue affine Pep-
tidsequenz (WPPPPRVPR, 8) als vielversprechenden Interaktionspartner fiir die Tandem-
WW-Dominen des FBP21 identifizieren.] In dieser Arbeit sollten sowohl die affine
W-Sequenz 8 (Kp,ww: = 155 + 18 uM, Kp,wwz = 87,0 + 3,4 uM) als auch die potentiell hoch-
affine W2-Sequenz 9, bestehend aus zwei hintereinander geschalteten affinen W-Sequen-

zen, untersucht werden (Abbildung 34). Die hochaffine Sequenz 9 ist hierbei besonders

von Interesse, da die beiden WW-Doméinen des FBP21 nur durch einen zwolf Aminosau-
ren-langen, flexiblen Linker miteinander verbunden sind. Hierbei besteht die Moglichkeit,

dass die hochaffine Sequenz mit beiden Doméanen gleichzeitig interagiert.
Affine Sequenz 8 (W) WPPPPRVZPR-NH,:
Hochaffine Sequenz9(W,) W P P P P RV P RWPPPPRVPR-NH,

Abbildung 34: Peptidsequenzen der im Phage Display gefundenen, guten Interaktionspartner fiir die
Tandem-WW-Domdnen von FBP21. Es wurden die affine Sequenz WPPPPRVPR 8 (W) und die poten-
tiell hochaffine Sequenz 9 (W:) verwendet.

Die Synthese der benétigten Peptide erfolgte mittels Festphasenpeptidsynthese auf
RinkAmid und TentaGel Harzen (siehe Kapitel 6.7), wobei diese meist in guten Ausbeuten
erhalten wurden. Die N-terminal Fmoc-geschiitzten Aminosiduren wurden mittels HOBt
und DIC aktiviert und an die wachsende Peptidsequenz gekuppelt.

Weiterhin wurde der Thiollinker 10, welcher fiir die Kupplung an das Maleinimiddextran
benétigt wird, aus Tritylmercaptan hergestellt. Dieses wurde durch Deprotonierung mit
Natriumhydrid und anschlieBender nukleophiler Substitution an 4-Brombuttersidure zum
Produkt 10 umgesetzt (Schema 3). Die Tritylschutzgruppe ist hierbei notwendig, um eine

Reaktion des Thiols wahrend der Kupplung an das Peptid zu verhindern. Bei der Saure-
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vermittelten Abspaltung des Peptids von der Festphase wurde schlieB8lich auch die Tri-
tylgruppe abgespalten und das Peptid mit ungeschiitztem N-terminalen Thiol erhalten.

O ‘ 1) NaH, abs. THF o O
S
HOJJ\/\/

SH 2 0
JI\/\/Br
O HO
in abs. THF
82 % 10

o] [ ‘ 0 o o]
H H H H
N N /O Abspaltung N N
TrtS N N vom Harz HS N NH
/\/\[O]/ i”\H T \I’J\H /\/\[O]/ N I i

Schema 3: Synthese des Thiollinkers 10 aus Tritylmercaptan und 4-Brombuttersdure mittels nukleo-
philer Substitution. Das Produkt 10 konnte in 82 % Ausbeute erhalten werden. Die Tritylschutzgruppe
wird bei der Sdure-vermittelten Abspaltung des Peptids vom Harz ebenfalls abgespalten.

Im spéteren Verlauf der Arbeit sollte die Aufnahme der Konjugate in die Zelle untersucht
werden. Da die Konjugate Inhibitoren fiir die Tandem-WW-Doménen des FBP21
darstellen, sollten diese auch an den Aufenthaltsort des FBP21 gelangen konnen. Wie
bereits in Kapitel 1.4 beschrieben, konnte FBP21 von Bedford et al. mit dem Splicingfaktor
SC35 in den nuclear speckles colokalisiert werden.[#3] Somit miissen die Konjugate, um eine
Interaktion mit dem FBP21 eingehen zu kénnen, ebenfalls in den Zellkern eindringen. Die
verwendeten Dextrane sind Biopolymere und werden endosomal aufgenommen. Der Grad
der Aufnahme und zytosolischen Freisetzung ist hierbei von der Beladung und Grofie der
Konjugate abhingig.['71173] Die Verwendung von zellpenetrierenden Peptiden sollte
hierbei die Aufnahmeeffizienz der Konjugate erhohen und zusatzlich die zytosomale
Freisetzung unterstiitzen.

In dieser Arbeit wurde eine Kombination aus zellpenetrierendem Peptid und nuklearer
Lokalisationssequenz gewéhlt, die nicht nur die zelluldre Aufnahme, sondern auch die
Aufnahme in den Zellkern férdern sollte. Die Wahl des zellpenetrierenden Peptids fiel auf

das TAT 11, da sich dieses durch seine geringe Zytotoxizitit auszeichnet (siehe auch

1.5.1).[141] Weiterhin wurde die einteilige, klassische Kernlokalisationssequenz des SV40
groflen T-Antigens infolge seiner kurzen Sequenz und haufigen Anwendung in der Lite-
ratur gewihlt (siehe Kapitel 1.5.2, Tabelle 2).152 174l Die Kernlokalisationssequenz wird

im weiteren Verlauf der Arbeit als NLS 12 abgekiirzt (Abbildung 35).
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TAT(11) G R K K R RQRRR - NH

NLS(12) P K K K R KV - NH >

Abbildung 35: Aminosduresequenzen des zellpenetrierenden Peptids TAT 11 und der Kernlokalisa-
tionssequenz NLS 12.

Die zellpenetrierenden Peptide sollten zusétzlich in der Seitenkette einen Fluorophor
tragen, um die Konjugate wahrend der Mikroskopie sichtbar zu machen (siehe auch
Kapitel 3.2.2 und 3.6). Hierbei fiel die Wahl auf das photostabile Rhodamin B-
Piperazinamid 13, welches vermehrt auch in Zellstudien eingesetzt wird. Da fiir die
Synthese der zellgangigen Konjugate grofiere Mengen an Fluorophor benétigt wurden, ist
das Rhodamin B-Piperazinamid 13 aufgrund seiner kostengiinstigen Synthese eine gute
Alternative zu teuren Standardfluorophoren wie TAMRA.[175-177]

Der entsprechende Fluorophor-haltige Lysinbaustein 17 (Lys(RhB Pip)) wurde in finf
Schritten aus Rhodamin B mit einer Gesamtausbeute von 48 % hergestellt (Schema 4).
Hierfir wurde zuerst das Rhodamin B-Piperazinamid 13 auf zwei unterschiedlichen
Wegen synthetisiert. Zum einen wurde Rhodamin B, welches als Chlorid-Salz vorlag,
mittels Natronlauge in Ethylacetat in die Rhodamin B-Base tiberfithrt. Zwischenzeitlich
wurde Piperazin unter Verwendung der Lewis-Sdure AlMes aktiviert und anschlieffend
zur Rhodamin B-Base gegeben. Das Produkt 13 wurde infolge saurer Aufarbeitung als
Chloridsalz in 65 % Ausbeute erhalten.['””] Aufgrund des hohen Zeitaufwands wurde
schliefilich ein zweiter Reaktionsweg in Anlehnung an die Synthese von Gobbo et al.
gewihlt.[78] Bei diesem wurde Rhodamin B mit TBTU und DIPEA in Acetonitril aktiviert
und anschlieflend mit zuvor einfach Boc-geschiitztem Piperazin 14 umgesetzt. Die Ver-
wendung von Standardkupplungsreagenzien, wie HOBt und DIC, lieferte im Vergleich
nur geringe Ausbeuten. Die abschlieflende Boc-Entschiitzung mit TFA in DCM lieferte das
Rhodamin B-Piperazinamid 13 als TFA-Salz in 92 % Ausbeute.

Weiterfithrend wurde das Rhodamin B-Piperazinamid 13 mit Bernsteinsaureanhydrid
quantitativ zum Bernsteinsiure Rhodamin B-Piperazinamid 15 umgesetzt.l'”’] Die Syn-
these des Fluorophor-haltigen Lysinbausteins 17 erfolgte im Anschluss durch in situ Ak-
tivierung mittels NHS-Ester des Rhodamin B-Derivates 15 und abschlieflender Umsetzung
mit dem zuvor Boc-entschiitzten Fmoc-Lys-OH 16. Die in der Seitenkette Fluorophor-sub-
stituierte Aminosdure 17 wurde nach Aufreinigung mittels HPLC als TFA-Salz in 87 %

Ausbeute erhalten.
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o) o)
H H
4« HN
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K/NH DCM, 0°C To( 7< Kr TFA/ DCM 1:5 Kr
—_—
65 %
94 %
14
NH
Boc” NH,

) DIPEA, TBTU, MeCN
2) 14, MeCN

3) TFA/ DCM 1 4
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r:
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) 1M NaOH, EtOAc 1) HOSu, DIC, abs. DCM

2) Piperazin, DCM O 2) 16, DIPEA, abs. DCM

H
AlMe; (2 M in Toluol N 87 %
: 65 % ) 4 \AOH

Schema 4: Syntheseweg des Fmoc-Lys(RhB Pip)-OH Bausteins 17. Hierfiir wurde zuerst das Rhoda-
min B auf zwei verschiedenen Wegen zum Rhodamin B-Piperazinamid 13 umgesetzt. Die Boc-Schiit-
zung des Piperazinbausteins 14 erfolgte im Voraus. Das Rhodamin B-Piperazinamid 13 wurde im
Anschluss zum Bernsteinsdurederivat 15 umgesetzt. AbschliefSend erfolgte die Kupplung des Bau-
steins 15 an die zuvor entschiitzte Seitenkette des Fmoc-Lysins 16. Die Gesamtausbeute der Reakti-
onskaskade betrug 48 %.

Weiterfithrend konnte das Fmoc-Lys(RhB Pip)-OH 17 in der Festphasenpeptidsynthese
eingesetzt werden. Die Aktivierung der Aminosaure erfolgte hierbei mit einem Gemisch
aus TBTU, HOBt und DIPEA. Im Anschluss an die Kupplung der Fluorophor-haltigen
Aminosaure 17 erfolgte die Reaktion mit dem zuvor synthetisierten Thiollinker 10, um
eine Immobilisierung auf dem Dextran zu ermdglichen. Die zellpenetrierenden Peptide
Lys(RhB Pip)-NLS-TAT 19 und Lys(RhB Pip)-TAT-NLS 20 wurden in einer Ausbeute von
65 % bzw. 76 % erhalten.
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o]
_Lys(RhB Pip)-NLS-TAT
g AN LYS(RRB Pip)
1) H,N-Peptid-Rink Amid H
TBTU, HOBt, DIPEA, DMF 19,65 %
Y 2) /\)?\ bzw.
TrtS OH
18 0
TBTU, HOBt, DIPEA, DMF _Lys(RhB Pip)-TAT-NLS
HS/\)J\H ys( ip)

20,76 %

Schema 5: Der Einbau des zuvor hergestellten Fmoc-Lys(RhB Pip)-OH Bausteins 17 in die Peptidse-
quenz erfolgte in guten Ausbeuten. Die Thiollinker-haltigen Peptide 19 und 20 wurden in 65 % bzw.
76 % Ausbeute erhalten.

Des Weiteren wurden als Referenzsubstanzen einige Konjugate synthetisiert, die keine
zellpenetrierenden Peptide trugen. Stattdessen wurde der Fluorophor direkt iiber einen
4-Mercaptobutyl-Baustein an das Dextran gebunden. Die Synthese des entsprechenden
Fluorophors 21 wurde ausgehend von Rhodamin B-Piperazinamid 13 durchgefiihrt. Hier-
bei wurde unter Ring6ffnung y-Thiobutyrolakton an das Rhodamin B-Piperazinamid 13
gekuppelt. Die Reaktion wurde durch die Lewis-Saure Kupfer(Il)-triflat katalysiert und
ergab das gewiinschte Produkt 21 in 64 % Ausbeute.

Cu(OTf), DIPEA, MeCN
64 %

Schema 6: Synthese des Thiollinker-haltigen Fluorophors 21 aus Rhodamin B-Piperazinamid 13. Das
Produkt wurde in 64 % Ausbeute erhalten.

In Tabelle 3 sind die hergestellten Peptide und Fluorophore fiir die Konjugatsynthese zu-
sammengefasst.
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Tabelle 3: In dieser Arbeit verwendete, synthetisierte Peptide und Fluorophore fiir die Konjugatsyn-
these.

AUSBEUTE
NAME SEQUENZ -
- [%]
0]
Affines Peptid HSNJ\ _WPPPPRVPR-NH,
N 69 %
(W) H
8
(0]
Hochaffines HS\/\)J\N/wPPPPRVPR-WPPPPRVPR-NH2 29 7
Peptid (W2) H ’
9
(0]
Lys(RhB Pip)- HS/\)J\N/Lys(RhB Pip)-PKKKRKV-GRKKRRQRRR-NH, 65 %
NLS-TAT H (31 % gesamt)
19
(e}
Lys(RhB Pip)- HS/\)J\N/Lys(RhB Pip)-GRKKRRQRRR-PKKKRKV-NH, 76 %
TAT-NLS H (36 % gesamt)
20
o

64 %

Thiol-RhB Pip (42 % gesamt)

3.1.3. Synthese der Peptid-Dextran Konjugate mittels
Maleinimid-Thiol Reaktion

SchlieB8lich konnte nach Erhalt des Maleinimiddextrans 4 die eigentliche Konjugatreak-
tion stattfinden, bei der die zuvor synthetisierten, N-terminal Thiol-haltigen Peptide (siehe
Tabelle 3) an die Maleinimide gekuppelt werden sollten. Wie schon in Kapitel 1.3.1 er-
wahnt, werden Maleinimid-Thiol Reaktionen bevorzugt unter leicht sauren bis neutralen
Bedingungen durchgefiihrt. Hierbei liegen aliphatische Thiole protoniert vor, was zu einer
geringeren Nukleophilie im Vergleich zu unprotonierten Thiolaten fiihrt.[8] Auf die Ver-
wendung von basischeren pH-Werten sollte allerdings trotz einer Erhéhung der Nukleo-

philie verzichtet werden, da es hier vermehrt zur Bildung von Disulfiden kommen kann.
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In diesem Fall wiirden die entsprechenden Peptide nicht mehr fiir die Reaktion mit dem
Maleinimiddextran 4 bereitstehen. Obwohl die Spaltung von Disulfiden mittels DTT oder
TCEP weit verbreitet ist und somit theoretisch eine Verwendung von basischen Medien
bei der Reaktion mdoglich wire, muss bei dieser Reaktion darauf verzichtet werden. Der
Grund ist darin zu finden, dass sowohl TCEP als auch DTT selbst mit dem Maleinimid
reagieren konnen und somit eine Fiille an Nebenprodukten erhalten werden wiirden. Wei-
terhin kann bei pH-Werten grofler 8 eine Reaktion von Aminen mit Maleinimiden beo-
bachtet werden, welches ebenfalls fiir Nebenprodukte sorgen wiirde.[””] Da viele der ver-
wendeten Aminosduren freie Amine in den Seitenketten tragen, stellt dies eine reale Ge-
fahr dar.

In dieser Arbeit wurde ein 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure (MES)-haltiges Medium mit
einem pH-Wert von 4,5 verwendet (Schema 7). Hierdurch konnte insbesondere bei
gleichzeitiger Kupplung verschiedener Peptide eine bessere Reaktionskontrolle erhalten
werden. Insbesondere bei der Verwendung von zellpenetrierenden Peptiden musste da-
rauf geachtet werden, dass das Produkt nur eine begrenzte Anzahl CPP tragen sollte, um
die Zytotoxizitat des Produktes nicht drastisch zu erhohen (siehe hierzu auch Kapitel
1.5.1). Da bei diesen Konjugatreaktionen generell nur im unteren Milligramm-Maf3stab
gearbeitet wurde, konnte die Begrenzung der Anzahl an CPP-Substituenten nicht immer
durch die Verwendung geringerer Konzentrationen erreicht werden. Der Einsatz des
MES-Mediums und die damit verbundene, geringere Reaktivitat der Thiole konnte hierbei

Abhilfe schaffen, sodass die gewiinschten Konjugate synthetisiert werden konnten.

HO 2 HO R
HO HO
HO & HO &
HO R MES (pH 4.5) HO O
HO HO
HO o HO o

60-n Q 60-n
HO b HO
HO HO

RO ¢ RO o
n n
o) o)
HCH)O HO
HO oH HO oH
4 1
o o HN—peptid
. Q N o) Y
\(\)J\N/\/ R = \/\)J\N/\/N S
H o) H

Schema 7: Peptid-Dextran Konjugatreaktion in MES-Medium (pH 4,5). Hierbei ist sowohl die Syn-
these von homo- als auch heteromultivalenten Konjugatsystemen moglich.
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Generell konnten die verschiedenen Peptide gleichzeitig in einer einstufigen Synthese auf
das Dextrangrundgeriist gekuppelt werden (siehe Kapitel 6.7, Tabelle 26). Um eine Her-
vorsehbarkeit der Produktzusammensetzung zu erhalten, wurden die Konzentration des
Maleinimiddextrans 4, das Losungsmittelvolumen und die Reaktionszeit bei der Konju-
gatsynthese konstant gehalten. Fiir den Erhalt unterschiedlicher Peptidbeladungen wurde
somit lediglich die Konzentration der Peptide angepasst. Es wurden generell zwischen 2 -
4 Aquivalente des Peptids pro gewiinschtem Peptid auf dem Konjugat eingesetzt. Hierbei
stieg die benétigte Menge an Peptid mit zunehmender Beladungszahl. Die Fluorophor-
haltigen Peptide Lys(RhB Pip)-NLS-TAT 19 und Lys(RhB Pip)-TAT-NLS 20 wurden gene-
rell in geringeren Mengen eingesetzt, da eine geringere Beladung (etwa < 2 Peptide pro
Dextran) gewiinscht war. Bei Verwendungen hoher Konzentrationen des Funktionspep-
tids musste auch die Konzentration des Fluorophor-haltigen Peptids entsprechend erhoht
werden. Dieses liegt daran, dass die beiden Peptidspezies in Konkurrenz um die Bindungs-

platze des Maleinimiddextrans 4 stehen.

3.2. Analytik der Peptid-Dextran Konjugate

Auf Grund ihrer Grofle und Vielseitigkeit sind Peptid-Dextran Konjugate 1 mitunter nur
schwer zu analysieren. Eine komplette Analytik per NMR-Spektroskopie war nicht mog-
lich, da das Dextrangrundgeriist selbst zu viele sich tiberlagernde Signale aufweist. Hier-
durch war nur eine abschnittsweise Analytik mittels 'H-NMR-Spektroskopie machbar, die
wiederum zur Bestimmung der Peptidbeladung beitrug (siehe auch Kapitel 3.2.1). Bei der
Verwendung von Fluorophor-haltigen Peptiden fiir die Konjugatsynthese konnte zudem
auf die Absorptionsspektroskopie zuriickgegriffen werden. So konnte mit einer eigens
entwickelten Analysemethodik die parallele Bestimmung der Beladung des Funktionspep-
tids und des zellpenetrierenden Peptids ermoglicht werden (siehe Kapitel 3.2.2). Des Wei-
teren wurde die Gelpermeationschromatographie zur Bestimmung der Molmassenmittel-

werte Mw und M, verwendet (siehe Kapitel 3.3).
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3.2.1. Bestimmung der Konjugatbeladung mittels "TH-NMR-
Spektroskopie

Fir die Beladungsbestimmung bei einer homomultivalenten Peptidbeladung konnte die
Analyse des Produktes mittels 'H-NMR-Spektroskopie durchgefithrt werden. Bei der
Kupplung des affinen 8 bzw. hochaffinen 9 Funktionspeptides (WPPPPRVPR-NH: und
WPPPPRVPRWPPPPRVPR-NH3, siehe Kapitel 3.1.2) an Maleinimiddextran 4 koénnen, je
nach Konzentration des verwendeten Peptids, unterschiedliche Beladungen des Konjugats
vorliegen. Im Vergleich mit den Spektren des Maleinimiddextrans 4 und des hochaffinen
Peptids 9, kann man im Konjugatspektrum gut die verschiedenen Gruppen zuordnen und

daher zur Auswertung verwenden (Abbildung 36). Das Konjugatspektrum wies auf den

ersten Blick drei Bereiche auf: den Aromatenbereich (> 7,00 ppm), den Dextranbereich
(3,50 — 5,50 ppm) und den Alkylbereich (< 2,50 ppm) in dem die verschiedenen Seitenket-

ten der Aminosiuren anzutreffen sind.

JMLMM _ Vg
AN Y

Hochaffines Peptid

it )

T T T T T T T T T T T T T T T T 1

8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
chemische Verschiebung [ppm]

Maleinimiddextran

Proben

Abbildung 36: Vergleichende NMR-Spektren von Maleinimiddextran 4 (oben), dem Peptid-Dextran-
Konjugat 1 (Mitte) und dem hochaffinen Peptid 9 (unten). Das Dextrangrundgeriist (griin) ist in den
ersten beiden Spektren klar zwischen 3,50 - 4,20 ppm erkennbar. Die Valin- (gelb) und Tryptophan-
signale (rot) sind sowohl im Konjugat- als auch im Peptidspektrum klar zu erkennen. Anhand des
Tryptophansignals kann die Konjugatbeladung bestimmt werden. Das Signal des Maleinimids (blau)
verschwindet bei der Kupplung zum Grofiteil, sodass auch hier eine positive Kupplung zu sehen ist.
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Beim Vergleich des Dextranbereichs (griin) mit dem Spektrum des hochaffinen Peptids 9
war eine Uberlagerung einer Vielzahl an Signalen durch das Dextrangrundgeriist zu se-
hen. Die iiberlagerten Signale sollten vorwiegend zu Arginin- und Prolin-Alkylsubstituen-
ten gehoren, die in direkter Nachbarschaft zu Aminofunktionen liegen und somit Tieffeld-
verschoben sind. Die weiteren Arginin- und Prolinsignale konnten zwischen 1,50 -
2,50 ppm gesehen werden. Durch ihre gegenseitige Uberlagerung konnten sie jedoch nicht
zur quantitativen Auswertung verwendet werden. Das Valinsignal (gelb) lag isoliert bei
0,90 - 0,95 ppm vor. Allerdings wies es bei etwa 0,87 ppm eine Schulter auf, sodass das
Integral dieses Signals nicht verldsslich ausgewertet werden konnte.

Somit blieb fiir die Auswertung der Beladung das Tryptophansignal (rot) bei 7,62 ppm.
Dieses integriert fiir ein Proton des Indolrings des Tryptophans und somit musste bei der
Kupplung des hochaffinen Peptids 9 der Wert fiir das erhaltene Integral halbiert werden,
da hier zwei Tryptophane pro Sequenz vorliegen.

Weiterhin konnte die erfolgreiche Kupplung des Peptids an das Maleinimiddextran 4 auch
durch das Verschwinden des Maleinimidsignals (blau) bei 6,91 ppm gesehen werden. Im
vorliegenden Beispiel konnte ein kleines Signal an dieser Stelle noch detektiert werden,
welches durch nicht vollstindig gekuppelte Maleinimide zustande kam. Fiir eine weitere
Verwendung des Konjugats ist dieses jedoch nicht ausschlaggebend. Eine vollstindige
Kupplung der Maleinimide konnte durch eine Konzentrationserhhung der verwendeten

Peptide bei der Konjugatsynthese erreicht werden.

3.2.2. Bestimmung der Konjugatbeladung mittels
Absorptionsspektroskopie

Bei der Kupplung mehrere Peptidspezies erschwerte sich die Auswertung im Gegensatz
zum Beispiel in Kapitel 3.2.1 noch einmal, da sich die Signale der einzelnen Peptide gegen-
seitig iiberlagerten. So zum Beispiel auch bei der Verwendung der zellpenetrierenden Pep-
tide, welche fiir die zellulare Aufnahme der Dextrankonjugate sorgen sollten (Kapitel 3.6).
Diese Sequenzen bestehen grofitenteils aus den basischen Aminosduren Arginin und Ly-
sin, die Signale im Bereich zwischen 1,5 — 4,0 ppm aufweisen.

In fritheren Arbeiten wurde auf die Verwendung der Aminosaureanalyse zuriickgegriffen,

um die Analyse der Konjugate zu ermdglichen.l92 7] Da dieses jedoch nicht ,in-house*
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stattfinden konnte, sondern auf kommerzielle Hilfe zuriickgegriffen werden miisste,
wurde aus Zeit- und Kostengriinden nach einer anderen Lésung gesucht.

Schliefllich wurden die zellpenetrierenden Peptide N-terminal mit einem in der Seiten-
kette Fluorophor-gelabelten Lysin gekuppelt (siehe Kapitel 3.1.2). Dieses sorgt sowohl da-
fiir, dass die Dextrankonjugate spéter mittels Konfokalmikroskopie sichtbar gemacht wer-
den konnen, als auch dafiir, dass die Anzahl der auf dem Dextran gekuppelten Peptide
mittels Absorptionsspektroskopie bestimmt werden kénnen. Wie schon in Kapitel 3.1.2
erwahnt, wurde eine Kombination aus zellpenetrierendem Peptid TAT 11 und Kernloka-
lisationssequenz NLS 12 verwendet. Hierbei wurden zwei Peptidsequenzen verwendet,
das Lys(RhB Pip)NLS-TAT 19 und das Lys(RhB Pip)TAT-NLS 20, um zu untersuchen, ob
die Reihenfolge der Peptide in der Sequenz einen Einfluss auf die zellulare und nukleare
Aufnahme hat. Die Kupplung an das Dextran erfolgte iiber einen 3-Mercaptopropyl-Lin-
ker, der an das N-terminale Ende des Peptids gekuppelt war (Abbildung 37).

TAT

“www@i @m@w@iw

H
NH2 NH2 HN}\

)\ )\ NHZ NH2 NH2

NH, HN? “NH, HNZ NH,

NLS

Abbildung 37: Kombination eines zellpenetrierenden Peptids (TAT) mit einer Kernlokalisationsse-
quenz (NLS). Das Peptid ist N-terminal mit einem Lys(Bernsteinsdure Rhodamin B-Piperazinamid)-
Baustein (lila) markiert. Die Kupplung an das Dextran erfolgte iiber den Thiol-haltigen Linker (griin).

Bei einigen Referenzkonjugaten wurde statt des Lys(RhB Pip)-Bausteins 17 ein anderer
Rhodamin B-Piperazinamid Baustein 21 eingesetzt, der tiber einen 4-Mercaptobutyl-Lin-
ker direkt an das Maleinimid binden konnte (Abbildung 38). Dieser Baustein wird wei-

terfithrend als Thiol-RhB Pip 21 bezeichnet.

62 |



3.2.2. BESTIMMUNG DER KONJUGATBELADUNG MITTELS ABSORPTIONSSPEKTROSKOPIE

Abbildung 38: Thiol-haltiger Fluorophor 21, welcher in der Synthese einiger Referenzkonjugate ver-
wendet wurde.

Um die Konjugatanalyse mittels Absorptionsspektroskopie durchfithren zu kénnen, muss-
ten zuerst die Absorptionsmaxima und dazugehorigen Extinktionskoeffizienten fiir alle
beteiligten Stoffe in Abhangigkeit der Wellenldnge A ermittelt werden. Das Absorptions-
spektrum fiir Lys(RhB Pip)-TAT-NLS 20 ist in Abbildung 39 angegeben, alle weiteren

Spektren befinden sich in Anhang 10.1.

Absorptionsspektrum Lys(RhB Pip)-
TAT-NLS 20 (100 pM)
3 -
2,5 1
<
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w2
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0 : . ——
230 430 630 830
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Abbildung 39: Absorptionsspektrum des Peptids Lys(RhB Pip)-TAT-NLS 20. Das Absorptionsmaxi-
mum bei 566 nm wurde zur Auswertung verwendet.

Die aufgetragene Absorption ist iber das Lambert-Beersche Gesetz (13) folgendermafien
definiert:[180]

Ay =€ -c-d (13)

mit:  Ajy: Absorption des Stof fes in Abhangigkeit der Wellenlange A

&,: molarer Extinktionskoef fizient in Abhangigkeit der
. m?
Wellenlange A [ﬁ]
c: Stof fmengenkonzentration der absorbierenden Substanz [mTOl]

d: Schichtdicke des durchstrahlten Korpers [cm]
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Durch Vermessen von Konzentrationsreihen und Auftragen der erhaltenen Werte als Ka-

libriergerade (siehe Abbildung 40 und Anhang 10.1) konnte der Extinktionskoeffizient

fiir alle Substanzen bei den relevanten Wellenldngen bestimmt werden (Gleichung (14)).

Geradensteigung
&y = 14
2 ] (14)
Kalibriergerade Lys(RhB Pip)-TAT-NLS 20
3,0 -
25 °
c
© 2,0 A ® 566 nm
I3
5 15 A
[%2]
2 y = 26586x
< 10 R? = 0,9876
0,5
0,0 T T 1
0,0E+00 4,0E-05 8,0E-05 1,2E-04
Lys(RhB Pip)-TAT-NLS [mol/L]

Abbildung 40: Kalibriergerade fiir Lys(RhB Pip)-TAT-NLS 20 bei 566 nm. Aus der erhaltenen Stei-
gung konnte der Extinktionskoeffizient (37980 L-mol!-cm™) ermittelt werden.

Beim Vergleich der Absorptionsspektren der einzelnen Substanzen ist zu erkennen, dass
sich die Spektren besonders im Bereich unterhalb von 400 nm stark tiberlagern (Abbil-
dung 41). Dieses fiithrt dazu, dass sich die Absorption bei einer Wellenlidnge aus mehreren
Einzelbeitragen zusammensetzt. Bei der spateren Berechnung der Peptidbeladung miissen

somit die Anteile der einzelnen Substanzen an einem Signal mit eingerechnet werden.

35 - Vergleich der Absorptionsspektren der

’ einzelnen Substanzen (100 pM)

3,0 -

MID

2,5 -
< -
2 20 - _— \Ff‘/z id
E‘ epu
2 "] ——TAT-NLS
-2
< 1,0

0.5 \ = H,0

0,0 ' ' =

230 430 630 830
A [nm]

Abbildung 41: Vergleich der Absorptionsspektren des Maleinimiddextrans MID1, hochaffinen Pep-
tids 9, Lys(RhB Pip)-TAT-NLS 20 und Wasser. Die Spektren iiberlagern sich besonders im Bereich
unterhalb von 400 nm.
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Fiir die Berechnung der Beladung eines Dextrans mit zwei verschiedenen Peptidspezies
wurde nach folgender Methodik vorgegangen, die in Zusammenarbeit mit Marcus Bodeck
(Institut fir Physik, Technische Universitit Berlin) entwickelt wurde. Zuerst wurde die zu
untersuchende Substanz genau eingewogen und in Wasser geldst. Anschliefend wurde
das Absorptionsspektrum aufgenommen (beispielhaft ist das Konjugat K1 in Abbildung
42 angegeben).

Absorptionsspektrum des Konjugats K1
4,0 1
3.0 - 238 nm
.5 - 280 nm
2 20 -
1
S
7]
< 566 nm
< 10 -
0,0 T T T
230 430 630 830
A [nm]

Abbildung 42: Absorptionsspektrum des Konjugats K1. Es liegen lokale bzw. globale Absorptions-
maxima bei 280 nm (hochaffines Peptid 9) und 566 nm (Lys(RhB Pip)-TAT-NLS 20) vor. Fiir das Ma-
leinimiddextran 4 wurde die Absorption bei 238 nm ausgewdhit.

Um nun die Beladungsberechnung fiir die einzelnen Spezies anhand des aufgenommenen
Spektrums zu ermoglichen, mussten zuerst die Extinktionskoeffizienten aller verwendeter
Stoffe bei den fiir die Berechnung wichtigen Wellenlangen ermittelt werden. (siehe Ta-
belle 4). Das lokale Absorptionsmaximum bei 566 nm korreliert mit dem Signal fiir das
Fluorophor-haltige Peptid Lys(RhB Pip) 19 bzw. 20 und fiir den Thiol-haltigen Fluorophor
(Thiol-RhB Pip 21). Es wurde fiir die Berechnung verwendet, da an dieser Stelle keine
anderen Konjugatbestandteile das Signal storten. Weiterhin korreliert das Signal bei
280 nm mit dem lokalen Absorptionsmaximum des hochaffinen Peptids 9.

Fiir die Berechnung wurde aufierdem eine weitere Wellenldge benétigt, zu dessen Absorp-
tion das Maleinimiddextran 4 beitrdgt. Da das Absorptionsmaximum des Maleinimid-
dextrans 4 auflerhalb des messbaren Bereichs liegt, wurde hierfiir die Absorption bei

238 nm vergleichsweise gewahlt.
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Tabelle 4: Die errechneten Extinktionskoeffizienten bei den entsprechenden Absorptionsmaxima wur-
den fiir die Beladungsbestimmung benétigt. Hierbei waren nicht nur die Extinktionskoeffizienten der
eigenen Maxima (in Klammern angegeben) von Bedeutung, sondern auch die Extinktionskoeffizienten
bei den Maxima der anderen Substanzen.

VERBINDUNG A [nm] e [L -mol!. ecm™]
Maleinimiddextran 4 238 nm (gewahlt) 13649
238 nm 5844
Hochaffines Peptid 9
280 nm (lokales Maximum) 5482
238 nm 25621
Lys(RhB Pip)-NLS-TAT 19
566 nm (globales Maximum) 39631
238 nm 12215
Lys(RhB Pip)-TAT-NLS 20
566 nm (globales Maximum) 37980
238 nm 13322
Thiol-RhB Pip 21
570 nm (globales Maximum) 21007

Anhand der erhaltenen Extinktionskoeffizienten und ausgehend vom aufgenommenen
Spektrum konnte die Konzentration des Fluorophor-haltigen Peptids Lys(RhB Pip)-TAT-
NLS 20 mit Hilfe von Gleichung (13) bei 566 nm bestimmt werden (siehe Gleichung (15)).
In diesem Bereich des Spektrums lagen keine Uberlagerungen durch andere Konjugatbe-
standteile vor. Die verwendeten Absorptionswerte wurden immer in ihrer korrigierten
Form verwendet. Das heif3t, dass die Grundabsorption des Losungsmittels und der Mikro-
titerplatte von den erhaltenen Absorptionswerten abgezogen wurden, bevor diese fiir Be-

rechnungen verwendet wurden.

A566 nm,korr.

CLys(RhB Pip)-TAT-NLS = 15
yst P) (€566 nm,Lys(RhB Pip)-TAT-NLS * @) (15)
0,751 _ l
= =28 -107° =
(37980 - 0,7 cm) L
mol - cm
mit: As66 nm, korr.: Mittelwert der korrigierten Absorption bei 566 nm

Somit betrug die Konzentration des Fluorophor-haltigen Peptids 20 in der vorhandenen

Losung (3,55 mg Substanz gelost in 2000 uL. Wasser) 2,8 - 107 mol/L.
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Weiterfithrend wurde die Konzentration beziehungsweise die Beladung des Dextrans mit
hochaffinem Peptid 9 anhand des "H-NMR-Spektrum bestimmt, da das Absorptionssignal
des lokalen Maximums (280 nm) des hochaffinen Peptids 9 anteilig durch das Maleinimid-
dextran 4 und das Lys(RhB Pip)-TAT-NLS Peptid 20 beeinflusst wurde. Dieses ist im NMR-
Spektrum nicht der Fall. Hierfiir wurde, wie bereits in Kapitel 3.2.1 beschrieben, vorge-
gangen. Fiir das ausgewéhlte Konjugat K7 ergab sich eine Beladung von 6,1 hochaffinen

Peptiden 9 pro Dextran (Abbildung 43).

7.69
4.99

g

T T T T T T T T T T T T
5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 o

3.5
chemische Verschiebung [ppm]

Abbildung 43: 'H-NMR-Spektrum des Konjugats K1 (700 MHz, D20). Das Konjugat ist mit 6,1 hoch-
affinen Peptiden 9 beladen (siehe Signal bei 7,69 ppm). Die Beladung durch das Fluorophor-haltige
Peptid 20 konnte auf diesem Wege nicht bestimmt werden.

Um nun weiterfithrend auch die Beladung und nicht nur die Konzentration des Fluoro-
phor-haltigen Peptids 20 zu erhalten, musste zuerst der Einfluss der beiden Peptide auf
die Absorption bei 238 nm bestimmt werden. Dadurch kann die Konzentration des Malei-
nimiddextrans 4 in der Probe erhalten werden. Dieses ist von essenzieller Bedeutung, da
auf diesem Weg die Molmasse des Konjugats errechnet werden kann.

Generell setzt sich die Absorption bei einer bestimmten Wellenliange additiv aus den Ab-
sorptionsbetragen der einzelnen Bestandteile des Molekiils zusammen. Hierdurch gilt

Gleichung (16):[181]
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Agss nm,ges. ~ Agss nm,Lys(RhB Pip)-TAT-NLS * Ayss nm,hochaffines Peptid (16)

+ Agsg nmMID

Unter Verwendung des Lambert-Beerschen Gesetzes (13) lasst sich Gleichung (16) folgen-

dermafien umformen:
Azsg nm,ges. ~ Azsg nm,Lys(RhB Pip)-TAT-NLS (17)

= €238 nm,hochaf fines Peptid * Chochaffines Peptid * d + €38 nmMIip - CMID - d

Mit der Annahme, dass die Konzentration des hochaffinen Peptids 9 bei der Auswertung
mittels 'H-NMR-Spektroskopie nur durch den Beladungsfaktor von der Konzentration des
Maleinimiddextrans 4 abweicht, gilt Gleichung (18):

Chochaffines Peptid = Lhochaffines Peptid * CMAD (18)
mit:  Lhochaffines Peptid: Beladung des hochaffinen Peptids pro Dextran (NMR)

Durch Einsetzen von Gleichung (18) in Gleichung (17) und anschliefendes Ausklammern,
ergibt sich Gleichung (19). Diese kann schlieflich zur Berechnung der Maleinimiddextran-

konzentration verwendet werden.

Agsg nm,ges. ~ Agsg nm,Lys(RhB Pip)-TAT-NLS

CMID = d I (19)
- (€238 nm,hochaf fines Peptid ° Lhochaffines Peptid + €238 nm,MID)
2,470 - 0,241 _c mol
= - — = 6,46-107° —
0,7 cm - (5844 -6,1) + 13649 )
mol - cm mol - cm

Somit wird fiir die Konzentration des Maleinimiddextrans 4 ein Wert von 6,46 - 10~ mol/L
in der vermessenen Losung des Konjugats K1 erhalten. Daraus lief sich schlief3lich unter

Einbeziehen des Volumens (2000 pL) die Stoffmenge der einzelnen Bestandteile errechnen.
nmip = Cmip -V (20)
= 6,46 - 107 mT"l - 0,002 L = 1,29-1077 mol
Es ergaben sich auf diese Weise Stoffmengen von 1,29 - 107 mol/L fir das Maleinimid-
dextran 4, 7,88 - 10”7 mol/L fiir das hochaffine Peptid 9 und 5,65 - 10 mol/L fiir das Flu-
orophor-haltige Peptid 20. Weiterfithrend lie3 sich aus den errechneten Stoffmengen die

Masse der jeweiligen Bestandteile und somit die Gesamtmasse des Produktes errechnen

(siehe Gleichung (21))
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muyip = Myip - *mip (21)
= 12500 &~ - 1,29-107 mol = 1,61-1073 g
mol

Fir das Maleinimiddextran 4 lief sich somit ein Massenanteil von 1,61 mg, fiir das hoch-
affine Peptid 9 ein Anteil von 1,80 mg und fiir das Fluorophor-haltige Peptid 20 ein Anteil
von 0,173 mg an der Gesamtmasse (3,58 mg) errechnen. Dieser Wert liegt recht nah an der
zu Beginn eingewogenen Substanzmenge (3,55 mg), sodass die Auswertung akzeptable
Ergebnisse lieferte.

Uber die Gesamtmasse konnte schliefSlich die Molmasse des Produkts errechnet werden.

Diese ergab sich aus Gleichung (22) unter Verwendung der Stoffmenge des Maleinimid-

dextrans 4:
m
Myes = ges (22)
nMip
3,58 -107°
= g = 27742 —g
1,29 - 1077 mol mol

Die Beladung mit Fluorophor-haltigem Peptid 20 ergab sich abschlieffend aus dem Stoff-

mengenverhaltnis des Lys(RhB Pip)-TAT-NLS Peptids 20 zum Maleinimiddextran 4 (siehe

Gleichung (23)).

NLys(RhB Pip)-TAT-NLS
nmip

Liys(RhB Pip)-TAT-NLS = (23)

5,65 - 1078 mol
= ——— = 0,44
1,29 - 1077 mol

mit:  LrysRnB pip)-TAT-NLs: Beladung des Fluorophor-haltigen Peptids pro Dextran
Im vorliegenden Konjugat K1 waren somit 0,44 Lys(RhB Pip)-TAT-NLS 20 Molekiile pro

Dextran gekuppelt.

Auf diesem Weg konnte die Beladung und die Molmasse von 13 Konjugaten bestimmt

werden (siehe Tabelle 5 und Tabelle 6), die weiterfithrend biochemisch untersucht wer-

den sollten.
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Tabelle 5: Auswertung der Beladung der Konjugate. Die erhaltenen Beladungen fiir das hochaffine
Peptid 9 und die Lys(RhB Pip)-Peptide 19 bzw. 20 wurden angegeben. Weiterhin ist die errechnete
Molmasse der Konjugate aufgefiihrt.

HocHAFFINES  Lys(RhB Pip)- Lys(RhB Pip)-
KOMIUGAT b prin(9)  TAT-NLS@0)  NLS-TAT(g) ~ Mls/moll

K2 1,10 15800
K3 1,00 15500
K4 4,5 1,90 28600
K5 4,8 1,50 28200
K6 52 0,03 24300
K7 52 0,30 25300
K1 6,1 0,44 27700
K8 6,3 2,20 33600
K9 7,2 0,40 30100
K10 9,9 1,80 40500

Tabelle 6: Beladungsbestimmung fiir die Thiol-RhB Pip-enthaltenden Konjugate. Die Beladungen der
Peptide, sowie die errechnete Molmasse sind hier angegeben.

KonjugAT HocHAFFINES PEpTID (9) THioL-RhB Pip (21) M [g/mol]
K11 0,11 12500
K12 2,3 0,20 16400
K13 5,9 0,40 25100

3.3. Methodenvalidierung mittels Gelpermea-

tionschromatographie

Zur Validierung der in Kapitel 3.2.2 beschriebenen Methodik, sollten die Molmassen der
Konjugate weiterhin mithilfe der Gelpermeationschromatographie (GPC) vermessen wer-
den. Die GPC ist ein Trennverfahren, bei dem Makromolekiile beziehungsweise Polymere

nach ihrem hydrodynamischen Volumen V; aufgetrennt werden. Dieses
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hydrodynamische Volumen beschreibt das Volumen der Molekiile mitsamt ihrer Solvat-
hiille, welche durch Wechselwirkungen des Losungsmittels der mobilen Phase mit dem
Makromolekil entsteht. Die Grofle des hydrodynamischen Volumens ist stark vom Lo-
sungsmittel, dem Verzweigungsgrad der Substanz und ihrer chemischen Struktur abhén-
gig. Somit kann es vorkommen, dass Substanzen unterschiedlicher Molmasse das gleiche

hydrodynamische Volumen aufweisen (Abbildung 44).[182-183]

Polyisopren Polystyrol PMMA
M = 15000 g/mol M = 20000 g/mol M = 24000 g/mol

Abbildung 44: Vergleich dreier verschiedener Polymere in THF. Das hydrodynamische Volumen der
Polymere ist gleich, obwohl die Molmassen sich stark unterscheiden (Abbildung nach PSS Polymer
Standard Service).[15]

Die Makromolekiile werden bei der Messung iiber eine Trennsaule geleitet, deren statio-
nire Phase aus einem pordsen Material besteht. Molekiile mit einem kleinen hydrodyna-
mischen Volumen konnen in die Poren des Materials diffundieren und haben somit eine
hohere Verweildauer auf der Saule. Im Gegensatz dazu kénnen Makromolekiile mit gro-

em hydrodynamischen Volumen nicht in die Poren eindringen und werden somit schnel-

ler eluiert (Abbildung 45).[184]
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Abbildung 45: Schematische Darstellung des GPC-Trennverfahrens. Molekiile mit groflem hydrody-
namischen Volumen (orange) kénnen nicht in die Poren der stationdren Phase eindringen und werden
daher schnell eluiert. Molekiile mit kleinerem hydrodynamischen Volumen (blau und griin) kénnen
in die Poren diffundieren und bendtigen somit ldnger, um eluiert zu werden (links). Sie werden somit
erst bei grofSeren Elutionsvolumina detektiert (rechts, Abbildung nach P. F. W. Simon [184),
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Die GPC ist eine Relativmethode und beruht somit auf dem Vergleich des Elutionsverhal-
tens der gemessenen Substanzen mit einer Standardsubstanz. Da die Konjugate ein
Dextrangrundgeriist aufweisen, wire es ideal als Standard ebenfalls Dextrane zu verwen-
den. In der vorliegenden Arbeit wurden jedoch vorwiegend Konjugate mit basischen Sei-
tenketten vermessen, sodass auf eine Kationensaule zuriickgegriffen wurde. Dieses ist
notwendig, da GPC-Trennséulen fiir neutrale Materialien in wassrigen Systemen oft aus
Poly-hydroxymethacrylat-Copolymeren bestehen. Hierbei wiirde eine ionische Interak-
tion mit basischen Substanzen und somit eine Veranderung der Elutionszeiten hervorru-
fen werden.[183 185] Die stationire Phase der Kationensiule besteht hingegen aus einem
NH-funktionalisierten Acrylat-Copolymer.['83] Hierdurch wird die Interaktion der proto-
nierten Aminfunktionen der Konjugate mit dem Saulenmaterial unterdriickt, da durch das
ebenfalls protonierte Sdulenmaterial eine Ladungsabstof3ung auftritt. Ungeladene Sub-
stanzen wie beispielsweise Dextrane werden auf Kationensédulen vergleichsweise spater
eluiert, da keine Ladungsabstoffung mit der stationéren Phase vorliegt.[!3¢] Somit kénnten
die geladenen Konjugate eventuell nur schwer mit den ungeladenen Dextranreferenzen
zu vergleichen sein. Aus diesem Grund wurde zusatzlich Poly(2-vinylpyridin) (P2VP, Ab-
bildung 46) als kationische Referenzsubstanz verwendet.[8¢] Hierbei ergibt sich jedoch
das Problem, dass das hydrodynamische Volumen der Referenz von dem der Konjugate

aufgrund ihrer strukturellen Unterschiede abweichen konnte.

HO
HO Q
HO
HO o
(]
HO
(0] _N
n
(0]
"o
HO oH "
Dextran Poly(2-vinylpyridin)

Abbildung 46: Verwendete Referenzsubstanzen fiir die GPC-Messungen. Dextran wird generell fiir
Messungen auf neutralen Sdulen verwendet, wihrend P2VP als Standard fiir Kationensdulen einge-
setzt wird.

Durch den Vergleich der Elutionsvolumina der Referenzen mit denen der Konjugate erhalt
man schliellich die Molmassenmittelwerte My und Mw, sowie den Polydispersitatsindex
(PDI). Die Molmassenverteilung kann je nach Gewichtung unterschiedliche Mittelwerte
ergeben. Das Zahlenmittel der Molmasse My gibt an, welche Molmasse in einer angege-

benen Verteilung am hiufigsten vorkommt. Er ist nach Gleichung (24) definiert als:[187]
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n
My = X n; M; (24)

Im Gegensatz dazu wird das Massenmittel der Molmasse Mw nach dem relativen Massen-

anteil der Probe gewichtet. Somit wird ein Makromolekiil mit groflerer Molmasse starker

gewichtet als ein Molekiil mit geringerer molarer Masse. Der My ist nach Gleichung (25)
folgendermafien definiert: [187]

2

L M

w = m (25)

Abschlief3end lasst sich der Polydispersitatsindex (PDI) als das Verhaltnis aus Massenmit-
tel zu Zahlenmittel definieren (Gleichung (26)). Er besitzt stets einen Wert > 1. Es gilt, je
naher der PDI an 1 liegt, desto kleiner ist die Molmassenverteilung der Probe. Er zeigt

somit den Homogenititsgrad eines Polymers an.[187]

PDI = 2 > 1 26
M, (26)

Bei der Vermessung des kauflich erworbenen Dextrans, welches als Startmaterial fiir die
Dextranmodifizierung diente, konnten anhand des Dextranstandards gute Werte fiir die
Molmassenmittelwerte und den PDI erhalten werden (siehe Tabelle 7). Besonders der My,
welcher einen Wert von 10300 g/mol aufwies, passte besonders gut mit den Angaben des
Herstellers (9000-11 000 g/mol) iiberein. Bei Verwendung des P2VP-Standards wurde wie-
derum ein viel zu kleiner My (20,5 g/mol) erhalten. Dieses liegt vermutlich daran, dass das
Dextran keine Ladungsabstoflung durch das Material der stationdren Phase erfahrt und
somit eine langere Verweildauer auf der Trennsaule aufweist als die kationische Referenz-
substanz. Es wird somit eine viel kleinere Molmasse suggeriert, als das Dextran in Wirk-
lichkeit besitzt.

Ahnliches konnte auch bei den vermessenen Konjugaten gesehen werden. Bei Verwen-
dung des Dextranstandards wurden fiir die Konjugate viel zu hohe Molmassenmittelwerte
(100000 - 300000 g/mol) ermittelt. Um solche Molmassen zu erhalten, miissten die Kon-
jugate an nahezu jeder Glukoseeinheit mit Peptiden substituiert vorliegen.

Bei Verwendung des P2VP-Standards wurden Molmassenmittelwerte zwischen 13700 -
31000 g/mol erhalten. Diese Molmassen sind hierbei mit Vorsicht zu betrachten, da das
hydrodynamische Volumen des P2VPs nicht mit dem der Dextrankonjugate tibereinstim-
men muss. Dennoch liegen die Molmassenmittelwerte etwa im selben Bereich, wie die in
Kapitel 3.2.2 berechneten Molmassen. Die Abweichungen des My zu den per Absorption

berechneten Molmassen (AM) sind ebenfalls in Tabelle 7 angegeben. Hierbei ist zu sehen,
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dass zwei Drittel der vermessenen Substanzen eine Abweichung unter 15 % aufwiesen.
Die tibrigen Substanzen besaflen Abweichungen zwischen 17 — 25 %. Als einziger grofier
Unterschied fiel das hochbeladene Konjugat K10 auf, welches eine Abweichung von
knapp 40 % aufwies. In diesem Fall konnte die hohe Beladung (9,9 hochaffine Peptide 9
und 1,8 Lys(RhB Pip)TAT-NLS Peptide 20) auch ein Grund fiir die hohe Abweichung sein,
da sie hochstwahrscheinlich das hydrodynamische Volumen des Konjugats stark beein-
flusst.

Alles in allem konnte aber eine gewisse Tendenz bei den Konjugaten gesehen werde, die
die in Kapitel 3.2.2 verwendete Analysemethodik bestarkt.

Abschlieflend zeigte ein Blick auf die hier erhaltenen PDIs eine recht breite Verteilung der
Molmassen. Dieses ist jedoch nicht unerwartet, da bereits das Startmaterial einen PDI von
1,76 aufwies und die Reaktionen rein statistisch verlaufen. Fur die weiterfuhrenden bio-

chemischen Untersuchungen ist dieses jedoch nicht problematisch.

Tabelle 7: Die gemessenen Molmassenmittelwerte Mpn, M., und der Polydispersitdtsindex (PDI) der
Konjugate angegeben nach steigender Beladung mit hochaffinem Peptid 9. Die Werte wurden anhand
eines P2VP-Polymerstandards bestimmt. Die Molmassenmittelwerte des ungeladenen Dextrans * wur-
den anhand des Dextranstandards bestimmt. Die Abweichung vom M., zu den in Kapitel 3.2.2 be-
stimmten Molmassen ist in Prozent angegeben.

KONJUGAT M [g/mol] Mw [g/mol] PDI AM [%]
Dextran (Sigma)* 5800 10300 1,76 24
K2 7200 13700 1,91 14
K3 6800 13700 2,02 12
K12 4400 15800 3,61 3,7
K4 13600 28600 1,59 0,2
K5 12800 21400 1,67 24
Ké6 11100 21500 1,94 12
K7 9800 21100 2,14 17
K13 9200 24200 2,62 3,4
K1 13100 22900 1,74 18
K8 14600 31000 2,12 1,0
K9 11900 22800 1,91 25
K10 14000 24300 1,73 40
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3.4. Messung der Bindungsaffinitaiten mittels
isothermaler Titrationskalorimetrie

Die Dissoziationskonstante Kp ist ein Maf} fiir die Affinitdt zweier Substanzen zueinander.
Sie beschreibt wie grof3 die Neigung zweier Molekiile ist, Bindungen miteinander einzu-
gehen. Bei multivalenten Systemen kann die Bindungsaffinitit im Vergleich zu einer mo-
novalenten Bindung der beiden Interaktionspartner stark ansteigen. Dieses wird beson-
ders oft bei biochemischen Protein-Ligand Interaktionen beobachtet, bei denen eine Viel-
zahl an Wechselwirkungen zwischen den Bindungspartnern zur Bindungsaffinitat beitra-
gen.[9 13, 188]

Um die Bindungsaffinitit der Peptid-Dextran Konjugate zu den Tandem-WW-Doménen
des FBP21 zu evaluieren, wurden Bindungsstudien mittels isothermaler Titrationskalori-
metrie durchgefiihrt. Hierfiir wurden verschiedene Konjugate verwendet, die zum Teil
auch fir die Anwendung in der Mikroskopie bestimmt waren (Tabelle 8). Die Substanzen
in Tabelle 9 sind als Referenzsubstanzen angedacht, um den Einfluss des Dextrangrund-

geriists und der zellpenetrierenden Peptide auf die Bindungsaffinitaten zu untersuchen.

Tabelle 8: Peptide und Konjugate, die in den ITC-Messungen eingesetzt wurden. Die Konjugate sind
mit aufsteigender Beladung des jeweiligen Funktionspeptids geordnet. Manche Konjugate tragen zu-
satzlich zellpenetrierende Peptide (Lys(RhB Pip)-NLS-TAT 19 oder Lys(RhB Pip)-TAT-NLS 20) oder
Fluorophore (Thiol-RhB Pip 21).

SUBSTANZ FUNKTIONSPEPTID ZUSATZLICHE BELADUNG
Affines Peptid 8 (W) WPPPPRVPR
K14 39W
K15 46 W
K16 10 W

Hochaffines Peptid 9 (W2) =~ WPPPPRVPRWPPPPRVPR

Ki2 2,3W, 0,2 Thiol-RhB Pip
K17 4,0 W3

K4 4,5 W» 1,9 NLS-TAT
K5 4.8 W» 1,5 TAT-NLS
K6 5,2 W2 0,03 NLS-TAT
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K7 52 W, 0,31 TAT-NLS
K13 5,9 W2 0,4 Thiol-RhB Pip
K1 6,1 W2 0,44 TAT-NLS
K8 6,3 W2 2,2 NLS-TAT
K9 72 W, 0,4 NLS-TAT
K10 9,9 W2 1,8 TAT-NLS

Tabelle 9: Zusdtzliche im ITC vermessene Substanzen (Startmaterialien, Konjugate mit zellpenetrie-
renden Peptiden)

SUBSTANZ CHARAKTERISTIKA

MID1 Maleinimiddextran
K2 1,1 NLS-TAT
K3 1,0 TAT-NLS

Das fiir die Bindungsstudien verwendete Protein wurde von Miriam Bertazzon (Arbeits-
gruppe von Prof. Dr. Christian Freund, Freie Universitat Berlin) exprimiert und aufgerei-
nigt. Fir die ITC-Experimente wurde hierbei nicht das Protein in voller Lange (376 Ami-

nosiuren), sondern lediglich die Sequenz der Tandem-WW-Doménen eingesetzt (88 Ami-

noséduren). Diese Sequenz (Abbildung 47) ist maf3geblich fiir die Interaktion mit den Pro-
lin-reichen Sequenzen der verwendeten Funktionspeptide verantwortlich (siehe auch Ka-

pitel 1.4).[8183]
GAMAKKRKKDPSKGRWVEGITSEGYH

FBP21 DLI SGASQWEK EGFQGDLIKKTA

Sequenz v I VWV EGLSEDGEFT NTETGES SR R

W E K DDF 1 PH

Abbildung 47: Aminosduresequenz des im ITC verwendeten FBP21. Es wurde nicht das Protein in
seiner vollen Linge verwendet, sondern nur die Sequenz der Tandem-WW-Domdnen. Die fiir die Bin-
dung wichtigen Aminosduren (Tryptophan, Tyrosin und Prolin) wurden farbig markiert.

Fiir ITC-Experimente ist es wichtig, dass die verwendeten Liganden und Rezeptoren unter
moglichst identischen Bedingungen eingesetzt werden. Dieses bezieht sich insbesondere
auf das verwendete Losungsmittel und den pH-Wert der Losung. Selbst bei einer geringen

Abweichung in der Pufferkonzentration oder im pH-Wert kann es zu Mischungseffekten
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kommen, die sich durch Wiarmeianderung auf das Systems auswirken.['®] Hierdurch kén-
nen die erhaltenen Kp-Werte und thermodynamischen Zustandsgrof3en mit gro3en Feh-
lern behaftet sein. Um dies zu verhindern, ist es wichtig, dass das verwendete Losungs-
mittel fiir beide Substanzen (Konjugat und FBP21) geeignet ist. Um weiterhin Mischungs-
effekte auszuschlieBen, wurden als Negativkontrollen jeweils Titrationen der Konjugate
in Puffer, Puffer in Protein, sowie Puffer in Puffer durchgefiihrt.

Generell wurde fiir die Messungen, wie bereits in Kapitel 1.2.3 beschrieben, der Rezeptor
(hier das FBP21) in der Messzelle vorgelegt. Der Ligand (hier das Konjugat) wurde schritt-
weise iiber die Nadel hinzu titriert. Durch die Interaktion der Bindungspartner wurde
Wiérme freigesetzt, welche durch das Gerét kompensiert wurde. Das entsprechende Signal
wird gegen die Zeit aufgetragen und man erhalt die charakteristischen ITC-Diagramme.
In Abbildung 48 ist beispielhaft das ITC-Spektrum fiir das affine W-Peptid 8 angegeben,

welches gegen die Tandem-WW-Doménen von FBP21 titriert wurde.

O—Tr
=
o 44
a
_(—,_
0I1|0I2|0|3|0‘4‘0‘5|0I6|0I7|0
Zeit [min]
,5_
S -104
=
= -157
=
_20_
T
3 55 Kp=721%2,1
o N=1,23+0,11

Molares Verhaltnis

Abbildung 48: [TC-Spektrum des affinen Peptids 8 (2,0 mM) titriert gegen FBP21 (100 uM). Es erfolgte
eine exotherme Warmednderung, die durch das Gerdt ausgeglichen wurde.

Anhand des molaren Verhaltnisses und der Form der Bindungsisotherme lasst sich bereits
abschitzen, wie stark die Interaktion zwischen dem hier verwendeten affinen W-Peptid 8
und dem FBP21 ist. Da das W-Peptid 8 etwa in einer 20-fach héheren Konzentration als

das Protein vorlag, die Bindungsisotherme aber nur einen flachen Anstieg aufwies, lasst
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sich hier auf eine eher geringe Bindungsaffinitat schlieSen. Es wurde ein Wert von 72,1 +
2,1 uM erhalten. Die genauen Werte und Fehlergrenzen aller Bindungsaffinititen und
thermodynamischen Zustandsgrofien konnen im Anhang 10.2 der Tabelle A. 1 entnom-
men werden. Im weiteren Verlauf dieses Kapitels soll weiterfithrend anhand von Graphen
auf die Messdaten eingegangen werden.

Bei der genaueren Betrachtung aller vermessenen Substanzen, zeigte sich, dass die in Ta-
belle 9 angegebenen Substanzen keinerlei Bindungsaffinitiat zum FBP21 aufwiesen (siehe

auch Anhang Abbildung A. 40 — Abbildung A. 42). Bei den Verbindungen handelt es

sich um das Maleinimiddextran MID1 und jeweils ein Konjugat mit zellpenetrierendem
Peptid Lys(RhB Pip)-NLS-TAT K2 bzw. Lys(RhB Pip)-TAT-NLS K3.

Die in Tabelle 8 angegebenen, gemischt-substituierten Konjugate bestehen aus einer
Kombination eines der Funktionspeptide, sowie eines zellpenetrierenden Peptids oder des
Fluorophors Thiol-Fluoro 21. Da weder das Dextrangrundgeriist, noch die zellpenetrie-
renden Peptide Bindungsaffinitdten zum FBP21 aufwiesen, miissen die fiir diese Konjugate
erhaltenen Kp-Werte von den Funktionspeptiden hervorgerufen werden.

Weiterfithrend sind die Bindungsaffinitaten der Funktionspeptid-tragenden Konjugate in

Abbildung 49 und Abbildung 50 aufgetragen. In diesen kann die steigende Bindungsaf-

finitat mit zunehmender Beladung an Funktionspeptiden gesehen werden. Bei Konjugaten
mit gleicher Funktionspeptid-Beladung, aber unterschiedlicher Beladung mit zellpenetrie-
rendem Peptid (bspw. K4 zu K5 oder K1 zu K8), konnte kein signifikanter Unterschied im
Kp-Wert beobachtet werden. Dies ist ein weiterer Hinweis darauf, dass die zellpenetrie-
renden Peptide keine Bindungsaffinitit zu den Tandem-WW-Doménen des FBP21 aufwei-
sen. Weiterhin wurde zwischen Konjugaten mit affinen und hochaffinen Funktionspepti-
den unterschieden. Das affine Peptid 8 (WPPPPRVPR) wies einen Kp-Wert von 72,1 +
2,1 uM auf. Durch Kupplung von etwa vier Peptiden auf Dextrane konnte der Kp-Werte
bereits auf 11,9 + 2,0 uM (K14) gesenkt werden. Eine weitere Steigerung der Affinitat bei
héheren Beladungen war ebenfalls zu sehen (Kp, 10 w-peptide = 1,4 + 0,3 pM, K16). Im direk-
ten Vergleich hierzu steht das hochaffine W>-Peptid 9, welches bereits ohne Dextranbin-

dung einen Kp-Wert von 6,80 + 0,43 uM aufwies (Abbildung 50). Auch hier war eine
Zunahme der Bindungsaffinitat mit steigender Beladung der Konjugate zu sehen, jedoch
war diese weniger stark ausgepragt. Ab einer Beladung von etwa vier hochaffinen Pepti-
den (K17) wurden Kp-Werte von etwa 2 uM erreicht. Die weitere Steigerung der Beladung

veridnderte den Kp-Wert in geringerem Maf3e. So wurde beispielsweise bei 6,1 hochaffinen
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Peptiden (K1) ein Kp-Wert von 0,88 + 0,08 uM erhalten, bei 9,9 hochaffinen Peptiden (K10)
ein Kp-Wert von 0,75 + 0,09 uM.

Bindungsaffinititen der W-Peptide und
Konjugate zu FBP21

80 -

70

60 -

50 -

Kp [uM]

40 A
30 A
20
gl
0

W-Peptid 8" K14* K15* K16*

39W 4,6 W 10W

Abbildung 49: Bindungsaffinititen des affinen W-Peptids 8 und entsprechenden Konjugate K14 -
K16 bestimmt mittels ITC. Die Kp-Werte sinken mit steigender Beladung. Verbindungen, die mit ei-
nem Stern * markiert wurden, wurden mittels ITC200 (Malvern) vermessen.

Bindungsaffinitaten der W,-Peptide und Konjugate zu
5] FBP21

Kp [uM]

WwW2* K12 K17 K4 K5 K7 K13 K1 K8 K9 K10

23W, 40W, 45W, 48W, 52W, 59W, 61W, 63W, 72W, 99W,
RhB NT TN TN RhB TN NT NT ™

Abbildung 50: Bindungsaffinitdten des hochaffinen Wz-Peptids 9 und der entsprechenden Konjugate
bestimmt mittels ITC. Die Kp-Werte sinken mit steigender Beladung. Die Beladung an Fluorophor
(RhB) und den zellpenetrierenden Peptiden Lys(RhB Pip)-NLS-TAT (NT), sowie Lys(RhB Pip)-TAT-
NLS (TN) ist Tabelle 8 zu entnehmen. Verbindungen, die mit einem Stern * markiert wurden, wurden
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mittels ITC200 (Malvern) vermessen. Alle anderen Verbindungen wurden mit dem PEAQ-ITC (Mal-
vern) vermessen.

Zur einfacheren Ubersicht wurden hier die Differenzen der Kp-Werte der Konjugate zum
affinen bzw. hochaffinen Peptid in Prozent berechnet (Gleichung (27)). Diese stellen die

Aktivitatssteigerung der Konjugate gegeniiber dem jeweiligen Funktionspeptid dar.

100 % - Kp koniuaat
AKp = 100% - ( L

) (27)

Kp peptid

Die erhaltenen Werte wurden zusammen mit der Bindungsstochiometrie (N) in Tabelle
10 angegeben. Die Konjugate sind hierbei mit steigender Beladung des jeweiligen Funkti-
onspeptids angeordnet. Bei den Konjugaten, die das affine W-Peptid 8 tragen, fiel die Dif-
ferenz mit steigender Peptidanzahl groler aus als bei den hochaffinen W»-Peptid-Konju-
gaten. Somit ist der kooperative Effekt dieser multivalenten Systeme starker ausgepragt.
Bei den W:-Peptid-Konjugaten wurden AKp-Werte zwischen 55 — 90 % erreicht, was in
etwa einer Verdoppelung bis Verzehnfachung der Bindungsaffinitdten entspricht.

Bei Betrachtung der Bindungsstocheometrien des Systems konnte gesehen werden, dass
dieser mit steigender Beladungszahl des jeweiligen Funktionspeptids abnimmt. Durch
Verwendung des Kehrwerts der Bindungsstocheometrie konnte die Anzahl der bindenden
Proteine pro Peptid bzw. pro Konjugat erhalten werden.

Das affine W-Peptid 8 bindet widererwartend nicht im Verhiltnis 1:1 zum FBP21, sondern
zeigt eine Stochiometrie von 1,23. Dieses entspricht im Mittel 0,8 gebundenen Proteinen
pro W-Peptid. Eine Abweichung von den erwarteten Werten kann dadurch erklart wer-
den, dass das Protein eine geringere bzw. das Peptid eine hohere Konzentration als ange-
nommen aufwies. Die erhaltenen Bindungsstochiometrien wurden fiir die weitere Be-
trachtung normiert.

Es konnte weiterfithrend gesehen werden, dass das hochaffine Peptid 9 mit etwa 1,6 Pro-
teinen interagiert. Somit kam beim affinen Peptid 8 eine 1:1 Bindung zwischen Peptid und
Protein vor, wobei das Peptid an eine der beiden Bindungsstellen des Proteins binden
kann. Das hochaffine Peptid 9 schien eine etwas héhere Stochiometrie aufzuweisen. Bei
einem Wert von 1,6 Proteinen pro Peptid ist die Moglichkeit gegeben, dass das hochaffine
Peptid 9 beide Bindungsstellen gleichzeitig bindet bzw. ein hochaffines Peptid jeweils eine
Bindungsstelle von zwei Proteinen bindet. Weiterhin ist es moglich, dass eine einfache

Bindung einer Bindungsstelle des Proteins zu einer Bindungsstelle des Peptids vorlag. In
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Losung konnen alle drei Bindungszustande parallel zueinander vorliegen, sodass sich der
oben genannte Wert ergeben konnte.

Betrachtet man nun die Konjugate, so konnte auch hier gesehen werden, dass mit steigen-
der Beladungszahl mehr Proteine gebunden werden konnten. Bei einer Beladung mit etwa
vier affinen W-Peptiden (K14) werden im Mittel 3,0 Proteine pro Konjugat gebunden.
Wihrend bei einer Beladung mit zehn affinen Peptiden (K16) 6,7 Proteine mit dem Kon-
jugat interagieren konnten. Hierbei ist es moglich, dass Proteine an einer oder beiden Bin-
dungsstellen mit dem Konjugat wechselwirken, da dieses ausreichend Interaktionspartner
zur Verfiigung stellt. Bei den Konjugaten, die das hochaffine W-Peptid 9 tragen, war ein
ahnliches Verhalten zu beobachten. Auch hier kam es bei einer Beladung mit 9,9 hochaf-
finen Peptiden (K10) zu einer Interaktion mit 6,7 Proteinen. Obwohl ein hochaffines Pep-
tid potentiell mit beiden Bindungsstellen des Proteins wechselwirken kénnte, konnte eine
erhohte Proteinbindung im Vergleich zum Konjugat K16 nicht festgestellt werden. Es
scheint somit eine Séttigung erreicht zu werden. Dies konnte daran liegen, dass aus steri-
schen Griinden keine weiteren Proteine mit dem Konjugat interagieren konnen. Somit
wiren nicht alle vorhandenen Peptide an der Bindung beteiligt.

Wie allerdings schon in Kapitel 1.2 beschrieben, binden multivalente Systeme nicht
zwangslaufig mit allen beteiligten Rezeptoren bzw. Liganden gleichzeitig. Vielmehr
kommt es zu einem Gleichgewicht zwischen Eingehen und Losen der Interaktionen. Ein
Wechsel der Bindungspartner ist somit durchaus denkbar. Diese Variation der Beset-
zungszustande geht beispielsweise auch in die Entropie eines multivalenten Systems mit
ein und wird dort als Avidititsentropie bezeichnet (siehe Gleichung (8), Kapitel 1.2.2).[30]
Es ist somit vorstellbar, dass die Kp-Werterh6hung der Konjugate bei steigender Beladung
auch durch die erhohte Rebinding-Wahrscheinlichkeit des Systems begriindet ist. Durch
die erhohte lokale Konzentration an Liganden wiirde das Protein somit zunehmend stéar-
ker an das Konjugat gebunden werden. Durch die Moglichkeit der zweifachen Interaktion
des hochaffinen Peptids 9 mit dem FBP21 ist dieser Effekt bei den W2-Konjugaten im Ge-

gensatz zu den W-Konjugaten verstarkt. Der Vergleich der W-Peptid-Konjugate zu den

W-Konjugaten gleicher Beladungsanzahl (K14 zu K17 oder K16 zu K10) zeigte die erwar-
tete erhohte Bindungsaffinitat der W2-Konjugate zum FBP21.
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Tabelle 10: Gemessene Bindungsaffinititen und die daraus errechneten AKp-Werte. Zusitzlich sind
die (normierten) Bindungsstocheometrien N und die Anzahl der pro Peptid bzw. Konjugat gebundenen
Proteine angegeben. Verbindungen, die mit einem Stern * markiert wurden, wurden mittels ITC200
(Malvern) vermessen.

BINDENDE PROTEINE

PROBE Kp[uM] AKp[%] N Norm. PRO SUBSTANZ
unnorm. norm.
Affines
. . 72,1 1,23 1,00 0,8 1,0
Peptid 8

K14* 11,9 84 0,40 0,33 2,5 3,0
K15* 4,82 93 0,33 0,27 3,0 3,7
K16* 1,40 98 0,19 0,15 5,3 6,7
Hochaffines 6.80 0.79 0.64 13 6

Peptid 9* ’ ’ ’ ’ ’
K12 6,61 3,0 0,87 0,71 1,1 1,4
K17 2,12 69 0,37 0,30 2,7 3,3
K4 1,29 81 0,34 0,28 3,0 3,6
K5 1,78 74 0,27 0,22 3,7 4,5
K7 1,39 80 0,31 0,25 3,2 4,0
K13 1,41 79 0,33 0,27 3,0 3,7
K1 0,88 87 0,27 0,22 3,8 4,5
K8 1,22 82 0,23 0,19 4,3 5,3
K9 0,83 88 0,23 0,19 4,3 5,3
K10 0,75 89 0,19 0,15 5,3 6,7

Bei der genaueren Betrachtung der thermodynamischen Zustandsgrofien (Abbildung 51)

konnte eine starke Zunahme der Bindungsenthalpie und eine Abnahme der Bindungsen-
tropie mit steigender Konjugatbeladung beobachtet werden. Wihrend die ungebundenen
Funktionspeptide (8 und 9) nur geringe Bindungsenthalpien und Bindungsentropien be-
salen (AH w = -55,5 + 0,4 kJ/mol, -TAS w = 31,9 £ 0,5 kJ/mol und AH w2 = -76,0
0,9 kJ/mol, -TAS w2 = 46,5 + 0,4 kJ/mol), stiegen bei den Konjugaten die Bindungsenthal-
pien auf Werte zwischen -129 bis -280 kJ/mol an. Fiir die hochbeladenen Konjugate mit 10
affinen W-Peptiden (K16) und 9,9 hochaffinen W3-Peptiden (K10) wurden sogar Bin-
dungsenthalpien von -397 und -359 kJ/mol erhalten.
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Die Bindungsentropien nahmen fiir die Konjugate stark negative Werte an. Dies kann mit
der stiarkeren Interaktion der Konjugate mit dem FBP21 im Gegensatz zu den ungebun-
denen Peptiden begriindet werden. Das entsprechende Konjugat wird durch diese starkere
Interaktion wahrscheinlich in eine rigidere Konformation gezwungen und verliert somit
an Flexibilitat. Durch die starke Enthalpiezunahme durch Addition der einzelnen Bin-
dungsevents und die gleichzeitige Entropieabnahme des Systems liegt, wie in Kapitel 1.2.2

beschrieben, eine Enthalpie-Entropie-Kompensation vor.[3%]

[k)/mol]  thermodynamische Zustandsgrofien der Interaktion
400 -

W-Konjugate W,-Konjugate
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Abbildung 51: Thermodynamische ZustandsgrofSen der Funktionspeptide und -tragenden Konjugate.
Die Beladung mit Funktionspeptiden nimmt jeweils von links nach rechts zu. Verbindungen, die mit
einem Stern * markiert wurden, wurden mittels ITC200 (Malvern) vermessen. Die starke Abnahme der
Bindungsentropien mit zunehmender Konjugatbeladung kompensierten die ansteigenden Bindungs-
enthalpien.

Abschlieflend lieferte der Vergleich der in dieser Arbeit synthetisierten Substanzen mit
der Literatur eine gute Einschéatzung der Qualitdt unserer Inhibitoren. Wie schon in Kapi-
tel 2.1 beschrieben, wurden einige multivalente Inhibitoren fiir die Tandem-WW-Domé-
nen des FBP21 von Koschek und Henning et al. entwickelt und in Bindungsstudien einge-
setzt. Der Vergleich von drei Polymergrundgeriisten zeigte eine Aggregatbildung der
pHPMA- und hPG-Konjugate und somit eine Praferenz fiir die Peptid-Dextrankonjugate.
Bei Verwendung des Funktionspeptids CGPPPRGPPPR (Kp peptia > 1 mM) konnten Kp-
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Werte fiir die Konjugate von 1,6 + 0,4 uM erhalten werden.[?6] Die hPG-Konjugate von
Henning et al., die das affine W-Peptid 8 (Kppeprid > 155 pM) trugen, erreichten hingegen
nur Kp-Werte von 17,6 £ 0,02 uM. Dieses bestatigte weiterhin die Wahl des Dextrans als
Grundgeriist.[l Durch die Kombination dieser beiden Systeme konnten die zuvor erreich-
ten Bindungsaffinitdten nochmals verstarkt werden. Bei Verwendung des affinen Peptids
8 (WPPPPRVPR) und des hochaffinen Peptids 9 (WPPPPRVPRWPPPPRVPR) konnten mit
zunehmender Konjugatbeladung steigende Bindungsaffinitaten bis zu 1,40 + 0,3 uM (Kp,w-
Konjugat) und 0,75 = 0,1 pM (Kb, wz-Konjugar) gesehen werden. Die hier synthetisierten Inhibi-
toren sind somit die potentesten, existierenden, multivalenten Inhibitoren der Tandem-
WW-Doménen des FBP21.

Weiterhin zeigte die zusatzliche Verwendung von zellpenetrierenden Peptiden keinen
Einfluss auf die Bindungsaffinitaiten zum FBP21. Somit konnten die synthetisierten Kon-
jugate im weiteren Verlauf der Arbeit ohne Bedenken fiir die konfokalmikroskopischen
Untersuchungen eingesetzt werden (Kapitel 3.6). Die Untersuchung der zellularen Auf-
nahme der Konjugate und die Evaluierung der Funktionalitdt mittels in vitro Splicing- und
Pulldown-Assays (Kapitel 3.7 und 3.8) sind hierbei von bedeutendem Interesse, da bislang
ausschlieBlich Bindungsstudien der multivalenten FBP21-Inhibitoren literaturbekannt

sind.

3.5. Zytotoxizitatsbestimmungen

Im weiteren Verlauf der Arbeit sollte die zellulare Aufnahme und Verteilung der Konju-
gate in vivo bestimmt werden. Hierfiir sollten jedoch zuerst Zytotoxizitatsbestimmungen
durchgefithrt werden, um den Einfluss der Konjugate auf die Zellen zu bestimmen. Wei-
terhin sollte der verwendbare Konzentrationsbereich der Konjugate fiir die mikroskopi-
schen Aufnahmen ermittelt werden. Dieses ist insbesondere fiir die zellpenetrierenden
Peptide von Bedeutung, da in der Literatur viele verschiedene Angaben zu Zytotoxizitaten
zu finden sind und diese somit nicht leichthin abgeschitzt werden kénnen.[139-140. 142]

Zur Bestimmung der Zytotoxizitdt beziehungsweise der Zellviabilitat gibt es mehrere
standardisierte Assayverfahren, die fiir verschiedene Systeme unterschiedlich gut geeig-
net sind. Hierbei unterscheidet man zwischen Assays, die bestimmen, ob Zellen leben und

sich proliferieren oder ob Zellen unter Einfluss von Substanzen sterben.[19]
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Fiir die Bestimmung der Zellviabilitat haben sich einige Verfahren besonders etabliert. Zu
diesen zdhlen die in dieser Arbeit verwendeten Resazurin- und ATP/Luciferase-Assays,
welche die metabolische Aktivitat von Zellen messen.

Der Resazurin-Assay beruht auf der Reduktion des zellgéngigen Farbstoffes Resazurin
durch zelleigenes NADH/H* zum fluoreszenten Resorufin (Schema 8). Die entstehende
Fluoreszenz kann als Maf} fiir die Zellviabilitit genommen werden, da diese Reduktion
nur bei lebenden Zellen stattfinden kann. Es kann wiederum keine Aussage tiber die
Proliferation der behandelten Zellen gemacht werden, da der Resazurin-Assay nicht zwi-
schen zu Beginn des Assays ausgesédten und durch Proliferation neu entstandenen Zellen

unterscheiden kann.[191]

o2 NAD*, H,0
I H
N® N N
L L, —,
HO o o HO (0] (0] HO (6] OH
Resazurin NADH/H Resorufin Hydroresorufin
blau pink, fluoreszent farblos

Schema 8: Resazurin-Reduktion durch NADH/H* zum fluoreszenten Resorufin. Eine zweite, reversible
Reduktion zum farblosen Hydroresorufin ist ebenfalls moglich.

Die Beladung der fiir die Zellasssays verwendeten Konjugate konnen im Konjugatbela-
dungs-Inhaltsverzeichnis (Seite X) nachgeschlagen werden. Es handelt sich hierbei um die
Konjugate, die bereits in Kapitel 3.2.2 (Tabelle 5) mittels Absorptionsspektroskopie ana-
lysiert wurden. Weiterhin wurde zur zusatzlichen Untersuchung des zytotoxischen Ef-

fekts der Rhodamin B-Derivate der Fluorophor 15 (Bernsteinsaure Rhodamin B-Pipera-

zinamid, Abbildung 52) verwendet. Da dieser Fluorophor an die zellpenetrierenden Pep-
tide gekuppelt ist, sollte ein moglicher zytotoxischer Effekt durch diesen Baustein unter-

sucht werden.

Abbildung 52: Bernsteinsdure Rhodamin B-Piperazinamid 15 wurde zur Untersuchung des zytoto-
xischen Effekts der Fluorophore auf Zellen verwendet.
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Fir den Resazurin-Assay wurden HEK293-Zellen ausgewéhlt und mit den zu untersu-
chenden Substanzen inkubiert. Die Umsetzung des Resazurins zu Resorufin ist Zelltyp-
und Zellkonzentration-abhingig, da sie von der Metabolismusrate der Zellen abhiangt.[192]
Der Einfluss der Substanzen auf das Resazurin wurde in Abwesenheit der Zellen unter-
sucht und zeigte mit Ausnahme des reaktiven Maleinimiddextrans 4 nur vernachlassig-
bare Werte (Anhang 10.3). Somit konnte der Resazurin-Assay ohne weiter Bedenken
durchgefiihrt werden.

Die Umsetzung des Resazurins (570 nm) zu Resorufin (600 nm) wurde mittels Absorptions-
messungen verfolgt. Hierfiir wurde die Absorption der Zelllosung zu verschiedenen Zeit-
punkten bei 600 nm gemessen bis eine Wertekonstanz erreicht wurde. Die Umsetzung des
Resazurins zu Resorufin erfolgte selbst bei unbehandelten Zellen (Positivkontrolle) erst im
Laufe von 24 h - 72 h zu einem signifikanten, messbaren Anteil. Somit mussten fiir den
Assay entsprechend lange Inkubationszeiten gewahlt werden. Es konnte beobachtet wer-
den, dass im Laufe der Inkubationszeit die Farbe der Lésungen in einigen Proben langsam

von blau nach pink wechselte (Abbildung 53). Dieses deutet auf eine erfolgreiche Reduk-

tion des Resazurins hin und somit auf eine metabolische Aktivitat der vorliegenden leben-
den Zellen. Die verbleibenden blauen Losungen zeigten eine Zelltoxizitat auf, da hier die
metabolische Aktivitat der Zelle und somit die Reduktion des Resazurins ganz oder teil-

weise gehindert wurde.

Substanz- Resazurin- OOOOOOO M d OOOOOOO
— T 1QQO00QQ T OO0 QQ0QQ
zugabe zugabe QOO0Q0Q Absorption QUUVQVQ

QVOO00Q Q00

1 h Inkubation 72 h Inkubation

Abbildung 53: Schematische Darstellung der Assaydurchfithrung. Zuerst wurden die Zellen in 96-
Wellplatten ausgesdt und nach abgeschlossener Inkubationszeit (1 h) mit den entsprechenden Sub-
stanzen versetzt. Nach Zugabe des blauen Farbstoffs Resazurin, wurden die Zellen erneut inkubiert.
Im Laufe der Zeit konnte bei manchen Wells eine pinke Verfarbung festgestellt werden. Die entspre-
chenden Wells enthielten lebende Zellen, wihrend die verbleibenden blauen Wells eine Zelltoxizitdt
der zugegebenen Substanzen anzeigten. Die Zellviabilititen wurden durch Messung der Absorption
(600 nm) und Vergleich mit der Positivkontrolle bestimmit.

Aufgrund ihrer Bestimmung fiir die Konfokalmikroskopie, trugen die zu untersuchenden
Konjugate selbst Rhodamin B-Derivate, die als Fluorophore in der Mikroskopie wirken
sollten (siehe auch Kapitel 3.2.2 und 3.6). Diese Derivate haben eine ungefiahre Anregungs-

wellenlinge von 566 nm und eine Emissionswellenlinge von 590 nm.[177]
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Da Resorufin selbst einen Anregungswellenldngenbereich von 530 — 560 nm und eine
Emissionswellenldnge von 590 nm aufweist, kann es somit leicht zur Fluoreszenzléschung
zwischen diesen beiden Substanzen kommen. Eingestrahlte Energie konnte somit ganz
oder teilweise auf den zweiten Fluorophor iibertragen werden, wodurch es bei der emit-
tierten Fluoreszenz zu einem unbestimmten Fehler in der gemessenen Intensitat kommen
wiirde.

Um dieses zu vermeiden, wurde als analytische Messmethode auf die Absorption zuriick-
gegriffen, da diese von einem Loschungseffekt nicht betroffen ist. Da die Absorption des
Resazurins und Resorufins bei 570 und 600 nm gemessen wird, musste zusatzlich fiir die
Auswertung eine Negativkontrolle der Fluorophor-haltigen Substanzen ohne Resazurin-
16sung aufgenommen werden. Diese wurde von den erhaltenen Absorptionswerten abge-

zogen, da sich die Gesamtabsorption additiv aus den beiden Anteilen zusammensetzt

(Gleichung (28)).1181]
Ages = AResazurin + ARnB Pip (28)

Die erhaltenen Zellviabilitaten nach 72 h Inkubationszeit ab Resazurinzugabe sind in Ab-

bildung 54 und Tabelle A. 2 im Anhang 10.4 zu sehen. Die erhaltenen Absorptionen

wurden in Triplikaten gemessen und der Mittelwert unter Einbeziehen von Gleichung (28)
korrigiert. Aus den so erhaltenen, korrigierten Absorptionswerten wurden die Zellviabi-
litaten in Prozent berechnet. Als Positivkontrolle wurde die Absorption von Inhibitor-un-
behandelten Zellen, denen Resazurin hinzugesetzt wurde, verwendet. Thre Absorption
wurde als 100 % Zellviabilitat angesehen.

Es lief sich erkennen, dass die Langzeit-Zellviabilitit der Zellen bei hoheren Konzentra-
tio-nen bei fast allen untersuchten Substanzen gering ausfielen. Die geringste Zytotoxizi-
tat bei 50 uM lie3 sich beim verwendeten Fluorophor 15 (68 % Zellviabilitat) und dem
Malein-imiddextran 4 (MID1) (63 % Zellviabilitit) verzeichnen. Weiterhin wiesen die
Konjugate K2 und K3, welche nur ein zellpenetrierendes Peptid und keine hochaffinen
Peptide trugen, bei allen Konzentrationen eine Zellviabilitat von etwa 30 % auf. Die rest-

lichen Konjugate zeigten alle starke Zytotoxizitat bei Konzentrationen > 10 pM.
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Zellviabilititen Resazurin-Assay (72 h, 600 nm)
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Abbildung 54: Zellviabilititen bestimmt aus den Absorptionswerten gemessen nach 72 h. Als Posi-
tivkontrolle (100 %) wurde die Absorption der Inhibitor-unbehandelten Zellen + Resazurin verwendet.
Die zu untersuchenden Substanzen wurden in verschiedenen Konzentrationen (50 uM, 25 uM, 10 uM
und 5 uM) vermessen. Die Beladung der zellpenetrierenden Peptide Lys(RhB Pip)-NLS-TAT (NT), sowie
Lys(RhB Pip)-TAT-NLS (IN) ist dem Konjugatbeladungs-Inhaltsverzeichnis (Seite X) zu entnehmen.

Bei einer Konzentration von 5 uM wiesen die meisten vermessenen Konjugate eine Zell-

viabilitdt um die 60 % auf (Abbildung 55). Als Ausnahme konnten hier die Konjugate K4

und K5 verzeichnet werden, welche eine Zellviabilitat von etwa 80 % zeigten. Sie besitzen
eine geringere Beladung mit hochaffinem Peptid 9 (4,5 und 4,8 Peptide pro Dextran). Im
Vergleich war das hochbeladene Konjugat K10 (9,9 Peptide pro Dextran) stark zytotoxisch
mit einer Zellviabilitat von 28 %. Es ist besonders bemerkenswert, dass die Zytotoxizitét
mit der Anzahl der gekuppelten hochaffinen Peptide 9 zu steigen schien. Der Einfluss der
zellpenetrierenden Peptide schien hingegen geringer zu sein. Dieses kann man an der ho-
hen Zellviabilitit der Konjugate K4 und K5 sehen, die mit 1,5 bzw. 1,9 zellpenetrierenden
Peptiden (Lys(RhB Pip)TAT-NLS 20 und Lys(RhB Pip)NLS-TAT 19) beladen sind. Wie be-
reits oben beschrieben, wiesen sie aber nur eine geringe Beladung mit hochaffinem Peptid
9 auf. Das vergleichsweise zytotoxischere Konjugat K1 besitzt nur 0,44 zellpenetrierende
Peptide, aber dafiir 6,1 hochaffine Peptide. Ein moglicher Grund fiir die hohe Zytotoxizitét
wire die biologische Aktivitat der Funktionspeptide, welche durch die Inhibition des
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mRNA-Splicingproteins FBP21 Einfluss auf die Zellproliferation und die metabolische Ak-

tivitat der Zellen nehmen konnte.

Resazurin Assay 5 uM (72 h, 600 nm)
120 -
100 -
X80 -
r
Hyl
£
‘5 60
.8
=
0 _
S 40
N . -
O J
m Positivkontrolle  ®mRhB Pip ®MID ®mK mK mK mK mK m K10
45W, 48W, 52W, 61W, 72W, 99W,
NT TN NT TN NT TN NT TN

Abbildung 55: Auftragung der Zellviabilitit der untersuchten Substanzen (5 uM). Die Zellviabilitit
lag bei den meisten Verbindungen um die 60 %. Das hochbeladene Konjugat K10 und das Konjugate
K2 und K3 wiesen eine sehr geringe Zellviabilitit von etwa 30 % auf. Weiterhin waren die niedrig-
beladenen Konjugate K4 und K5 kaum zytotoxisch.

Der durchgefiihrte Resazurin-Assay gibt aufgrund seiner langen Entwicklungsdauer nur
eine Aussage iiber Langzeit-Zytotoxizititen. Bei den geplanten Mikroskopieaufnahmen
werden wiederum nur Inkubationszeiten von 1-2 Stunden verwendet, somit ist die Be-
stimmung der Zytotoxizitaten in diesem Zeitraum auch von Bedeutung. Um die langen
Reaktionszeiten des Resazurin-Assays zu umgehen und somit die Zytotoxizitdt der ver-
wendeten Substanzen bei kiirzeren Inkubationszeiten zu untersuchen, wurde auf einen
ATP/Luciferase-Assay zuriickgegriffen. Dieser Assay beruht auf der enzymatisch kataly-
sierten Reaktion des Luciferins zum Oxyluciferin. Als Enzym dient hier die Luciferase des
Leuchtkéfers Lampyridae, welche unter Einsatz von zelleigenem ATP das Luciferin in das
gemischte Anhydrid Luciferin-AMP umwandelt. Die anschlieBende Oxidation durch Luft-
sauerstoff und folgende Decarboxylierung liefern das Oxyluciferin im energetisch ange-
regten Zustand. Durch Emittierung von Licht geht das Molekiil in den Grundzustand iiber.

Dieses kann als Lumineszenz detektiert werden (Schema 9).[193-194]
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Schema 9: Reaktionsmechanismus des ATP/Luciferin-Assays. Das Luciferin wird mithilfe der Luci-
ferase des Leuchtkdfers in das Luciferin-Adenylat iiberfiihrt. Dieses wird durch Oxidation des Luft-
sauerstoffs und anschlieflende Decarboxylierung in das energetisch angeregte Oxyluciferin iiberfiihrt.
Unter Emittierung von Licht geht dieses in den Grundzustand iiber (Abbildung nach Naumov et
al.).['%’]

Die in dieser Arbeit verwendete Assaylosung (CellTiter-Glo® 2.0) der Firma Promega ent-
halt Luciferin, eine Temperatur-stabile Luciferase, die fiir die Luciferase benétigten Mag-
nesiumsalze und eine fiir die Zelllyse benotigte Substanz. Neben ihrer Funktion als Enzym
in der Luciferinreaktion, inhibiert die verwendete Ultra-Glo™ Recombinant Luciferase en-
dogen vorkommende Enzyme wie die ATPase. Hierdurch wird ein Abbau des zelleigenen
ATPs vor seiner Verwendung im Assay verhindert. Das Lumineszenzsignal erreicht hier-

durch eine Halbwertszeit von drei Stunden.[1%]

Fir den Assay wurden HeLa-Zellen mit den zu untersuchenden Substanzen fiir 45 min bei

Raumtemperatur inkubiert (Abbildung 56). Diese Inkubation bei Raumtemperatur war

hierbei nétig, da die Luciferase nicht Temperatur-stabil oberhalb 30°C ist. Nach Zugabe
des Assaykits wurde die Zelllyse durch Rotation auf einem Horizontalschiittler beschleu-
nigt. Nach anschliefender 40 min Inkubation bei Raumtemperatur zur Stabilisierung des
Lumineszenzsignals wurde dieses schlieflich vermessen. Die insgesamte Inkubationszeit

der Substanzen betrug somit etwa 90 min.
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Abbildung 56: Schematische Darstellung der ATP/Luciferase-Assaydurchfiihrung. Die Zellen wur-
den tiber Nacht ausgesdt und anschlieflend mit Substanzen versetzt. Nach 45 min Inkubationszeit
wurde das Luciferin-Assaykit hinzugegeben und die Zelllyse eingeleitet. Die Detektion erfolgte nach
einer zusdtzlichen Inkubationszeit, bei der sich das Lumineszenzsignal stabilisierte.

Die Lumineszenz der Inhibitor-unbehandelten, nur mit Assaykit versehenen Zellen wurde
als Positivkontrolle angenommen und diente im Vergleich als 100 % Zellviabilitit. Die
Zellviabilitaten der affinen 8 und hochaffinen 9 Funktionspeptide, sowie von sieben Kon-

jugaten ohne zellpenetrierende Peptide wurde in Abbildung 57 aufgetragen. Die Bela-

dungen der hier verwendeten Konjugate wurden mittels 'H-NMR-Spektroskopie be-

stimmt und sind nachfolgend in Tabelle 11 angegeben.

Tabelle 11: Beladung der Konjugate mit W- und Wo-Funktionspeptid.

AFFINES PEPTID HOCHAFFINES PEPTID

KONJUGAT %) (W) MoLMmAsSE [g/mol]
W) (W2)
K18 2,2 14900
K19 4.8 18 000
K20 6,6 20100
K21 7,1 20700
K22 2,0 16900
K23 3,2 19600
K24 59 25800

Die Zellviabilitdten der beiden Funktionspeptide und der Konjugate, die das affine Peptid

8 tragen, waren sehr gut. Sie lagen generell bei allen verwendeten Konzentrationen
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(25 uM, 5 uM, 1 pM, 0,5 uM) um 100 %. Die Konjugate, die das hochaffine W-Peptid 9
gekuppelt haben, wiesen mit zunehmender Anzahl Peptide eine erhéhte Zelltoxizitat auf.
Das Konjugat K22, welches 2 Peptide tragt, wies keine Zytotoxizitat auf. Bei den anderen
beiden Konjugaten (K23 und K24) war bei Konzentrationen > 5 uM eine Zellviabilitét
zwischen 20 — 40 %, sowie 40 — 80 % zu sehen. Die genauen Zellviabilitaten aller Verbin-

dungen kénnen im Anhang (Kapitel 10.4) in Tabelle A. 3 eingesehen werden.

Zellviabilitit Funktionspeptide und Konjugate
_TT

120 - (ATP/ Luciferase-Assay)
|I

0,5puM

100 A

ITl | IT TI I
uM

40
20 A
25 uM 5uM 1
. . c [uM]

80

60

Zellviabilitat [%]

W affines Peptid (W) B hochaffines Peptid (W2) K18 K19 mK20 mK21 mK22 mK23 mK24

Abbildung 57: Zellviabilitit der Funktionspeptide und verschiedener, nur Funktionspeptide-tragen-
der Konjugate. Generell sind die Zellviabilititen sehr gut.

Weiterhin wurden die Zellviabilitidten der potentiell zellgéngigen Konjugate, die zusétz-
lich auch zellpenetrierende Peptide trugen, anhand des ATP/Luciferase-Assays bestimmt.

Die Substanzen wurden in 25 uM und 5 pM Konzentration (Abbildung 58), sowie 1 pM

und 0,5 M (Abbildung 59) verwendet. Die Beladungen der Konjugate kénnen im Kon-

jugatbeladungs-Inhaltsverzeichnis (Seite X) nachgeschlagen werden.

Die Zytotoxizitaten der Konjugate auf HeLa-Zellen war bei den hohen Konzentrationen
unterschiedlich stark ausgepragt. Bei Konzentrationen von 25 pM wies nur das Malei-
nimiddextran MID1 eine Zellviabilitit von etwa 100 % auf. Die beiden Konjugate K2 und
K3, die jeweils nur ein zellpenetrierendes Peptid tragen, besaflen eine mittlere Zellviabi-
litat (24 — 43 %). Im Vergleich hierzu wies Konjugat K11, welches nur ein Fluorophor tragt,
eine hohere Zellviabilitit (75 %) auf. Somit sollte vom Dextran-gebundenen Fluorophor

eine nur geringe Zytotoxizitit ausgehen. Der ausschlaggebende Anteil der Zytotoxizitat
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der Konjugate K2 und K3 muss somit von der zellpenetrierenden Sequenz ausgehen. Die
Konjugate (K4 — K10), die sowohl zellpenetrierende Peptide als auch hochaffine Peptide 9
tragen, besalen eine hohe Zytotoxizitat bei 25 pM.

Zellviabilitat potentiell zellgiangiger Konjugate
120 - (ATP/ Luciferase-Assay)

100 -
|
.
: _
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Abbildung 58: Zellviabilititen der potentiell zellgingigen Konjugate (5 uM und 25 uM) geordnet von
links nach rechts nach steigender Beladung mit hochaffinem Funktionspeptid 9. Die Beladung an Flu-
orophor (RhB) und den zellpenetrierenden Peptiden Lys(RhB Pip)-NLS-TAT (NT), sowie Lys(RhB Pip)-
TAT-NLS (TN) ist dem Konjugatbeladungs-Inhaltsverzeichnis (Seite X) zu entnehmen. Die Zellviabi-
litdten bei hohen Konzentrationen waren fiir die Funktionspeptid-tragenden Konjugate gering.

Bei Konzentrationen von 1 uM und 0,5 uM wiesen alle untersuchten Konjugate eine Zell-
viabilitat > 70 % auf. In diesem Fall waren die Konjugate, die eine hohe Anzahl an zellpe-
netrierenden Peptiden tragen (K4, K5 und K10), zytotoxischer. Die Anzahl der Funktions-
peptide scheint in diesem Konzentrationsbereich eine untergeordnete Rolle zu spielen.
Dieses ist an der vergleichsweise hohen Zellviabilitat der Konjugate K6, K9 und K1 zu
sehen. Sie alle tragen eine hohere Anzahl an hochaffinen und eine geringere Anzahl an

zellpenetrierenden Peptiden als K4 und K5. Trotzdem ist ihre Zytotoxizitat geringer.

| 93



3. ERGEBNISSE UND DiskussION: INHIBITOREN FBP21

Zellviabilitiat potentiell zellgingiger Konjugate
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Abbildung 59: Zellviabilititen der potentiell zellgdngigen Konjugate (0,5 uM und 1 uM) geordnet
von links nach rechts nach steigender Beladung mit hochaffinem Funktionspeptid. Die Beladung an
Fluorophor (RhB) und den zellpenetrierenden Peptiden Lys(RhB Pip)-NLS-TAT (NT), sowie Lys(RhB
Pip)-TAT-NLS (IN) ist dem Konjugatbeladungs-Inhaltsverzeichnis (Seite X) zu entnehmen. Die Zell-
viabilitdten bei niedrigen Konzentrationen sind generell hoch.

Der im Resazurin-Assay gesehene zytotoxische Langzeiteffekt, welcher hauptsachlich von
den Funktionspeptiden abhéngig war, konnte bei geringen Inkubationszeiten im ATP/
Luciferase-Assay nur bei hohen Konzentrationen (25 uM) gesehen werden. Bei geringen
Konzentrationen scheint die Zytotoxizitat hauptsidchlich von den zellpenetrierenden
Peptiden auszugehen. Dieses bestitigt die Vermutung, dass die Zytotoxizitit in den
Langzeitstudien durch eine biologische Aktivitat hervorgerufen wird und potentiell die
Zellproliferation beeinflusst. Bei einer Inkubationszeit von 90 min wiirde dieser Effekt
keine Rolle spielen.

Fir die weiterfithrenden mikroskopischen Untersuchen wurden HeLa-Zellen verwendet,
da diese sich in der Zellkultur besser kultivieren lielen. HEK293-Zellen neigen im Gegen-
satz zu HeLa-Zellen zu starker Aggregation, sodass sie mikroskopisch schlechter zu un-
tersuchen sind. Weiterhin wurden die Konjugate mit hochaffinen W»-Peptiden 9 ausge-
wihlt, da sie im Allgemeinen héhere Zytotoxizitdten aufwiesen als die affinen W-Peptide
8. Im Anbetracht ihrer stiarkeren Bindungsaffinitidten (Kapitel 1.1) kann dieses auf eine
groflere biologische Aktivitat hinweisen. Um allerdings den zytotoxischen Effekt auf die
Zellen wahrend der Mikroskopie moglichst gering zu halten, wurden Konzentrationen

zwischen 10 pM - 1 uM, sowie Inkubationszeiten von 90 min ausgewahlt.
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3.6. Untersuchung der zellularen Aufnahme der
Konjugate mittels Konfokalmikroskopie

Nachdem die Zytotoxizititen der Konjugate bestimmt wurden, konnten diese im An-
schluss in den entsprechenden Konzentrationen in zellbasierten, konfokalmikroskopi-
schen Untersuchungen eingesetzt werden. Die Untersuchung des Aufnahmeverhaltens
der synthetisierten Konjugate ist von besonderer Bedeutung, um zu sehen, ob eine Inter-
aktion der Konjugate mit dem FBP21 in vivo moglich ist. Das FBP21 befindet sich in den
nuclear speckles im Zellkern, sodass eine nukleare Aufnahme der Konjugate unabdingbar
fiir eine Interaktion mit diesem ist. Aufgrund ihrer Grofie konnen Dextrane die Zellmemb-
ran nicht ohne weiteres durchqueren, sondern werden meist endosomal aufgenommen.
Hierbei kann es je nach Ladung und Grofle des Dextrans vorkommen, dass dieses nicht
aus den Endosomen freigesetzt wird.['71173] Die Verwendung eines zellpenetrierenden
Peptids sollte somit bei den synthetisierten Konjugaten fiir eine effiziente Aufnahme und
zytosolische Freisetzung der Konjugate sorgen. Hierfiir wurde aufgrund seiner geringen
Zytotoxizitit das zellpenetrierende Peptid TAT ausgewihlt.['#1] Um im Anschluss die Auf-
nahme in den Zellkern zu ermoéglichen, wurde weiterhin eine Kernlokalisationssequenz
(NLS) verwendet (siehe Kapitel 3.1.2). Die gewahlte Kernlokalisationssequenz (SV40 gro-
Bes T-Antigen) folgt einem Importin a/f Aufnahmeweg in den Zellkern.[1%?] Das heif3t,
dass die NLS mit Importin o und f interagieren und weiterfithrend durch Binden an die
FG-Nups die Kernpore iiberwinden kann (siehe Kapitel 1.5.2).[146] Auf diese Weise konnte
das Konjugate in den Zellkern transportiert werden.

Bei den synthetisierten Konjugaten ist es vorstellbar, dass durch ihre vielfache Beladung
eine sterische Hinderung und somit erschwerte Interaktion des NLS mit den Transport-
faktoren vorliegt. Um dieses auszuschlieflen, wurden zwei verschiedene Kombinationen
aus zellpenetrierendem Peptid und Kernlokalisationssequenz gewahlt, das NLS-TAT und
das TAT-NLS. Beide Peptide sind iiber einen N-terminalen Thiollinker mit dem Malei-
nimiddextran 4 verbunden (Abbildung 60). Das zellpenetrierende Peptid TAT 11 wird

mittels Makropinozytose in die Zelle aufgenommen, sodass keine direkte Interaktion sei-
nerseits mit Rezeptoren auf der Zellmembran notwendig ist.[1%7] Somit wire es denkbar,
dass eine eventuelle sterische Hinderung das TAT-Peptid weniger stark beeinflussen

wirde.
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Abbildung 60: Aufbau der fiir die Mikroskopie verwendeten Konjugate. Es wurde entweder das zell-
penetrierende Peptid TAT-NLS 20 oder NLS-TAT 19 eingesetzt. Zusdtzlich wurden hochaffine Wo-
Peptide 9 auf das Dextrangrundgeriist gekuppelt.

Die mikroskopischen Aufnahmen wurden mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikrosko-
pie angefertigt. Hierfiir wurden die benétigten HeLa-Zellen zuvor von Miriam Bertazzon
(Arbeitsgruppe Prof. Dr. Christian Freund, Freie Universitit Berlin) mit den zu untersu-
chenden Substanzen fiir 90 min inkubiert. Es wurden Konzentrationen von 1 uM, 5 uM,
7,5 uM und 10 pM verwendet. Nach anschlieffendem mehrmaligen Waschen und Medium-
wechsel wurden die mikroskopischen Untersuchungen gemeinschaftlich durchgefiihrt.
Da die meisten Substanzen bei den hoheren Konzentrationen (5 uM — 10 uM) zytotoxisch
waren und eine hohe Zellsterblichkeit in den mikroskopischen Aufnahmen gesehen
wurde, wurden alle Proben zusétzlich bei einer Substanzkonzentrationen von 5 pM und
einer verkiirzten Inkubationszeit (k.In.) von 10 min inkubiert. Die Verringerung der Inku-
bationszeit sollte hierbei den biologischen Einfluss der Konjugate auf die Zellen zeitlich
verringern und somit potentiell die Zytotoxizitat der Konjugate senken. Diese Proben
wurden ebenfalls mikroskopisch untersucht.

Die Untersuchung der Konjugate, die ausschliellich zellpenetrierende Peptide trugen,
zeigte, dass diese generell endosomal in die Zellen aufgenommen wurden (Abbildung
61). Das Konjugat K2 (1,1 NLS-TAT) zeigte bei einer Konzentration von 1 pM nach der
endosomalen Aufnahme keine zytosolische Freisetzung der Konjugate. Dieses kann an der
punktférmigen Verteilung der fluoreszenten Konjugate in den Mikroskopieaufnahmen
gesehen werden. Die Zellsterblichkeit bei der Verwendung der hoheren Konzentration

war allgemein hoch, sodass die Zellen bei Konzentration von 5 pM mit einer verkiirzten
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Inkubationszeit von 10 min inkubiert wurden. Dieses zeigte keine Verdnderung zu der
geringeren Konzentration. Der Vergleich mit dem Konjugat K3 (1,0 TAT-NLS) zeigte
ebenfalls nur geringe Unterschiede. Generell schien hier eine starkere Anreicherung der
Konjugate in der Zellmembran und dem angrenzenden Zytosol stattzufinden (Vergleich
der Aufnahmen jeweils bei 5 uM und 10 min Inkubationszeit), allerdings schien hiervon
die endosomale Freisetzung in das Zytosol nicht betroffen zu sein. Fiir das Konjugat K3
konnte kein signifikanter Unterschied fiir die verschiedenen Inkubationszeiten detektiert
werden. Somit scheint entweder die Anzahl der zellpenetrierenden Peptide auf den Kon-
jugaten nicht fiir eine Freisetzung ins Zytosol auszureichen oder die gewéhlte Kombina-

tion der Konjugate ist hierfiir nicht geeignet.

Abbildung 61: HeLa-Zellen, K2 1 uM, 1,0 Laserleistung (links oben); HeLa-Zellen, K2 5 uM, 10 min
Inkubation (k.In.) (rechts oben); HeLa-Zellen, K3 5 uM, 0,2 Laserleistung (links unten); HeLa-Zellen,
K3 5 uM, 10 min Inkubation (rechts unten). Die Konjugate werden teilweise endosomal aufgenommen,
allerdings werden sie nicht im Zytosol freigesetzt.
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Die Konjugate, welche eine Kombination aus zellpenetrierendem Peptid und hochaffinem
W2-Funktionspeptid trugen, zeigten einige Unterschiede in der zelluldren Aufnahme. So
zeigte Konjugat K9 (7,2 hochaffine Peptide, 0,4 NLS-TAT) bei einer Konzentration von

1 uM eine zellulare Aufnahme mittels Endosomen, wobei die meisten Konjugate keine

Freisetzung in das Zytosol erlangten (Abbildung 62). Bei hoheren Konzentrationen konn-
ten aufgrund von Zytotoxizitaten keine mikroskopischen Untersuchungen durchgefiihrt
werden. Das vergleichbare Konjugat K1 (6,1 hochaffine Peptide, 0,44 TAT-NLS) zeigte bei
den langeren Inkubationszeiten ebenfalls nur geringe Zellviabilitaten, sodass nur die Mes-
sung bei einer Inkubationszeit von 10 min ausgewertet werden konnte. Hier konnte gese-
hen werden, dass das Konjugat diffus tiber das Zytosol verteilt vorlag. Die endosomale
Freisetzung war somit erfolgreich. Dieses steht im Kontrast zu den zuvor untersuchten
Konjugaten ohne Funktionspeptide (K2 und K3), die bei erhohten Konzentrationen und
Beladungen keine zytosolische Freisetzung erreichten. Diese konnte durch eine Kombina-
tion aus hochaffinem Peptid 9 und zellpenetrierendem Peptid 20 begiinstigt sein. Eine
Aufnahme in den Zellkern konnte beim Konjugat K1 gesehen werden. Die Konjugate
schienen hierbei in kleinen innernuklearen Bereichen lokalisiert zu sein. Dieses konnten
eventuell die nuclear speckles sein, allerdings konnte eine Bestatigung dieser Annahme
bislang nicht erhalten werden. Die hierfiir benétigte Colokalisation mit entsprechenden
Markern (bspw. GFP-markiertes FBP21) erwies sich als duflerst schwierig, da die Zellen

schon vor der Inkubation mit den Konjugaten eine hohe Sterblichkeitsrate aufwiesen.

T AR A ) : 8

Abbildung 62: HeLa-Zellen, K9 1 uM, 1,5 Laserleistung (links); HeLa-Zellen, K1 5 uM, 10 min Inku-
bation (rechts). Bei hoheren Konzentrationen (5 uM) scheint eine zytosolische Freisetzung der Konju-
gate mit niedriger Anzahl an zellpenetrierenden Peptiden moglich zu sein. Allerdings ist die Verwen-
dung dieser Konzentrationen aufgrund hoher Zytotoxizitdten nicht immer mdéglich.
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Weiterhin wurden mehr Aquivalente der zellpenetrierenden Peptide pro Konjugat gekup-
pelt, um deren Einfluss auf die zelluldre Aufnahme zu iiberpriifen. Die Konjugate K4
(4,5 hochaffine Peptide, 1,9 NLS-TAT) und K8 (6,3 hochaffine Peptide, 2,2 NLS-TAT) zeig-
ten beide bei 1 uM eine gute zellulire Aufnahme der Konjugate. Weiterhin konnte eine

groBtenteils diffuse Verteilung der Konjugate im Zytosol und im Nukleus (Abbildung 63)

gesehen werden. Die starkere Lokalisation in einzelnen Bereichen im Nukleus war auch
hier zu sehen. Generell schien die endosomale Freisetzung besser zu verlaufen, als bei den
Konjugaten mit der geringeren Beladung an zellpenetrierenden Peptiden. Zellulare Auf-
nahmen bei Konzentrationen von 5 pM konnten aufgrund hoher Zytotoxizitaten bei den

hochbeladenen NLS-TAT Konjugaten nicht erhalten werden.

Abbildung 63: HeLa-Zellen, K4 1 uM, 0,2 Laserleistung (links); HeLa-Zellen, K8 1 uM, 0,2 Laserleis-
tung (rechts). Bei hoheren Beladungen an zellpenetrierenden Peptiden nimmt die zytosolische Freiset-
zung und Aufnahme in den Nukleus zu. Allerdings steigt auch die Zytotoxizitit.

Die zellulare Aufnahme der hochbeladenen TAT-NLS Konjugate gestaltete sich dhnlich,
wie die ihrer NLS-TAT Pendants. Auch hier war bei 1 uM eine grofitenteils diffuse Ver-
teilung im Zytosol und eine Anreicherung im Nukleus fiir das Konjugat K5 (4,8 hochaffine
Peptide, 1,5 TAT-NLS) zu beobachten (Abbildung 64). Aufgrund geringerer Zytotoxizi-

taten konnten mikroskopische Aufnahmen bei einer Konzentration von 5 uM durchge-
fihrt werden. Hierbei konnte eine starke Anreicherung der Konjugate im Nukleus beo-
bachtet werden. Allerdings zeigte sich hier trotz mehrfacher Waschschritte und Medium-

wechsels eine starke extrazellulare Fluoreszenz, deren Ursache bislang unerklart bleibt.
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Abbildung 64: Hela-Zellen, K5 1 uM, 0,2 Laserleistung (links); Hela-Zellen, K5 5 uM, 0,02 Laserleis-

tung (rechts). Die Aufnahme in den Nukleus steigt mit zunehmender Konzentration der Konjugate.
Bei ldngerer Inkubationszeit und hoher Konzentration konnte allerdings eine starke extrazellulire
Fluoreszenz gesehen werden, die bislang unerkldrt bleit.

Insgesamt zeigte sich, dass die zellulare Aufnahme und Freisetzung der Konjugate mit
zunehmender Anzahl an zellpenetrierenden Peptiden anstieg. Weiterhin konnte gesehen
werden, dass die Funktionspeptid-tragenden Konjugate eine bessere endosomale Freiset-
zung im Zytosol erfuhren, als Konjugate, die nur zellpenetrierende Peptide tragen. So
wurde beispielsweise das Konjugat K1 (6,1 hochaffine Peptide, 0,44 TAT-NLS) ins Zytosol
aufgenommen, wahrend das Konjugat K3 (1,0 TAT-NLS) bei gleicher Konzentration in
den Endosomen verblieb.

Die zelluldre Aufnahme der hochbeladenen TAT-NLS und NLS-TAT Konjugate zeigte bei
gleichen Konzentrationen keine deutlichen Unterschiede. Allerdings konnten fiir die
TAT-NLS Konjugate aufgrund geringerer Zytotoxizitaten Konzentrationen von 5 uM ein-
gesetzt werden. Hierbei zeigte sich eine starke nukleare Aufnahme des Konjugats K5, die
allerdings von einer noch unerklarten extrazellularen Fluoreszenz begleitet war.

Fir weiterfithrende Arbeiten wire es sinnvoll ein stabiles System fiir die Colokalisation
zu entwickeln. Hiermit kénnte die Ursache der gesehenen Lokalisation der Konjugate im
Nukleus geklart werden.

Des Weiteren wire die mikroskopische Untersuchung von Konjugaten mit affinen Pepti-
den 8 interessant, da diese generell geringere Zytotoxizitaten im ATP/ Luciferase-Assay
aufwiesen. Somit konnten sie in hoheren Konzentrationen eingesetzt werden, bei welchen
potentiell der Aufnahmemechanismus der Translokalisation an Bedeutung gewinnen

wiirde (siehe Kapitel 1.5.1).
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3.7. In vitro Splicing-Assay

Nachdem die zellulaire Aufnahme der mit Funktionspeptid und zellpenetrierenden Pepti-
den beladenen Konjugate gezeigt werden konnte, sollte im weiteren Verlauf der Arbeit
die Funktionalitat der Peptide und Konjugate in vitro untersucht werden. Zu diesem
Zweck wurden von Miriam Bertazzon (Arbeitsgruppe Prof. Dr. Christian Freund, Freie
Universitat Berlin) in vitro Splicing-Assays durchgefithrt. Hierbei wird RNA aus Zellen
durch nukleare Extraktion gewonnen und diese unter Zuhilfenahme eines Minigens (hier

MINX 4.2) an bestimmten Stellen gespleif3t (Abbildung 65). Bei Inhibition eines Splicing-

proteins, in unserem Fall FBP21, wird die Splicingaktivitat im Vergleich zur unbehandel-
ten Zellprobe (Positivkontrolle) gemindert. Nach Extraktion der gespleifiten RNA, kann
diese schlief}lich mittels Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) in
die entsprechende komplementare DNA iibersetzt und anschlieffend vervielfaltigt wer-
den. Die Transkription in die komplementare DNA dient hierbei dem Schutz des gespleif3-
ten Produktes, da RNA sehr Hydrolyse-anfallig ist und durch Ribonukleasen abgebaut
wird. Durch abschlieende Auftragung auf Polyacrylamidgele und Gelelektrophorese
kann die DNA sichtbar gemacht werden.

: RNA- RNA- RNA-
O Extraktion Splicing Transkription
_ —_—— —p

e Minigen, RT-PCR

Inhibitor

Abbildung 65: Schematische Darstellung des in vitro Splicing-Assays. Die RNA wird aus den Zellen
extrahiert und unter Einfluss des Minigens und den Inhibitoren gespleifSt. AnschliefSend wird die RNA
transkribiert und somit zur komplementdren DNA umgesetzt. Diese kann mittels Gelelektrophorese
detektiert werden.

Die fiir die Splicing-Assays verwendeten Peptide und Konjugate (Tabelle 12) wurden in
der vorliegenden Arbeit nach den in Kapitel 3.1.2 und 3.1.3 beschriebenen Methoden syn-
thetisiert. Es wurden exemplarisch ein Funktionspeptid 9 und ein Konjugat (K13), sowie

eine Negativkontrolle 22 und dessen Konjugat (K25) hergestellt.
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Tabelle 12: Im in vitro Splicing-Assay verwendete Peptide und Konjugate konnten in guten Ausbeuten
erhalten werden. Das hochaffine Funktionspeptid W. und das entsprechende Konjugat K13 wurden
mit der IVS-Negativkontrolle 22 und dessen Konjugat K25 verglichen.

SUBSTANZ FUNKTIONSPEPTID i AUSBEUTE [%]
= [g/mol]
Hochaffines Peptid 9 (W2) WPPPPRVPRWPPPPRVPR 2285,8 79 %
K13 59 Wy 25100 98 %
IVS-Negativ 22 WSPSADVPD 972,0 63 %
K25 7 IVS-Negativ 19000 59 %

Vor Verwendung der Konjugate im in vitro Splicing-Assay, wurden die Bindungsaffinita-
ten zu den Tandem-WW-Doménen des FBP21 mittels ITC bestimmt (siche Kapitel 1.1).
Hierbei konnte ein Kp-Wert von 6,80 uM fiir das hochaffine W-Peptid 9 und 1,41 uM fiir
das Konjugat K13 erhalten werden. Es sollte somit eine ausreichende Affinitat zum FBP21
vorliegen, um dieses zu inhibieren und somit das mRNA-Splicing zu beeinflussen. Als Ne-
gativkontrolle wurde das Peptid WSPSADVPD 22 und dessen Konjugat K25 (sieben Pep-
tide pro Dextran) gewihlt. Dieses Peptid ist vom affinen Peptid 8 (WPPPPRVPR) abgelei-
tet, jedoch wurden die fiir die Bindung zum FBP21 wichtigen Proline teilweise durch Serin
und Alanin ausgetauscht. Ein alleiniger Austausch der Proline durch Alanin war hierbei
nicht moglich, da das resultierende Peptid (WAPAAEVPE) nicht wasserloslich war. Die
ITC-Messungen zeigten, dass die Negativkontrollen 22 und K25 keine Bindungsaffinita-
ten zum FBP21 aufwiesen (Abbildung 66) und somit im in vitro Splicing-Assay als nicht-

inhibierende Negativkontrollen eingesetzt werden konnten.
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Abbildung 66: ITC-Spektren der IVS-Negativkontrollen 22 (Peptid, links) und K25 (Konjugat,
rechts). Es findet keine Interaktion mit FBP21 statt.
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Die Substanzen wurden anschlieflend von Miriam Bertazzon fiir die Splicing-Assays mit
HEK293-, als auch HeLa-Zellen bei Konzentrationen von 4 uM und 20 pM eingesetzt. Hier-
bei zeigte sich jedoch, dass die HeLa-Zellen generell eine geringe Splicingaktivitat aufwie-
sen, sodass dessen Anderung durch Interaktion mit den Inhibitoren nur schwer ausgewer-
tet werden konnte. Somit wurden im weiteren Verlauf nur HEK293-Zellen fiir den Spli-

cing-Assay verwendet. Die Auftragung der komplementaren DNA auf das Polyacrylamid-

gel (Abbildung 67) zeigte eine stark ausgeprégte Bande bei 219 Basenpaaren (bp) bei allen
untersuchten Substanzen. Dieses ist die ungespleifite DNA, die im Splicingzyklus nicht
umgesetzt wurde. Der Vergleich der Bande der ungespleifiten DNA zur Bande der ge-
spleiflten DNA bei 99 bp zeigte, dass bei den unbehandelten HEK293-Zellen der Anteil
von gespleifiter DNA 8,9 % betrdgt. Das Funktionspeptid-tragende Konjugat K13 zeigte
bei einer Substratkonzentration von 20 pM eine klare Reduktion der Splicingaktivitat. Die-
ses konnte durch das fast vollstindige Verschwinden der Bande bei 99 bp gesehen werden.

Somit weist das Konjugat K13 einen inhibitorischen Effekt auf das mRNA-Splicing auf.

99bp
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Abbildung 67: Acrylamidgel des in vitro Splicing-Assays bei einer Substratkonzentration von 20 uM.
Die Bande fiir die ungespleifite DNA (219 bp) ist in allen Proben stark ausgeprigt. Die Bande der
gespleifiten DNA (99 bp) weist Unterschiede zwischen den einzelnen Proben auf, wobei das Funktions-
peptid/ -tragende Konjugat den Anteil der gespleifiten DNA verringert haben. Die Bande bei etwa
200 bp ist ein Artefakt und muss nicht weiter beachtet werden.
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Die prozentualen Anteile der MINX4.2 gespleifiten Fraktion bei Substanzkonzentrationen
von 20 pM und 4 pM wurde optisch anhand der Polyacrylamidgele ausgewertet und in

Abbildung 68 aufgetragen. Zusatzlich wurden die auf die Positivkontrolle normierten

Anteile der gespleifiten Fraktionen in Tabelle 13 angegeben. Hier konnte die schon im
Polyacrylamidgel gesehene Reduktion der Splicingaktivitat des Konjugats K13 bei 20 pM
bestatigt werden. Unter Einbezug der Fehlergrenzen ergab sich hier ein signifikanter Un-
terschied zu den unbehandelten HEK293-Zellen. Allerdings konnte fiir das hochaffine W»-
Peptid 9 kein signifikanter Unterschied zu den unbehandelten HEK293-Zellen gesehen
werden. Somit wird der inhibitorische Effekt durch die multivalente Prasentation des
hochaffinen Peptids auf dem Dextran hervorgerufen. Diese Annahme wird zusitzlich

dadurch bestdtigt, dass die verwendeten Negativkontrollen 22 und K25, sowie das Male-

inimiddextran MID1 keine signifikante Veranderung der Splicingaktivitat aufwiesen. So-

mit basiert der inhibitorische Effekt des Konjugats K13 nicht auf einer Interaktion des
Dextrangrundgeriists im Splicingzyklus. Ferner scheint die Prolin-reiche Sequenz des
hochaffinen Peptids 9 fiir den inhibitorischen Effekt des Konjugats K13 wichtig zu sein,

da der Austausch der Proline mit Alanin und Serin diesen Effekt unterbindet.

in vitro Splicing-Assay HEK293-Zellen
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Abbildung 68: Anteil der gespleifiten Fraktionen der HEK293-Zellen bei Behandlung mit den ver-
schiedenen Peptiden und Konjugaten fiir Konzentrationen von 4 uM und 20 uM (Mittelwerte der Tripli-
kate). Die signifikanten Anderungen der Splicingaktivitdt sind mit einem Stern * angegeben.

104 |



3.7 IN VITRO SPLICING-ASSAY

Tabelle 13: Prozentuale gespleifSte Anteile der einzelnen Proben bei 20 uM und 4 uM. Weiterhin wur-
den die auf die Positivkontrolle normierten Werte angegeben. Es konnten signifikante Unterschiede
bei einer Konzentration von 20 yM zwischen K13 und den unbehandelten HEK293 Zellen, der Nega-
tivkontrolle 22, sowie dem Maleinimiddextran (MID1) detektiert werden.

GESPLEIGTER ANTEIL [%]

#
- 20 pM 4 uM
2 (NORMIERT) ol (NORMIERT)
HEK293 8,93 + 2,42 100 + 27,1 8,93 + 2,42 100 + 27,1
K13 2,11+ 0,73 23,7 + 8,1 8,60 + 3,74 96,3 +41,9
Hochaffines . o 1 4 66,1+ 15,6 6,33 + 1,70 70,8 + 19,0
Peptid (Wz) bl - b bl - bl bl - b b - bl
K25 10,8 + 3,61 120,6 +40.4 6,69 1,95 749 + 21,8
IVS-Neg. 22 14,3 £ 3,00 1603 + 33,6 5,13 + 1,81 57.4 + 20,3
MID1 112+ 1,14 125.8 + 12,7 424 + 0,66 475+ 7,34

Bei Verwendung des hochaffinen Peptids 9 lief} sich, genau wie bei Verwendung der Sub-
stanzen in geringeren Konzentrationen (4 pM), keine signifikante Reduktion der Splicing-
aktivitat zeigen. Somit scheint die lokale, hohe Konzentration an hochaffinen Peptiden auf
dem Konjugat ausschlaggebend zu sein. Da das Konjugat K13 bei einer Konzentration von
4 uM ebenfalls zu keiner signifikanten Reduktion der Splicingaktivitat fithrte, scheint bei
der generell geringen Splicingaktivitat der HEK293-Zellen eine erhéhte Konzentration der
Substanzen benétigt zu werden, um eine Inhibition zu erreichen. Dieses kann daran liegen,
dass die Interaktionspartner im Zelllysat in Multiproteinkomplexen gebunden und somit
fir die Inhibitoren nur schwer zugénglich sind. Eine erhohte Konzentration der Substan-

zen wirde somit zu einer hoheren Wahrscheinlichkeit der Interaktion fithren.

Generell konnte somit gezeigt werden, dass die Splicingaktivitat von HEK293-Zellen
durch Inkubation mit Funktionspeptid-tragenden Konjugaten beeinflusst werden kann.
Dieses wurde exemplarisch am Beispiel des Konjugats K13 gezeigt. Da eine Interaktion
des Prolin-reichen, hochaffinen Konjugats mit anderen Splicingproteinen ebenfalls denk-
bar ist, sollten die Interaktionspartner der Konjugate weiterfithrend mittels Pulldown-As-
say bestimmt werden (Kapitel 3.8). Es ist jedoch anzunehmen, dass Funktionspeptid-tra-
gende Konjugate wie gewilinscht eine Inhibition der Tandem-WW-Doméanen des FBP21

bewirken kénnen und somit die Splicingaktivitdt beeinflussen.
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3.8. Bestimmung der Interaktionspartner mit-
tels Pulldown-Assay

Nachdem nun die Aufnahme der zellpenetrierenden Konjugate in den Nukleus und die
Funktionalitat der homomultivalenten Konjugate im Splicing-Assay bestétigt wurden,
sollte abschlieffend die Interaktion der Funktionspeptid-tragenden Konjugate mit dem
Zelllysat anhand eines Pulldown-Assays iiberpriift werden. Hierbei sollte zum einen be-
statigt werden, dass die Konjugate an das FBP21 binden und somit fiir die gesehene Re-
duktion der Splicingaktivitat verantwortlich sind. Zum anderen sollten mégliche andere
Interaktionspartner fiir die Konjugate identifiziert werden.

Hierfiir wurden die zu untersuchenden Peptide bzw. Konjugate auf einem Harz reversibel
immobilisiert (Abbildung 69). Es wurde ein System aus Harz-gebundenem anti-FLAG
verwendet, welches spezifisch an das FLAG-Tag 23 (DYKDDDDAK) bindet. Das FLAG-Tag

23 ist wiederum N-terminal tiber den Thiollinker 10 an das Dextrangrundgeriist gebun-

den, sodass bei Interaktion des anti-FLAGs mit dem FLAG-Tag 23 das Dextran am Harz

~@ B

Abbildung 69: Immobilisierung des Konjugats mithilfe eines anti-FLAG/ FLAG-Tag Systems.

immobilisiert wird.

Weiterfithrend wird das Zelllysat aus den entsprechenden Zellen extrahiert und mit den
immobilisierten Inhibitoren inkubiert. Die enthaltenen Proteine kommen somit in Kontakt

mit den Dextrankonjugaten und kénnen mit diesen interagieren (Abbildung 70). Nach

abgeschlossener Inkubationszeit wird das Harz mehrfach gewaschen. Hierdurch werden
ungebundenen Proteine entfernt, wahrend die interagierenden Proteine zuriickgehalten
werden. Durch anschlieende Elution mit dem hochaffinen 3x FLAG Peptid werden die
Konjugat-gebundenen Proteine verdrangt und somit freigesetzt. Durch Auftragung auf
SDS-PAGE und anschlielendes Western Blotting konnen so die Bindungspartner identi-

fiziert werden.
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Abbildung 70: Schematische Darstellung des Pulldown-Assays. Die immobilisierte Substanz wird
mit dem Zelllysat inkubiert. Hierbei konnen die verschiedenen Proteine mit dem Inhibitor interagieren.
Nach Waschen des Harzes und somit entfernen der ungebundenen Proteine, werden die Konjugat-
gebundenen Proteine durch eine Konkurrenzreaktion mit dem 3x FLAG eluiert. Die Proteine kénnen
abschliefsend mittels SDS-PAGE / Western Blot nachgewiesen werden. Im angegebenen Beispiel wire
eine Interaktion zwischen dem immobilisierten Konjugat und Protein B oder C denkbar.

Fir den hier durchgefiihrten Pulldown-Assay wurden verschiedene Peptide und Konju-
gate nach den in Kapitel 3.1.2 und 3.1.3 beschriebenen Methoden synthetisiert. Hierbei
sollte der Unterschied zwischen Dextran-gebundenen und ungebundenen Peptiden, der
bereits bei den ITC-Messungen anhand der Bindungsstocheometrien gesehen wurde, un-
tersucht werden. Weiterhin sollte untersucht werden, ob die Verwendung des affinen 8
oder hochaffinen Peptids 9 eine Abweichung der Bindungspartner hervorruft. Um die un-
gebundenen Peptide auf dem Harz zu immobilisieren, wurde jeweils eine Sequenz synthe-
tisiert, die N-terminal das FLAG-Tag beinhaltete. FLAG-Tag und Funktionspeptid wurden
durch einen kurzen Glycin-Glycin-Linker voneinander getrennt (Tabelle 14). Weiterhin

wurde als Negativkontrolle der FLAG-Tag 23 verwendet.

Tabelle 14: Fiir den Pulldown sollte der FLAG-Tag 23 als Negativkontrolle verwendet werden.
Weiterhin wurden das affine Peptide FLAG-Tag-WPPPPRVPR 24 und hochaffine Peptid FLAG-Tag-
WPPPPRVPRWPPPPRVPR 25 hergestellt.

PEPTIDE SEQUENZ M [g/mol]l AusBEUTE [%]
FLAG-Tag, 23 DYKDDDDK 1012,0 39 %
DYKDDDDKGG-
FLAG-Tag - W, 24 WPPPPRVPR 2209,4 77 %
DYKDDDDKGG-
FLAG-Tag =W2.25 | bpppRYPRWPPPPRVPR 32927 1%
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Bei den synthetisierten Konjugaten wurde ein Konjugat (K26) ohne Funktionspeptid syn-
thetisiert, um eine Interaktion des Dextrangrundgeriists mit dem Zelllysat auszuschliefen
(Tabelle 15). Weiterhin wurde die Peptidsequenz 22 (WSPSADVPD), die bereits im in
vitro Splicing-Assay als Negativkontrolle verwendet wurde, eingesetzt (siche auch Kapitel
3.7). Abschlieflend wurde jeweils ein Konjugat mit dem affinen bzw. dem hochaffinen
Peptid (K28 und K29) hergestellt. Hierbei wurde darauf geachtet, dass annahernd die glei-
che Beladung an Funktionspeptid verwendet wurde. Jedoch unterschieden sich die Kon-
jugate in ihrer Beladung des FLAG-Tags. Dieses sollte allerdings fiir die Interaktion mit

den im Zelllysat enthaltenen Proteinen keinen Unterschied machen.

HO

HO O
HO
HO

o)

HO O HN‘Peptid
HO o} /\/\\Q
HO ¢

Tabelle 15: Fiir den Pulldown-Assay synthetisierte Konjugate. Es wurde jeweils ein Konjugat ohne
Funktionspeptid, mit nicht-bindender Peptidsequenz und affinem/ hochaffinem Peptid hergestellt. Die
Konjugatreaktionen verliefen hierbei in guten Ausbeuten.

KONJUGATE FUNKTIONSPEPTID FLAG-TAG M g/mol] AusBEUTE [%]

K26 1.2 14100 83 %
K27 3,9 WSPSADVPD 2,0 19100 76 %
K28 3,5 WPPPPRVPR- 16 22500 96 %
= WPPPPRVPR ’ ’
K29 4,0 WPPPPRVPR 2.3 20100 96 %

Die synthetisierten Peptide und Konjugate wurden im Pulldown-Assay von Miriam Ber-
tazzon (Arbeitskreis von Prof. Dr. Christian Freund, Freie Universitat Berlin) eingesetzt.
Hierbei stellte sich jedoch heraus, dass der fiir das Western Blotting verwendete Antikor-
per (FBP21 (N-16), Santa Cruz Biotechnology Inc.) nicht spezifisch mit dem FBP21 intera-

gierte. Stattdessen farbte der Antikorper unselektiv weite Teile des Western Blots an. Der
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verwendete Antikorper sollte das FBP21 selektiv durch Binden an dessen Zinkfinger mar-
kieren und somit detektierbar machen. Stattdessen liegt die Vermutung nahe, dass dieser
ebenfalls mit Zinkfingern anderer Proteine interagierte und diese somit ebenfalls mar-
kierte. Der Pulldown-Assay wurde anschlieBend unter Verwendung der Konjugate K26
(1,2 FLAG-Tag) und K28 (1,6 FLAG-Tag, 3,5 hochaffine Peptide) wiederholt. Die mit 3x
FLAG eluierten Proben wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennt (Abbildung 71). Hierbei

ist zu erkennen, dass das Konjugat K28 viele Interaktionspartner aufwies, wihrend die
Negativkontrolle K26 nahezu keine Interaktionen mit den Proteinen aus dem Zelllysat
eingegangen war. Da es aus zeitlichen Griinden nicht mdglich war alle Interaktions-
partner des Konjugats K28 zu identifizieren, wurden weiterfithrend die Banden, in denen
das FBP21 vermutet wurde, ausgeschnitten und fiir die Analyse mittels Tandem-Massen-
spektrometrie (MS/MS) vorbereitet. Die Banden fiir die beiden Proben wurden hierfiir je-
weils gewaschen, um die Farbereagenzien zu entfernen und anschlieffend isotopenmar-
kiert. Hierbei wurden die Duplikate jeweils entgegengesetzt markiert, sodass in Probe A
die Negativkontrolle K26 80- und das Konjugat K28 1°0-markiert war. Probe B wurde

entgegengesetzt markiert, um Artefakte aufgrund der Markierung auszuschlielen.

A B

K26 K28 K28 K26
180) 160) 180) 160

Abbildung 71: SDS-PAGE des Pulldown-Experiments mit den Konjugaten K26 und K28. Die mar-
kierten Banden wurden ausgewdihlt, da sie aufgrund ihrer GrofSe eventuell gebundenes FBP21 enthal-
ten konnten (roter Kasten). Die Duplikate wurden entgegengesetzt isotopenmarkiert, um mittels
MS/MS analysiert werden zu kénnen.
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Durch Trypsinieren der jeweiligen Gelbanden wurden schlieBllich die enthaltenen Pro-
tein-Konjugat-Komplexe in einzelne Fragmente gespalten. Die Proben wurden mittels
MS/MS vermessen und anhand der Mascot Datenbank identifiziert. Durch die Isotopen-
markierung konnte bei der MS/MS-Analyse die Herkunft der Proteinfragmente spezifisch
der Negativkontrolle (K26) bzw. dem Funktionspeptid-tragenden Konjugat K28 zugeord-
net werden.

Eines der intensivsten Signale, welches in allen Banden detektiert werden konnte, gehort
dem Fragment WPPPPR (748,4 g/mol). Es gehort zum 1°0-markierten Konjugat K28 aus
Probe A und dem 30O-markierten K28 aus Probe B und entspricht einem Sequenzabschnitt
des hochaffinen Peptids 9. Somit scheint es wahrscheinlich, dass die Interaktion mit den
im Pulldown-Assay gebundenen Proteinen iiber diese Sequenz stattfindet.

Weiterhin konnten in den untersuchten Banden eine Vielzahl an interagierenden Protei-
nen identifiziert werden. Der Vergleich der isotopenmarkierten Proteine der Negativkon-
trolle K26 zum Konjugat K28 jeweils aus einer Probe, konnte eine klare Anreicherung der
Proteine in der jeweiligen K28-Fraktion zeigen. Somit banden die entsprechenden Prote-
ine das Funktionspeptid-tragende Konjugat besser als die Negativkontrolle. Weiterhin
konnte gesehen werden, dass die Verhiltnisse von 1°0 K28/130 K26 und 30 K28/1°0 K26
nicht dieselben Werte ergaben, sondern in der letzteren Probe eine starkere Anreicherung

der Proteine stattfand (Abbildung 72). Fiir eine qualitative Auswertung der bindenden

Proteine ist dieses jedoch nicht von Bedeutung. Da fiir die MS/MS-Analyse nur ein Teil
der Banden und nicht das komplette SDS-Gel verwendet wurde, konnte eine quantitative
Auswertung nicht stattfinden.

FBP21, welches im Assay nach seiner Gen-Nomenklatur als WBP4 bezeichnet wird, ist
unter den 30 am haufigsten bindenden Proteinen vertreten (siehe Anhang Tabelle A. 4).
Somit ist die Interaktion der hochaffinen Peptide-tragenden Konjugate mit dem FBP21
selbst in Konkurrenz mit anderen Proteinen des Zelllysats nachgewiesen. Allerdings kann
hier keinesfalls von einer selektiven Inhibierung des FBP21 ausgegangen werden, da etwa

900 andere Bindungspartner im untersuchten Teil des SDS-PAGE gefunden wurden.
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Bindende Proteine (Isotopenmarkiert)

1000
LAVAVAV)

180 K28/1°0 K26

(R Y

0 1 10 100 1000
160 @/180 m

Abbildung 72: Die im Pulldown-Assay gefundenen, isotopenmarkierten Interaktionspartner (ange-
geben in ihrer Gen-Nomenklatur) wurden in ihren jeweiligen Anreicherungsverhdltnissen gegenei-
nander aufgetragen. Insgesamt konnten tiber 900 bindende Proteine identifiziert werden, von denen
die 200 hdufigsten Vertreter hier aufgetragen sind.

Das am haufigsten gebundene Protein der Probe B (180 K28/1°0 K26) ist das SC24C, wel-
ches an der Bildung von Transportvesikeln vom Endoplasmatischen Retikulum beteiligt
ist. Fur die Probe A (°0O K28/'30 K26) wurde das AP1G1 als am haufigsten bindendes
Protein identifiziert. Dieses ist eine Untereinheit des Clathrin-assoziierten Adaptorpro-
tein-Komplexes I, welcher fiir die Ausbildung von Clathrin-coated pits und Vesikeln ver-
antwortlich ist. Weiterhin konnte das Protein SH3K1, eine SH3-Dominen-beinhaltende
Kinase, als Interaktionspartner bestétigt werden. Dieses ist nicht verwunderlich, da SH3-
Domaénen als Bindungspartner fir Prolin-reiche Sequenzen (siehe Kapitel 1.4) bekannt
sind.[82]

Die meisten gefundenen Bindungspartner des Konjugats K28 gehoren jedoch zu den im
Spliceosom interagierenden Proteinen. Hierbei konnten allein unter den 30 haufigsten In-

teraktionspartnern neun Proteine (bspw. CD2B2, DHX15 und RBM22) dieser Kategorie
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gefunden werden. Weiterhin banden zwei in der Transkription vorkommende Proteine
(HNRDL und TF3C4) ebenfalls an das K28. Die Griinde der Interaktion der Splicingpro-
teine mit dem Konjugat K28 konnten abschlieflend noch nicht geklart werden. Allerdings
ist es denkbar, dass die Selektivitat der Prolin-reichen Sequenz des hochaffinen Peptids 9
nicht ausreichend ist, um zwischen den einzelnen Proteinen des Spliceosoms zu unter-
scheiden. Insbesondere da viele der Proteine selbst mit Prolin-reichen Sequenzen intera-
gieren.7-98] Weiterhin ist es ebenso moglich, dass das FBP21 mit den anderen Splicing-
proteinen interagiert und diese somit zusatzlich gebunden werden.

Die Analyse der restlichen Peptide und Konjugate konnte Aufschluss tiber die Interaktio-
nen liefern, indem hierbei Unterschiede in den Bindungshaufigkeiten oder Bindungspart-
nern analysiert werden konnten. In diesem Zusammenhang wére insbesondere das Kon-
jugat mit der nicht-bindenden Peptidsequenz 22 (WSPSADVPD) von Interesse. Weiterhin
konnte durch die Auswertung der kompletten Banden des SDS-PAGE eine Aussage iiber

die quantitative Verteilung der Bindungspartner gemacht werden.
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4.1. Synthese von WNV NS2B-NS3 Protease Inhi-
bitoren und Aktivitatsbestimmungen in vitro

Die West-Nil-Virus Protease NS2B-NS3 ist ein geeignetes Target fiir die antivirale Wirk-
stoffentwicklung (Kapitel 1.6). Dieses liegt vor allem an seiner Bedeutung fiir die Prozes-
sierung des viralen Polyproteins. Die Spaltung der Funktionsproteine durch das Polypro-
tein und somit die Freisetzung dieser in die Wirtszelle ist essentiell fiir die virale Replika-
tion.[1%4] Bislang zeigten besonders Strukturen mit Substratéhnlichkeit starke Affinititen.
Hierbei konnten erste Leitstrukturen durch peptidomimetische Ansitze entwickelt wer-
den.[’> 1%] Insbesondere die Verwendung von kurzen, basischen Peptiden, die in P2- und
P3-Position zumeist Lysine aufweisen, zeigten gute Wirksamkeiten in vitro. So konnten
beispielsweise Stormer et al. zeigen, dass Lys-Lys Tripeptidmimetika, die in P1-Position
Argininaldehyde tragen, Ki-Werte im unteren nM-Bereich aufweisen. Die besten Mime-
tika wiesen hierbei eine gewisse Flexibilitdat zwischen der Aminosdure in P3 und der N-
terminalen Gruppe (zumeist Phenacyl, Napthoyl oder dhnliche) in P4-Position auf.[!*’]
Weiterhin konnten Schiiller et al. zeigen, dass die Verwendung von Lysin in P2-Position
von WNV priferiert wird, wihrend DENV dort Arginin favorisiert.[200]

Die Verwendung von Arginalen fiir antivirale Wirkstoffe stellte sich jedoch als schwierig
heraus, da diese nur eine geringe Zellpermeabilitit aufwiesen.[!] Um dieses Problem zu
umgehen, wurde auf decarboxylierte Argininmimetika zuriickgegriffen, von denen bei-
spielsweise die Agmantine eine potentiell gute Leitstruktur darstellten. So konnten Lim et
al. Tetrapeptidomimetika mit ICso-Werten von etwa 5 pM herstellen.[1¢2] Allerdings wie-
sen diese eine zu geringe Selektivitat in Bezug auf die humane Serin-Protease Matriptase
auf, sodass eine gleichzeitige Inhibition dieser nicht ausgeschlossen werden konnte.[!]
Weiterhin konnten Nitsche et al. C-terminale Boronsaure-tragende Peptidomimetika als
potente Inhibitoren der Flaviviren aufzeigen. Hierbei erreichten die dipeptidischen Inhi-
bitoren K;-Werte um die 40-80 nM.[201] Allerdings konnten die Boronsiure-Inhibitoren in
zelluldren Assays nur vergleichsweise geringe Aktivitat aufweisen, welches wahrschein-
lich auf der hohen Polaritit der Verbindungen und somit einer geringen zelluldren Auf-
nahme beruht.[202]

Wie schon in Kapitel 1.6 beschrieben, konnten Hammamy et al. mit dem Argininmimeti-
kum trans-(4-Guanidinium)cyclohexylmethylamid (GCMA) einen guten Ersatz fiir die zu-

vor verwendeten Arginale und Agmantine liefern. In Verbindung mit verschiedenen
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Phenacylderivaten in P4-Position konnten die Peptidomimetika Ki-Werte < 1,2 uM errei-
chen. Weiterhin zeigten sie eine gute Selektivitdt gegeniiber den humanen Serin-Pro-
teasen Matriptase, Faktor Xa und Thrombin.[!] Jedoch konnten zellulir ebenfalls keine
Aktivitaten der GCMA-tragenden Peptidomimetika gezeigt werden. Dieses konnte auch
aufgrund mangelnder Zellgingigkeit der Fall sein.

In dieser Arbeit sollten Dextrankonjugate auf ihre Vielseitigkeit untersucht werden, in-
dem sie als Grundgeriist fiir potentielle antivirale Wirkstoffe der West-Nil-Virus Protease
NS2B-NS3 eingesetzt wurden. Hierfiir sollte das von Hammamy et.al beschriebene Pep-
tidomimetikum Phenacyl-Lys-Lys-GCMA multivalent an die Dextrane gebunden werden,
um somit eine Zellpermeabilitit der Inhibitoren zu erméglichen.[!] Die Synthese der Pep-
tidomimetika erfolgte durch Lisa Redl (Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Jorg Rademann, Freie
Universitit Berlin). Hierbei stellte sie zuerst das zweifach Boc-geschiitzte GCMA in vier
Stufen aus Boc-geschiitztem 4-(Aminomethyl)cyclohexylamin 26 in 90 % Ausbeute her
(Schema 10).

Boc Boc

1 1
HzN 4 Stufen HNYN
H —_—
""/N‘Boc 90 %

HN
\O-,,//NHZ

2

Schema 10: Synthese des Argininmimetikums 26 aus Boc-geschiitztem 4-(Aminomethyl)cyclohe-
xylamin in 90 % Ausbeute, durchgefiihrt von Lisa Redl.

Weiterfithrend stellte sie die beiden N-terminal TAMRA- und Thiollinker-modifizierten
Peptidomimetika Phenacyl-Lys-Lys-GCMA 27 und 28 her (Schema 11). Hierfiir wurden
ausgehend von 1,4-Diiodbutan und 4-Hydroxyphenylessigsaure die Thiol- und Azid-hal-
tigen Substituenten 29 und 31 synthetisiert. Diese wurden schlie8lich N-terminal an die
zuvor synthetisierten Di-Lysinbausteine mittels Festphasenpeptidsynthese gekuppelt.
Nach Abspaltung der Peptide vom Chlortrityl-Harz konnten diese mit dem geschiitzten
GCMA-Baustein 26 gekuppelt werden. Die Vollentschiitzung lieferte die Peptidomimetika
27 und 28 in 22 % und 7 % Gesamtausbeute.
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Schema 11: Synthese des Thiolinker-modifizierten Phenacyl-Lys-Lys-GCMA Peptids 27 (oben) und
des TAMRA-modifizierten Phenacyl-Lys-Lys-GCMA Peptids 28 (unten) durchgefiihrt von Lisa Redl.

Um zu untersuchen, ob das N-terminale Thiol oder der Fluorophor die Aktivitdt des Inhi-
bitors gegeniiber der West-Nil-Virus Protease NS2B-NS3 beeinflussten, wurden von Lisa
Redl die entsprechenden ICso-Werte bestimmt. Der ICs ist definiert als die Inhibitorkon-
zentration, bei der eine halbmaximale Hemmung des Enzyms vorliegt. Fiir Reaktionen, bei
denen der Inhibitor durch Bindung an das Enzym in Konkurrenz mit der Enzym-Substrat

Reaktion steht, gilt die Cheng-Prusoff Gleichung (29).[203]
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ICs =Kl--(1+l[{—51\]4) (29)

mit:  K;: Dissoziationskonstante des Enzym-Inhibitor-Komplexes
[S]: Substratkonzentration

Ku: Michaelis-Konstante des Substrats

Der ICso-Wert ist Substrat- und Enzymkonzentrationsabhéngig und kann deshalb nur in
Systemen verglichen werden, in denen diese konstant sind.

Im vorliegenden Assay wurde ein Fusionsprotein der NS2B-NS3 Protease verwendet, wel-
ches aus den fiir die Funktion der Protease essentiellen Anteilen der NS2B- und NS3-Pro-
teine besteht (Abbildung 73).1204]

— G,SG, — — GSRS — H,

(AS 52-96, K96A) (AS 1-184)

Abbildung 73: Fusionsprotein der WNV NS2B-NS3 Protease. Im NS2B-Protein wurde die Aminosdure
K96A mutiert, um die Autoprotolyse des Proteins zu verhindern. Weiterhin wurden die Sequenzen
durch kurze Linker (griin) voneinander und das NS3 vom His-Tag (orange) getrennt.

Als Substrat wurde das C-terminal 7-Amino-4-methylcoumarin-tragende Tripeptid Boc-
GKR-AMC verwendet. Durch Spaltung der Protease in P1-Position wird das AMC freige-
setzt und Fluoreszenz kann bei 465 nm detektiert werden. Durch Inhibition der Protease
wird weniger AMC freigesetzt und somit nur eine verringerte Fluoreszenz gemessen.[205]
Die Auftragung der Proteaseaktivitit gegen den Logarithmus der Konzentration des Inhi-
bitors ermoglicht die Bestimmung des ICso-Werts bei 50 % der Enzymaktivitit. Bei Kennt-
nis der verwendeten Substrat- und Enzymkonzentrationen kénnen nach Gleichung (29)
die Ki-Werte berechnet werden. Hierfiir wurde fiir das West-Nil-Virus der von Dr. Chris-
toph Arkona bestimmte Ka-Wert (95 pM) verwendet. Die Konzentration des Boc-GKR-
AMC im Assay betrugt 32,3 pM.

Das Thiol-Peptidomimetikum 27 zeigte einen ICso-Wert von 460 + 40 nM (K; = 343 nM).
Fir das TAMRA-modifizierte Peptidomimetikum 28 konnte ein Wert von 2,83 + 0,33 uM
(Ki=2,11 uM) erhalten werden (Abbildung 74). Die TAMRA-Modifizierung sorgte somit

fiir eine etwa sechsfach geringere Aktivitit des Peptidomimetikums gegeniiber NS2B-NS3.
Der Inhibitor von Hammamy et al., das PhAc-Lys-Lys-GCMA, wies einen K;-Wert von

| 117



4. ERGEBNISSE UND DISKUSSION: FLAVIVIRALE INHIBITOREN

1,2 uM auf.l!] Somit lasst sich sagen, dass der Thiol-haltige Inhibitor 27 ungeféhr 3,5-mal

so aktiv ist, wie der von Hammamy entwickelte.

ICs0 des Thiol-Inhibitors 27 IC50 des TAMRA-Inhibitors 28
gegen WNV NS2B-NS3 gegen WNV NS2B-NS3
— 1004 Q—r‘—.ﬁl{ 1Cs50 = 2.83 £ 0.33 l,lM
R
X
£ 5
> 501 = 50
< <
0 1Cs0 = 460 + 40 nM
] 04 +
1 2 3 4 2 0 2
log [c] log [c]

Abbildung 74: ICsy-Bestimmungen der Thiol- (links) und TAMRA-haltigen (rechts) Inhibitoren. Der
Thiol-haltige Inhibitor 27 besaf3 eine sechsfach hohere Aktivitit gegeniiber der WNV-Protease als der
TAMRA-haltige Inhibitor 28.

WNV wird durch Clathrin-vermittelte Endozytose (siehe auch Kapitel 1.5) in Zellen auf-
genommen, sodass eine Zellgangigkeit fiir entsprechende antivirale Wirkstoffe unabding-
bar ist.l206] Somit wurde die zelluldre Aufnahme des TAMRA-Peptidomimetikums 28 von
Lisa Redl untersucht, um die Verwendbarkeit der Substanzen in vivo zu bestimmen. Fur
die Untersuchung der zelluldaren Aufnahme wurden HeLa-Zellen fiir vier Stunden mit dem
Inhibitor inkubiert und anschliefend gewaschen. Bei Konzentrationen von 10 uM -
100 uM kann eine Aufnahme des Inhibitors in die Zellen gesehen werden. Die zellulédre

Aufnahme des TAMRA-Peptidomimetikums 28 bei 2 uM ist im Vergleich nur gering (Ab-

bildung 75)

Abbildung 75: Zellulire Aufnahme des TAMRA-Peptidomimetikums 28 bei verschiedenen Konzent-
rationen. Der Inhibitor wird bei Konzentrationen > 10 uM in die HeLa-Zellen aufgenommen.

118 |



4.1 SYNTHESE VON WNYV NS2B-NS3 INHIBITOREN

Somit konnte das TAMRA-Peptidomimetikum 28 bei hohen Konzentrationen in Zellen
aufgenommen werden. Dieses liegt wahrscheinlich an den drei basischen Aminosauren
bzw. dem Aminosduremimetikum und der daraus resultierenden hohen Ladungsdichte.
Wie bereits in Kapitel 1.3 beschrieben, ist die Anzahl der Ladungen und Ladungsdichte bei

der Aufnahme von (zellpenetrierenden) Peptiden duflerst wichtig.[64]

Weiterfithrend sollte in dieser Arbeit das Thiol-haltige Peptidomimetikum 27 multivalent
an das hier verwendete Maleinimiddextran 4 gekuppelt werden, um einen méglichen ko-
operativen Effekt der Multivalenz zu generieren und somit potente Inhibitoren fiir die
West-Nil-Virus Protease NS2B-NS3 zu entwickeln.

Es konnte nicht mit Sicherheit abgeschétzt werden, ob die Ladung der drei basischen Ami-
nosduren am Peptidomimetikum fiir eine zelluldre Aufnahme und zytosolische Freiset-
zung der Konjugate ausreichen wiirde. Daher wurden vergleichend Konjugate syntheti-
siert, die zuséatzlich das zellpenetrierende Peptid TAT 11 trugen. Die Synthese der Konju-
gate erfolgte analog zu der in Kapitel 3.1.3 beschriebenen Methode und lieferte die mit
Peptidomimetikum 27, Fluorophor 21 und TAT 11 beladenen Konjugate in guten Ausbeu-
ten (Tabelle 16, Abbildung 76).

Tabelle 16: Beladung und Molmassen der synthetisierten Konjugate fiir die Inhibition der WNV Pro-
tease NS2B-NS3. Molmassen wurden mittels LTH-NMR-Spektroskopie und Absorptionsspektroskopie be-
stimmt.

KONJUGAT INHI- TAT Fruono: M [g/mol] AUSBEUTE
BITOR PHOR [%]
K30 2,6 0,5 15800 98 %
K31 2,0 2,6 0,5 17800 72 %
K32 4,0 2,6 0,5 19100 94 %
K33 3,6 0,5 15100 67 %
K34 6,0 0,4 16600 77 %
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Abbildung 76: In dieser Arbeit synthetisierte Inhibitoren fiir die WNV Protease NS2B-N53 mit den
entsprechenden gekuppelten Peptiden und Fluorophoren.

Die ICso-Bestimmungen der synthetisierten Konjugate und des TAT-Peptids 11 wurden
von Lisa Redl anschlieffend durchgefithrt (Tabelle 17). Im Vergleich der einzelnen Sub-
stanzen konnte gesehen werden, dass das zellpenetrierende Peptid TAT 11 einen tiberra-
schend guten ICso-Wert von 137 nM aufweist. Es ist somit anzunehmen, dass die NS2B-
NS3 Protease dieses ebenfalls als Substrat verwendet und an einem der zahlreichen Argi-
nine spaltet. Die Konjugate K33 und K34, welche nur Fluorophor 21 und Peptidomimeti-
kum 27 tragen, wiesen ICso-Werte von 408 nM (bei 3,6 Peptidomimetika) und 138 nM (bei
6,0 Peptidomimetika) auf. Es kommt somit zu einer Aktivitatssteigerung durch die multi-
valente Prasentation des Inhibitors 27. Bei der zusatzlichen Kupplung von TAT (K31 und
K32) wurden ICso-Werte von 44 nM (bei 2,0 Peptidomimetika und 2,6 TAT) und 12 nM
(bei 4,0 Peptidomimetika und 2,6 TAT) erhalten. Dies stellt eine starke Aktivitatssteige-
rung gegeniiber dem monovalenten Peptidomimetikum 27 dar. Allerdings kénnen die gu-
ten ICso-Werte nicht allein durch die Verwendung des TAT-Peptids 11 begriindet werden,
da das Konjugat K30 (2,6 TAT und Fluorophor) einen dhnlichen ICso-Wert wie das affine
TAT-Peptid 11 aufweist. Somit hat die multivalente Prasentation des TATs allein nur
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einen geringen Einfluss bei der Aktivitatssteigerung. Vielmehr scheint ein kooperativer

Effekt bei der Verwendung des heteromultivalenten Systems vorzuliegen.

Tabelle 17: Bestimmte ICso-Werte der Konjugate/ Peptide fiir die WNV Protease und Aktivitdtssteige-
rungen der multivalenten Konjugate gegeniiber dem Peptidomimetikum 27.

VERBINDUNGEN 1Cs0, WNV Ki, wnv AKTIVITATSSTEIGERUNG

28 2,8 uM 2,1uM
27 460 nM 343 nM
TAT 11 137 nM 102 nM
K30 169 nM 126 nM

K31 44 nM 32,8 nM 10,5-fach gegeniiber 27

K32 12 nM 9,0 nM 38,3-fach gegeniiber 27

K33 408 nM 304 nM 1,1-fach gegeniber 27

K34 138 nM 103 nM 3,3-fach gegeniiber 27

Im weiteren Verlauf sollte die potentielle Aktivitat der Inhibitoren gegeniiber den Flavivi-
ren Dengue-Virus und Zika-Virus untersucht werden. Da die NS2B-NS3 Proteasen der
Flaviviren eine hohe Sequenzidentitat aufweisen, ist eine gewisse Aktivitat der syntheti-
sierten Inhibitoren zu erwarten.

Fiir die ICso-Bestimmung des Zika-Virus wurde ein Replikon der Zika NS2B-NS3 Protease

verwendet (Abbildung 77), welches eine Sequenziibereinstimmung von 68 % mit der ver-

wendeten West-Nil-Virus Protease aufweist.[201] Die Assaydurchfithrung erfolgte analog

zur ICso-Bestimmung der WNV Protease.

(AS 49-95, R95A) (AS 1-170, R29G)

Abbildung 77: Replikon der Zika NS2B-NS3 Protease. Im NS2B-Protein wurde die Aminosdure R95A
und im NS3-Protein die Aminosdure R29A mutiert, um die Autoprotolyse des Proteins zu verhindern.
Weiterhin wurde die Sequenzen durch einen kurzen Linker (griin) voneinander getrennt. Zur Aufrei-
nigung des Proteins wurde am C-terminalen Ende ein His-Tag (orange) eingefiigt.

Die Hemmung der Zika-Virus Protease durch die Inhibitoren wurde durch Dr. Christoph

Nitsche (Australien National University, Canberra) im Konzentrationsbereich zwischen
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80 uM und 8 nM bestimmt (Tabelle 18). Hierbei zeigten die Konjugate K31 und K32 und
das affine TAT-Peptid 11 bis zu einer Konzentration von 800 nM jeweils 100 % Enzym-
hemmung. Bei einer Konzentration von 80 nM konnten sie jeweils noch 30 % bzw. 35 %
Hemmung aufweisen, wahrend das TAT-Peptid 11 keine Aktivitat mehr zeigte. Das affine
Peptidomimetikum 27 wies eine etwas geringere Enzymhemmung (92 % bei 800 nM) auf
als das TAT-Peptid 11. Das Konjugat K35 (1,9 TAT und 0,3 Fluorophore) wies hingegen
schon bei 8 pM eine Enzymhemmung von 40 % auf und zeigte somit kaum Aktivitat ge-

gentiber der Zika-Virus Protease.

Tabelle 18: Hemmung der Proteaseaktivitdt durch die verwendeten Konjugate und Peptide bestimmt
durch Dr. Christoph Nitsche. Fiir die beiden potentesten Inhibitoren (K31 und K32) wurden im An-
schluss die ICsp-Werte von Dr. Christoph Arkona ermittelt.

VERBINDUNG KONZENTRATION HEMMUNG [%]
80 uM
8 uM 100
K31 800 nM
80 nM 30
8 nM 0
80 uM
8 uM 100
K32 800 nM
80 nM 35
8 nM 0
80 uM
AT 11 8 uM 100
800 nM
80 nM 0
S0uM 100
8 uM
27
800 nM 92
80 nM 0
80 uM 91
K35 8 uM 40
800 nM 0
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Fir die potentesten Konjugate (K31 und K32) und das Peptidomimetikum 27 wurden an-
schlieffend die ICso-Werte gegentiber der Zika-Virus Protease durch Dr. Christoph Arkona

(Arbeitskreis von Prof. Dr. Jorg Rademann, Freie Universitat Berlin) bestimmt (Abbil-

dung 78).
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Abbildung 78: ICs)-Bestimmung des Peptidomimetikums 27 (oben), der Konjugate K31 (links) und
K32 (rechts) gegeniiber der Zika-Virus Protease NS2B-NS3.

Aus den erhaltenen ICs5o-Werten wurden nach Gleichung (29) die Ki-Werte bestimmt (Ta-
belle 19). Da Ky -Werte fiir die Zika-Virus Protease stark von der Salzkonzentration und
dem Glyceringehalt der Losung abhéngig sind, wurde der Ky -Wert fiir das Boc-GKR-
AMC Substrat fiir unser spezifisches System (10 mM MOPS-NaOH, pH 8,0 und 20 %Vol.
Glycerin) von Dr. Christoph Arkona bestimmt.[207] In der Literatur wird Boc-GKR-AMC
als nur maflig bindendes Substrat fiir die Zika-Virus Protease beschrieben (Abbildung
79).1207] Dieses konnte hier allerdings nicht bestiitigt werden, da ein Ka-Wert von 52,3 uM
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erhalten wurde. Somit scheint das hier verwendete Puffersystem vergleichsweise gut fiir

die Vermessung der ICso-Werte geeignet zu sein.

Km-Wertbestimmung

der Zika-Virus Protease
gegen Boc-GKR-AMC

1000~

800

600

400+

200+

Fluoreszenz [RFU / min]

Kum = 52,3 + 8,1 pM

0 T T T T T T T 1

0 100 200 300 400 500 600 700 800
Boc-GKR-AMC [pM]

Abbildung 79: Bestimmung des Ky-Wertes der Zika-Virus Protease gegen Boc-GKR-AMC. Es wurde
ein guter Ky-Werte von 52,3 uM erhalten.

Im Gegensatz zur WNV Protease konnte bei der Zika-Virus Protease keine grofie Affini-
tatssteigerung zwischen dem Peptidomimetikum 27 und den Konjugaten gesehen werden
(Tabelle 19). Wihrend bei der WNV Protease eine etwa zehnfache Steigerung der Affini-
tat durch das heteromultivalente Konjugat K31 (2 Peptidomimetika und 2,6 TAT-Peptide)
vorlag, fand bei der Zika-Virus Protease eine Verdoppelung der Affinitét statt. Dieses legt
die Vermutung nahe, dass die WNV Protease nicht nur das Peptidomimetikum 27 als Sub-
strat verwendet, sondern auch das TAT-Peptid 11 an einem seiner zahlreichen Arginine
spaltet. Bei der Zika-Virus Protease scheint es hierzu nicht zu kommen, da die 2,5-fache
Steigerung der Affinitat in etwa der Beladung des Konjugats mit Peptidomimetikum 27
entspricht. Im direkten Vergleich der errechneten K;-Werte konnte weiterhin gesehen
werden, dass das untersuchte Peptid eine etwa dreifach so grofle Affinitat fiir die Zika-
Virus Protease aufwies, wie fiir die WNV-Protease. Die untersuchten Konjugate zeigten

wiederum eine stirkere Affinitit zur WNV-Protease.
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Tabelle 19: Bestimmte ICso- und Ki-Werte des Peptidomimetikums 27 und der Konjugate K31 (zwei
gekuppelte Peptidomimetika) und K32 (vier gekuppelte Peptidomimetika) fiir die Zika-Virus Protease
bestimmt durch Dr. Christoph Arkona.

KONIUGAT 1Cs0, Zika Ki zika 1Cs0, WwNV Ki. wny
[nM] [nM] [nM] [nM]
27 188 £ 7,1 116 460 £ 40 343
K31 76,1+ 5,0 47,0 44 32,8
K32 37,2+ 1,0 23,0 12 9,0

4.2. Zellbasierte Aktivitatsbestimmung der Inhi-
bitoren gegeniiber WNV, DENV-2 und ZIKV

Um weiterfithrend die Funktion der Inhibitoren in vivo zu Gberpriifen, wurden die poten-

testen, multivalenten Inhibitoren (K31, K32 und K34) in zellbasierten Assays von Stepha-
nie Kallis (Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Ralf Bartenschlager, Universitat Heidelberg) un-
tersucht. Hierfiir wurde zunachst der cytotoxische Effekt der Inhibitoren auf humane Le-
berkarzinomzellen (Huh7) anhand eines CellTiter Glo Assays (siehe auch Kapitel 3.5) be-
stimmt. Die Inhibitoren K31 und K32 wiesen bei Konzentrationen > 25 pM hohe Zytoto-
xizitaten auf (Abbildung 80). Zellviabilititen oberhalb 80 % konnten fur die beiden Inhi-

bitoren bei Konzentrationen unter 12,5 uM erhalten werden (Abbildung 81). Fiir das Kon-

jugat K34 konnten ausreichende Zellviabilitaten bereits bei Konzentrationen < 25 pM er-
halten werden. Somit scheint das TAT-Peptid 11 fiir die erhohte Zytotoxizitat der Konju-
gate K31 und K32 ausschlaggebend zu sein. Die entsprechenden Konzentrationen konn-

ten im weiteren Verlauf fiir die Zellassays verwendet werden.
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Zellviabilitaten CellTiter Glo
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Abbildung 80: Bestimmte Zellviabilititen der Konjugate K31, K32 und K34 im Konzentrationsbe-
reich von 6,25 uM - 100 uM. Der hierfiir verwendete CellTiter Glo Assay wurde durch Stephanie Kallis
(Universitdt Heidelberg) durchgefiihrt. Die Konjugate wiesen bei Konzentrationen unter 12,5 uM gute
Zellviabilititen auf.

Zellviabilitaten CellTiter Glo
120 - (0,1 pM - 10 pM)

100 +
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Zellviabilitat [%]

2,5 0,5 0,25 0.1
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Abbildung 81: Bestimmte Zellviabilititen der Konjugate K31 und K32 im Konzentrationsbereich
von 0,1 puM - 10 uM. Der hierfiir verwendete CellTiter Glo Assay wurde durch Stephanie Kallis (Uni-
versitit Heidelberg) durchgefiihrt. Die Zellviabilititen sind in diesem Bereich generell sehr gut. Die
bestimmte Zellviabilitdt bei 0,1 uM scheint ein Artefakt zu sein, da sie nicht zu den restlichen Werten
passt.

Im Anschluss wurden von Stephanie Kallis zellbasierte Assays durchgefithrt, um die Ak-

tivitat der Inhibitoren auf die West-Nil-, Dengue- und Zika-Viren in vivo zu tiberpriifen.
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Hierfir wurden fiir WNV und DENV sogenannte Plaque-Assays durchgefiihrt, die die
Wirkung der Inhibitoren auf die Virusreplikation untersuchen (Abbildung 82). Die zu

untersuchenden Substanzen werden hierbei zusammen mit dem entsprechenden Virus in
Huh?7-Zellen inkubiert. Nach Mediumwechsel und weiterer Inkubation wird der erhaltene
Uberstand zur viralen Infizierung von Vero E6-Zellen verwendet. Die Zellen werden an-
schlieBend mehrere Tage inkubiert, um eine ausreichende Replikation der Viren zu ge-
wéhrleisten. Schliefilich werden die Zellen fixiert und angefarbt, sodass der Virustiter an-

hand der ungefirbten Plaques in der Probe bestimmt werden kann.[208]

Inkubation mit . \
[ » | Uberstand dient | Fixierung &
‘ Inhibitor & ‘ ‘ >
Flavivirus zur Infizierung Farbung
Huh7-Zellen Huh7-Zellen Vero E6-Zellen Vero E6-Zellen

Abbildung 82: Schematische Darstellung des Plaque-Assays. Huh7-Zellen wurden mit Inhibitor und
Flavivirus inkubiert. Nach Medienwechsel und weiterer Inkubation wurde der Uberstand der Zellen
zur Infizierung von Vero E6-Zellen verwendet. Diese wurden mehrere Tage inkubiert, um die Virus-
replikation zu ermdglichen. Der Virustiter wurde anschliefSend nach Fixierung der Zellen und Fiarbung
bestimmt. Tote Zellen werden nicht gefirbt und konnen als Plaques gezdihlt werden.

Bei hoher Aktivitat der zu untersuchenden Substanzen wird die NS2B-NS3 Protease der
Viren stark inhibiert und somit die Proliferation der Viren gemindert. Bei der Infizierung
der Vero E6-Zellen konnen somit nur wenige Viren iibertragen werden. Die Virusprolife-
ration wird somit nur im geringeren Mafle voranschreiten, als in unbehandelten Zellen.
Bei der Farbung mit Kristallviolett oder Methylenblau, welche nur lebende Zellen anzei-
gen, werden somit Plaques sichtbar. Je hoher die Anzahl an ungefarbten Plaques in der
Probe, desto geringer ist auch die Aktivitat der zu untersuchenden Inhibitoren. Durch ein-
berechnen des eingesetzten Volumens und eines Verdiinnungsfaktors, kann die Konzent-
ration der in der Probe enthaltenen Viren errechnet werden. Diese kann im Diagramm
gegen die gewahlten Konzentrationen der Inhibitoren aufgetragen werden und wird ge-
nerell als PFU/mL (plaque forming units) angegeben. Unter Verwendung der Positivkon-
trolle, welche eine Inhibition von 0 % aufweist, konnen die fiir die Konjugate erhaltenen
PFU/mL-Werte in prozentuale Inhibitionen umgerechnet werden (siehe auch Tabelle A.
5 - Tabelle A. 7 im Anhang).

Die Ergebnisse des Plaque-Assays fiir die untersuchten Konjugate (K31, K32 und K34)

zeigten keine Aktivitaten gegeniiber West-Nil-Virus bei einer Multiplizitat der Infektion
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(MQI) von 0,2 (Abbildung 83). Diese beschreibt das Verhaltnis von Viren zu Zielzellen

bei der viralen Infektion. Weiterhin wurde als Referenzsubstanz Ribavirin verwendet, wel-
ches als antiviraler Wirkstoft gegen DNA- bzw. RNA-Viren, wie das Hepatitis-C-Virus,
Influenza-Virus und Adenoviren, eingesetzt wird. Jordan et al. konnten bei Verwendung
hoher Konzentrationen von Ribavirin eine Inhibition der WNV Replikation in neuralen
Zellen detektieren.l?0°] Im durchgefiihrten Assay zeigte Ribavirin nur bei einer Konzent-
ration von 200 pM einen inhibitorischen Effekt von etwa 70 % gegeniiber WNV. Alle wei-

teren Konzentrationen wiesen keine Inhibition des WNV auf.

West-Nil-Virus Plaque-Assay (MOI 0,2)
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Abbildung 83: Bestimmung des inhibitorischen Effekts der synthetisierten Konjugate auf die West-
Nil-Virus Protease mittels Plaque-Assay (MOI 0,2) durchgefiihrt von Stephanie Kallis. Die Konjugate
zeigen im ausgewdhlten Konzentrationsbereich keine Aktivitdt.

Bei Wiederholung des Plaque-Assay bei einer geringeren Viruskonzentration (MOI = 0,1)
konnte fiir Ribavirin eine vollstandige Inhibition des West-Nil-Virus bei Konzentrationen

von 100 pM - 200 uM festgestellt werden (Abbildung 84). Bei Konzentrationen von 50 pM

- 12,5 uM konnten hier Inhibitionen zwischen 99 % — 90 % gesehen werden (Tabelle 20).
Im Vergleich zeigten die Konjugate bei 12,5 pM eine Inhibition des West-Nil-Virus von
67 % (K31) bzw. 78 % (K32). Fir K32 konnte bei einer Konzentration von 6,25 uM eine

virale Inhibition von 54 % erhalten werden. Das Konjugat K31 zeigte bei dieser Konzent-

ration keine inhibitorischen Effekte. Die untersuchten Konjugate weisen somit eine
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geringere Aktivitat gegeniiber der WNV Protease NS2B-NS3 auf, als die Referenzsubstanz

bei gleicher Konzentration.

West-Nil-Virus Plaque-Assay (MOI 0,1)
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Abbildung 84: Bestimmung des inhibitorischen Effekts der synthetisierten Konjugate K31 und K32
auf die West-Nil-Virus Protease mittels Plaque-Assay (MOI 0,1) durchgefiihrt von Stephanie Kallis.
Die Konjugate zeigten bei Konzentrationen von 12,5 uM Inhibitionen von 67 % und 78 %.

Tabelle 20: Prozentuale Inhibitionen der WNV Protease durch die verwendeten Konjugate und die
Referenzsubstanz Ribavirin.

KONJUGAT FUNKTIONS- WEITERE KONZENTRATION  INHIBITION
PEPTID BELADUNG [uM] [%]
Positivkont. 0%
0,5 Thiol-RhB Pip 12,5 66,7 %
K31 20 2,6 TAT
’ 6,25 -41,7 %
0,5 Thiol-RhB Pip 12,5 78,3 %
K32 40 2,6 TAT
’ 6,25 54,2 %
200 100 %
100 100 %
Ribavirin 50 99.9 %
25 98,0 %
12,5 90,0 %
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Uberraschenderweise zeigte sich ein groferer inhibitorischer Effekt der untersuchten
Konjugate auf die virale Proliferation des Dengue-Virus als beim zuvor untersuchten
West-Nil-Virus. Hierbei konnte insbesondere eine gute Inhibition durch die Konjugate
K31 und K32 gezeigt werde, die sich durch die zusatzliche Kupplung des TAT-Peptids 11
gegeniiber K34 unterscheiden. Bei Konzentrationen zwischen 25 uM - 6,25 pM konnte fiir
alle Konjugate eine sehr gute Inhibition (90 — 99 %) der Dengue-Viren festgestellt werden
(Abbildung 85, Tabelle A. 6 im Anhang).

87 Dengue-Virus Plaque-Assay (25 - 6,25 uM)
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Abbildung 85: Inhibition des Dengue-Virus im Konzentrationsbereich zwischen 25 - 6,25 uM. Es
konnten allgemein gute Inhibitionen zwischen 90 - 99 % erhalten werden.

Zur weiteren Differenzierung zwischen den einzelnen Konjugaten, wurde die Inhibition
der Dengue-Viren im Konzentrationsbereich zwischen 10 pM - 0,1 pM bestimmt (Abbil-
dung 86). Hierbei zeigten sich die ersten Unterschiede zwischen den beiden heteromulti-
valenten Konjugaten K31 und K32, sowie dem Konjugat K34, welches kein TAT-Peptid
11 tragt. Wahrend die heteromultivalenten Konjugate bei Konzentrationen > 2,5 pM Inhi-
bitionen des Dengue-Virus zwischen 90 — 98 % aufwiesen, inhibierte das Konjugat K34
die Dengue-Viren bei 5 uM nur noch zu 40 %. Somit scheint ein Anteil der Inhibition durch
Interaktion des TAT-Peptids 11 mit der Dengue-Virus Protease hervorgerufen zu werden.
Bei der weiteren Betrachtung der beiden heteromultivalenten Konjugate war schlieflich

ein starker Unterschied bei einer Konzentration von 0,25 pM zu sehen. Wahrend das
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Konjugat K32, welches vier Peptidomimetika auf dem Dextrangrundgeriist tragt, hier eine
Inhibition des Virus von 82 % aufwies, konnte das Konjugat K31 nur noch eine Inhibition

von 37 % hervorrufen. Das Konjugat K31 tragt im Vergleich nur zwei Peptidomimetika
pro Dextran, somit ist die Anzahl dieser ebenfalls ein wichtiger Faktor fiir die Inhibition

des Dengue-Virus.
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Abbildung 86: Inhibition des Dengue-Virus im Konzentrationsbereich zwischen 10 — 0,1 uM. Die
heteromultivalenten Konjugate K31 und K32 wiesen bei geringen Konzentrationen eine bessere Inhi-
bition der Dengue-Viren auf, als das Konjugat K34.

Durch Normalisierung der erhaltenen Virus-Ausbeuten im Plaque-Assay und Auftragung
gegen die vermessenen Konzentrationen, konnten vorlaufige ICso-Werte der Konjugate

fir DENV-2 erhalten werden (Abbildung 87). Anhand der Graphen konnte gesehen wer-

den, dass die verwendeten Konzentrationen den Sattigungsbereich ndherungsweise ab-
deckten. Somit kénnen die erhaltenen ICso-Werte einen groben Uberblick tiber die Akti-
vitat der Konjugate gegeniiber dem Dengue-Virus geben. Dennoch ist hier zu sehen, dass
die heteromultivalenten Konjugate eine mittlere Aktivitiat um 400 nM aufwiesen. Das ho-
momultivalente Konjugat K34 wies hingegen einen ICso-Wert von etwa 5 uM auf und ist

somit deutlich weniger aktiv.
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Abbildung 87: ICsp-Bestimmung anhand der normalisierten Virus-Ausbeuten, die aus den Plaque-

Assays erhalten wurden.

Weiterfithrend wurde fiir die Aktivitatsbestimmung der Substanzen gegeniiber ZIKV ein
Zika-Virus Replikations-Assay durchgefiihrt. Hierfiir wurde der Zika MR766 Luciferase
Reporter Virus von Stephanie Kallis verwendet. Huh7-Zellen wurden mit den zu untersu-
chenden Inhibitoren (K31, K32 und K34) versetzt und anschliefend mit dem entspre-
chenden Zika-Virus infiziert. Nach Inkubation und Medienwechsel, wurden die Zellen ly-
siert. Durch Zugabe des Luciferase-Substrats Coelenterazin konnte die emittierte Lumi-
neszenz vermessen werden (Abbildung 88). Bei hoher viraler Inhibition durch die ver-

messenen Substanzen kommt es folglich nur zu einem geringeren Lumineszenzsignal, da

die Luciferase-vermittelte Umsetzung des Coelenterazins inhibiert wird.

132 |



4.2 ZELLBASIERTE AKTIVITATSBESTIMMUNGEN DER FLAVIVIRALEN INHIBITOREN

\©\/\ 0 0, HO
Z\ ) \©\/\N j\/O/OH
HN. _~ N Luciferase ©Nj)\N
H
co,
OH

P

Abbildung 88: Umsetzung von Coelenterazin mittels Luciferase in Coelenteramid. Hierbei wird Licht
emittiert, welches als Lumineszenz detektiert werden kann.

HO

Der inhibitorische Effekt der heteromultivalenten Konjugate (K31 und K32) auf die Zika-
Virus-Protease ist recht stark ausgepriagt (Abbildung 89). Beide Konjugate weisen bei

einer Konzentration von 12,5 uM eine Replikation der Zika-Viren von etwa 28 % auf. Kon-
zentrationen oberhalb 12,5 pM konnten aufgrund der Zytotoxizitit der beiden Konjugate
nicht vermessen werden. Bei einer Konzentration von 6,25 pM wird eine Inhibition von
34 % fir K31 und 20 % fiir K32 erreicht. Das Konjugat K34, welches sechs Peptidomime-
tika tragt, weist bei einer Konzentration von 25 pM eine Zika-Virus Replikation von 62 %
im Vergleich zu unbehandelten Zellen auf. Bei geringeren Konzentrationen konnte keine
Inhibition der Replikation festgestellt werden. Es ist somit moglich, dass der inhibitorische
Effekt der Konjugate K31 und K32 allein vom zellpenetrierenden Peptid TAT 11 ausgeht.
Weiterhin ist es ebenso denkbar, dass das Konjugat K34 aufgrund fehlender Aufnahme
bzw. Freisetzung in den Huh7-Zellen die Zika-Viren nicht inhibieren konnte. Somit
konnte in diesem Fall die Replikation der Viren ungehindert fortschreiten. Fiir eine ge-

nauere Differenzierung sind mikroskopische Untersuchungen notwendig.

Replikation des Zika MR766 Luciferase
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Abbildung 89: Zika-Virus Replikation bei Inhibition mit den synthetisierten Konjugaten (K31, K32
und K34). Bei 12,5 uM Konzentration trat ein guter inhibitorischer Effekt der heteromultivalenten
Konjugate auf. Die Inhibition der Virus-Replikation fiir das Konjugat K34 ist nur schwach ausgeprdgt.
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Abschlieflend kann gesagt werden, dass die synthetisierten Konjugate allgemein gute Ak-
tivitaten gegeniiber den untersuchten Flaviviren aufwiesen. Die heteromultivalenten Kon-
jugate, die zusatzlich zum Peptidomimetikum 27 das zellgingige TAT-Peptid 11 auf dem
Dextrangrundgeriist trugen, zeigten hierbei grofiere Aktivitaten als die homomultivalen-
ten Konjugate. Dieses konnte zum einen an einer nicht ausreichenden Zellgangigkeit der
homomultivalenten Konjugate liegen. Zum anderen scheint das TAT-Peptid 11 selbst als
Substrat fiir die verschiedenen Proteasen zu wirken. Hierbei scheint die Affinitat der TAT-
haltigen Konjugate gegeniiber WNV grofler zu sein als gegeniiber Zika, da hier eine gro-
3ere Differenz in den ICso-Werten des Peptidomimetikums 27 zu den entsprechenden
Konjugaten auftrat. Weiterhin wies das Konjugat K30 (0,5 Fluorophore und 2,6 TAT) ei-
nen ICso-Wert von 169 nM fiir die WNV Protease auf, wahrend die Hemmung der Zika-
Virus Protease fiir das Konjugat K35 (0,3 Fluorophore und 1,9 TAT) bei 8 uM nur 40 %
betrug. Ein ICso-Wert wurde hier nicht bestimmt.

Um weiterfithrende Aussagen zu treffen, miissen jedoch noch umfangreichere Experi-
mente durchgefiihrt werden. Hierzu zdhlen insbesondere die Bestimmung der ICso-Werte
der Konjugate fiir die WNV Protease in vivo und die mikroskopische Untersuchung der

zellularen Aufnahme der homo- und heteromultivalenten Konjugate.
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tige Arbeiten

Bislang gestaltete sich die Inhibition von Protein-Protein Interaktionen aufgrund ihrer
ausgedehnten und flachen Bindungsflachen als schwierig. Der Verwendung von hochaf-
finen Peptiden, welche als natiirliche Mimetika der PPI verwendet werden konnten, steht
die oftmals geringe Zellpermeabilitat und der rasche proteolytische Abbau der Substanzen
im Wege. Somit ware die Entwicklung eines Inhibitorsystems, welches variabel an die
entsprechenden zu inhibierenden Proteine angepasst werden und die angesprochenen
Probleme negieren konnte, von besonderer Bedeutung. In der vorliegenden Arbeit wurden
Dextrane als Grundgeriist fiir multivalente, peptidische Inhibitoren des mRNA-Splicing-

proteins FBP21 und der West-Nil-Virus Protease NS2B-NS3 verwendet.

Die genaue Rolle des FBP21 im mRNA-Splicingzyklus ist bislang unklar. Somit sollte ein
potenter, zellgédngiger Inhibitor entwickelt werden, um diese weiterfithrend untersuchen
zu konnen. Hierbei stand die funktionelle Untersuchung der Inhibitoren und deren Ein-

fluss auf das FBP21 im Vordergrund (Abbildung 90).

Das Maleinimiddextran 4, dessen Synthese aus Vorarbeiten von Dr. Martin Richter bereits
zuganglich war, diente hierbei als Startmaterial fiir die Konjugatsynthese. Verschiedene
Funktionspeptide und zellpenetrierende Peptide konnten in einer effizienten Einstufen-
synthese kovalent an das Dextrangrundgeriist gebunden werden. Als inhibitorische Pep-
tide wurden die Prolin-reichen Funktionspeptide WPPPPRVPR (affines Peptid 8, W) und
WPPPPRVPRWPPPPRVPR (hochaffines Peptid 9, W) gewahlt, da sie bereits von unserem
Kooperationspartner (AG Freund, Freie Universitit Berlin) als vielversprechende Inhibi-
toren der Tandem-WW-Domine des FBP21 identifiziert wurden.

Die Konjugatsynthese konnte selbst bei der gleichzeitigen Kupplung mehrere Peptidspe-
zies gute Ausbeuten erzielen. So wurden beispielsweise Konjugate fiir konfokalmikrosko-
pischen Untersuchungen synthetisiert (K1 — K13), die zusitzlich zum Funktionspeptid
auch zellpenetrierende Peptide gebunden hatten, um eine effiziente Aufnahme und Frei-
setzung in die Zellen zu ermoglichen.

Bei der Analytik dieser hochkomplexen Produkte konnte die konventionell verwendete

NMR-Spektroskopie jedoch keinen ausreichenden Aufschluss iiber die erhaltenen
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Produkte liefern. Dieses lag vor allem an der Signaliiberlagerung durch die verschiedenen
Peptidspezies und das Dextrangrundgeriist, die eine gleichzeitige quantitative Auswer-
tung der einzelnen Peptide verhinderte.

Die Kupplung eines Rhodamin B-Piperazinderivats 17 in die Seitenkette der zellpenetrie-
renden Peptide ermoglichte eine zusitzliche Auswertung der Beladung mittels Absorpti-
onsspektroskopie. Zu diesem Zweck wurde eine kostengiinstige und zeitsparende Analy-
semethodik entwickelt. Die Beladung der Funktionspeptide wurde hierbei, wie bei der
Analyse der homomultivalenten Konjugate, aus dem 'H-NMR-Spektrum entnommen.
Weiterfithrend wurde das Absorptionsspektrum der Konjugate aufgenommen und unter
Verwendung der zuvor bestimmten Extinktionskoeffizienten die jeweiligen anteiligen Ab-
sorptionswerte der Konjugatbestandteile bei drei ausgewahlten Wellenlangen bestimmt.
Aus den erhaltenen Absorptionsanteilen konnten im weiteren Verlauf die Konzentratio-
nen der Konjugatbestandteile in Losung und somit die Beladungen bestimmt werden.
Weiterhin konnte die Molmasse der Konjugate auf diesem Weg ermittelt werden.

Um die Methodik zu verifizieren, wurden die wasserloslichen Konjugate anschlieffend
mittels Gelpermeationschromatographie vermessen. Die erhaltenen Molmassenmittel-
werte wiesen zumeist nur geringe Abweichungen zu denen in der Absorptionsspektro-
skopie erhaltenen Molmassen auf. Somit bestarkten die in der GPC erhaltenen Ergebnisse
die in dieser Arbeit entwickelte Analysemethodik.

Des Weiteren sollten die synthetisierten Konjugate (K1 — K17) auf ihr Bindungsverhalten
zur Tandem-WW-Domine des FBP21 untersucht werden. Hierfiir wurden Bindungsstu-
dien mittels isothermaler Titrationskalorimetrie durchgefithrt. Diesbeziiglich sollte insbe-
sondere das Augenmerk auf den Unterschied zwischen ungebundenen und Dextran-ge-
bundenen Funktionspeptiden, sowie zwischen affinen W-Peptiden 8 und hochaffinen Ws-
Peptiden 9 gelegt werden. Weiterhin wurde der Einfluss der zellpenetrierenden Peptide,
als auch des Dextrangrundgeriists untersucht. Hierbei stellte sich heraus, dass diese kei-
nerlei Bindungsaffinitat zum FBP21 aufwiesen.

Bei den Funktionspeptiden zeigten sich wiederum starkere Unterschiede. So wies das un-
gebundene, affine Peptid 8 (WPPPPRVPR) eine geringe Bindungsaffinitat zum FBP21 auf,
wiahrend die Verwendung des hochaffinen Peptids 9 diese etwa um den Faktor zehn ver-
besserte. Die Kupplung der Funktionspeptide zeigte eine Steigerung der Bindungsaffinitit
mit steigender Beladungszahl. Allerdings wurde hier ab einer Beladung von vier bis fiinf
W2-Peptiden pro Dextran ein Optimum erreicht. Der Blick auf die Bindungsstochiomet-

rien zeigte hierbei, dass das affine Peptid in einem 1:1 Verhéiltnis zur Tandem-WW-
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Doméne des FBP21 bindet, wahrend das hochaffine Peptid 9 eine hohere Stochiometrie
aufweist. Die Vermutung liegt nahe, dass das hochaffine Peptid 9 hierbei sowohl im Ver-
haltnis 1:1 mit dem Protein interagieren kann, als auch durch seine verldngerte Sequenz
gleichzeitig mit beiden WW-Domanen des FBP21 wechselwirkt. Die Bindungsstochiomet-
rien der Konjugate wiesen eine Interaktion von bis zu 6,7 Proteinen pro Dextran auf. Es
ist wahrscheinlich, dass hier aus sterischen Griinden keine Interaktion aller zehn hochaf-
finen Peptide auf dem Dextrangrundgeriist moglich war. Dieses wiirde auch die Entwick-
lung des Maximums der Bindungsaffinitaten mit steigender Beladungszahl erklaren.

Bei der Betrachtung der thermodynamischen Zustandsgrofien konnte zudem eine Enthal-
pie-Entropie-Kompensation der multivalenten Konjugate gesehen werden. Durch die zu-
nehmenden Interaktionen zwischen Konjugat und Protein mit steigender Beladungszahl,
nahm durch Addition der einzelnen Bindungsevents die Bindungsenthalpie des Systems
zu. Da jedoch diese steigende Interaktion eine Verringerung der Flexibilitdt des Systems
hervorzurufen schien, sank die Bindungsentropie des Systems. Es kam zur Kompensation.
Die hochaffinen W»-tragenden Konjugate stellten sich durch die Steigerung der Bindungs-
affinitaten und der guten Bindungsstochiometrien als vielversprechende Systeme heraus,
sodass diese im weiteren Verlauf der Arbeit verwendet wurden.

Weiterhin wurde die zelluldre Aufnahme der hochaffinen W2-Konjugate untersucht. Die
Aufnahme der Konjugate in den Zellkern sollte durch eine Kombination aus dem zellpe-
netrierenden Peptid TAT und der Kernlokalisationssequenz des SV40 langen T-Antigens
(NLS) stattfinden. Anhand von durchgefithrten Resazurin- und ATP/ Luciferase-Zytotoxi-
zitatsassays zeigte sich, dass das W»-Funktionspeptid einen zytotoxischen Effekt auf die
verwendeten Zellen hatte, der sich mit steigender Beladung der Konjugate verstarkte.
Diese Zytotoxizitat liegt potentiell in der biologischen Aktivitat der Peptide begriindet,
welche als Splicinginhibitoren Einfluss auf die Zellen und ihren Metabolismus nehmen
konnen.

Fiir die Untersuchung der zelluldren Aufnahme der Konjugate, welche in Kooperation mit
Miriam Bertazzon durchgefiihrt wurde, wurden Konzentrationen im nicht-zytotoxischen
Bereich gewahlt. Hierbei zeigte sich, dass bei alleiniger Kupplung von zellpenetrierenden
Peptide (K2 und K3) nur eine geringe Freisetzung der Konjugate im Zytosol erfolgte. Statt-
dessen verblieben die Konjugate vermehrt in Endosomen. Bei zusitzlicher Kupplung des
hochaffinen W»-Peptids konnte bereits bei einer geringeren Beladung an zellpenetrieren-
den Peptiden eine Freisetzung der Konjugate im Zytosol erreicht werden (K1). Weiterhin

zeigte sich, dass sobald die Konjugate in das Zytosol freigesetzt wurden, auch eine
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Aufnahme in den Nukleus erfolgte. Hierbei zeigte sich wiederum, dass mit steigender Be-
ladung an zellpenetrierendem Peptid auch eine vermehrte nukleare Aufnahme zu sehen
war. Somit scheint die Verwendung eines Systems aus Funktionspeptid und zellpenetrie-
rendem Peptid die beste Aufnahmestrategie zu sein. Allerdings ist aufgrund erhéhter Zy-
totoxizitdten von einer Beladung oberhalb 1,5 zellpenetrierenden Peptiden und 4 hochat-
finen Peptiden abzuraten. Die Untersuchung der zellularen Aufnahme von affinen Peptid-
Konjugaten konnte aus zeitlichen Griinden nicht erfolgen. Sie ware jedoch in diesem Zu-
sammenhang von Interesse, da diese generell eine geringere Zytotoxizitat aufwiesen und

somit in hoheren Konzentrationen eingesetzt werden konnten.

Ausgehend von den ITC-Ergebnissen sollte auflerdem die Funktionalitdt der Konjugate,
also ihr Einfluss auf das Splicingverhalten von Zellen, anhand eines in vitro Splicing-As-
says von Miriam Bertazzon untersucht werden. Hierfiir wurden die Splicingaktivitét des
hochaffinen W3-Peptids 9, sowie eines Konjugats mit etwa sechs hochaffinen Peptiden
(K13) mit der Aktivitat der nicht-bindenden Peptidsequenz 22 (WSPSADVPD) und dessen
Konjugat K25 verglichen. Es konnte eine signifikante Reduktion der Splicingaktivitat
durch das Funktionspeptid-tragende Konjugat K13 gesehen werden, wahrend die nicht-
bindende Sequenz 22 und ihr Konjugat keinen Einfluss auf die Splicingaktivitat aufwiesen.
Das hochaffine W2-Peptid 9, welches nicht Konjugat-gebunden vorlag, zeigte hingegen
nur eine geringe Reduktion der Splicingaktivitat. Somit ist die Verwendung eines multi-
valenten Systems fiir die Funktionalitat von duflerster Bedeutung.

Schliellich sollte bestimmt werden, ob die Funktionalitdt der Konjugate auf die Interak-
tion mit FBP21 zuriickzufithren sei oder eine Interaktion mit anderen Splicingproteinen
die Ursache war. Hierfiir wurden die Interaktionspartner der Inhibitoren mittels Pull-
down-Assay von Miriam Bertazzon bestimmt. Durch Immobilisierung der synthetisierten
Peptide und Konjugate auf einem Harz und Inkubation mit dem Zelllysat konnten die
Bindungspartner fiir die Konjugate ermittelt werden. Hierbei konnte mittels SDS-PAGE
eine Vielzahl an bindenden Proteinen detektiert werden. Durch Vergleich eines isotopen-
markierten Konjugats (K28) und seiner Bindungspartner mit denen der Negativkontrolle
(K26) mittels MS/MS, konnten die relativen Haufigkeiten der gefundenen Proteine be-
stimmt werden. Insgesamt wurden etwa 900 bindende Proteine in der ausgewahlten SDS-
PAGE Bande gefunden, von denen etwa 200 Proteine eine groffe Anreicherung in der Kon-
jugatprobe im Vergleich mit der Negativkontrolle aufwiesen. Bei genauerer Betrachtung

der gebundenen Proteine, zeigte sich, dass viele Interaktionspartner selbst aus dem
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Splicingzyklus stammen und somit bekannt dafiir sind, an Prolin-reiche Sequenzen zu
binden. Weiterhin ist es ebenso denkbar, dass das FBP21 durch Interaktion mit den tbri-

gen Splicingproteinen diese fiir den Pulldown-Assay detektierbar machte.

Charakterisierung mittels NMR- und Methodenvalidierung
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Abbildung 90: Konjugatsynthese, Charakterisierung und biochemische Untersuchungen der Konju-
gate auf ihre Eignung als potente Inhibitoren des FBP21. Die synthetisierten Konjugate wurden auf
ihre Bindungsaffinitdten, ihre Funktionalitdt und ihre Selektivitit untersucht. Weiterhin wurde ihre
zelluldre Aufnahme in HeLa-Zellen untersucht.

Abschliefiend lasst sich sagen, dass das Konjugatsystem ausgiebig analysiert wurde. Es
konnte gesehen werden, dass die Konjugate durch ihren multivalenten Aufbau an ge-
wiinschte Bindungsaffinititen angepasst werden konnen. Hierbei zeigte sich, dass die Be-

ladung mit hochaffinen W;-Peptiden 9 eine stiarkere Bindungsaffinitat lieferte als mit den
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affinen W-Peptiden 8. Weiterhin konnte die Zellgdngigkeit bei der Verwendung einer
Kombination aus TAT und NLS nachgewiesen werden, die eine Interaktion der Splicing-
proteine in vivo ermdglicht. Im in vitro Splicing-Assay konnte zudem gezeigt werde, dass
eine multivalente Prasentation fiir die funktionelle Aktivitat der FBP21-Inhibitoren unab-
dingbar ist. Die Untersuchung der Interaktionspartner der Konjugate mittels Pulldown-
Assay zeigte eine vermehrte Interaktion mit Splicingproteinen. Somit sind die verwende-
ten Peptid-Dextrankonjugate als PPI-Inhibitoren fiir das pre-mRNA Splicing grundlegend
geeignet.

In weiterfitlhrenden Arbeiten wére es moglich das Verstandnis iiber die Interaktion der
Inhibitoren mit dem FBP21 durch in vivo Funktionsassays wie beispielsweise in vivo Spli-
cing-Assays noch weiter auszubauen. Weiterhin ware die Analyse der nicht-bindenden
Konjugate und des FLAG-W3-Peptids im Pulldown-Assay von Interesse, um eine mogliche

Veranderung der Interaktionspartner zu untersuchen.

Die Entwicklung von antiviralen Wirkstoffen fiir das West-Nil-Virus gestalten sich bis-
lang als schwierig, obwohl bereits einige potente Inhibitoren fiir die WNV Protease NS2B-
NS3 gefunden werden konnten. Dieses liegt vor allem an der geringen Zellgangigkeit der
synthetisierten Peptidomimetika.

Im Verlauf dieser Arbeit wurden Dextrankonjugate als multivalente Inhibitoren fiir die

West-Nil-Virus Protease NS2B-NS3 untersucht (Abbildung 91). Das von Hammamy et al.

entwickelte Peptidomimetikum Phenacyl-Lys-Lys-GCMA diente hier als Funktionspeptid.
Anfangliche Untersuchungen von Lisa Redl zeigten eine Zellgéangigkeit des Peptidomime-
tikums 27 ausschlieflich bei hohen Konzentrationen = 10 uM. Die Synthese und Analytik
der Peptidomimetika-tragenden Konjugate erfolgte nach der fiir die FBP21-Konjugate be-
schriebenen Methodik. Hierbei wurden sowohl homomultivalente Konjugate syntheti-
siert, die nur das Peptidomimetikum in unterschiedlicher Beladung trugen (K33 und K34),
als auch heteromultivalente Konjugate (K31 und K32). Diese trugen zusitzlich das zell-
penetrierende Peptid TAT 11, um eine Zellgingigkeit auch bei geringeren Konzentratio-
nen sicherzustellen. Fiir die synthetisierten Konjugate wurden anschlieffend ICso-Werte
fiir die West-Nil-Virus Protease und die Zika-Virus Protease von Lisa Redl und Dr. Chris-
toph Arkona bestimmt. Hierbei zeigten die homomultivalenten Konjugate eine geringe
Aktivitatssteigerung gegeniiber dem ungebundenen Peptidomimetikum. Die heteromulti-

valenten Konjugate wiesen hingegen eine starke Aktivitatssteigerung auf. Dies liegt darin
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begriindet, dass das TAT-Peptid 11 selbst als Substrat fiir die Proteasen wirken kann und
somit eine Affinitdtssteigerung hervorruft. Allerdings kann allein dieser Effekt nicht die
Grofie der ICso-Steigerung hervorrufen, sodass ein multivalenter Effekt des heteromulti-
valenten Systems vorliegen muss. Der Vergleich der aus den ICso-Werten errechneten Ki-
Werte fiir die WNV und ZIKV Proteasen zeigte eine dhnliche Affinitdt der Konjugate. So-
mit sind die synthetisierten Dextrankonjugate nicht spezifisch fiir WNV, sondern kénnen
auch fiir anderen Flaviviren eingesetzt werden.

Die Untersuchung der inhibitorischen Effekte der potentesten Konjugate in vivo wurde
von Stephanie Kallis durchgefiihrt. Hierbei zeigten sich hohe Zytotoxizitdten fiir die Kon-
jugate oberhalb Konzentrationen von 12,5 uM fiir die TAT-tragenden Konjugate bzw.
25 pM fiir das Konjugat ohne TAT.

Im Plaque-Assay zeigte sich fiir die heteromultivalenten Konjugate eine WNV Inhibition
zwischen 65 - 80 %, wahrend das homomultivalente Konjugat keine Wirkung zeigte. Wei-
terhin zeigte die Verwendung der Konjugate fiir die Inhibition der Dengue-Virus Replika-
tion eine hohe Aktivitat fiir alle verwendeten Substanzen im Konzentrationsbereich zwi-
schen 12,5 - 6,25 pM. Bei geringeren Konzentrationen wies das homomultivalente Konju-
gat nur noch eine geringe Inhibition auf. Fiir die heteromultivalenten Konjugate (K31 und
K32) konnte selbst bei 0,1 uM noch eine Inhibition der Virusreplikation von 47 % fiir das
Konjugat mit zwei Peptidomimetika und 80 % fiir das Konjugat mit vier Peptidomimetika
erreicht werden. Somit zeigt sich, dass zwar die Verwendung des TAT-Peptids den inhi-
bitorischen Effekt der Konjugate steigert, die Beladung der Peptidomimetika pro Konjugat
jedoch auch einen wichtigen Beitrag leistet.

Die Inhibition der Zika-Virus Replikation wurde anhand eines Luciferase-Assays be-
stimmt. Hierbei zeigte sich, wie auch bei den anderen beiden Flaviviren, eine hohere Po-
tenz der heteromultivalenten Konjugate gegeniiber dem homomultivalenten Konjugat.
Bei Konzentrationen zwischen 12,5 - 6,25 pM wiesen die Konjugate eine dhnliche Inhibi-
tion der Replikation wie fiir die West-Nil-Virus Protease auf.

Abschliefiend lasst sich somit sagen, dass die multivalente Prasentation der Peptidomime-
tika potente Inhibitoren fiir die Flaviviren West-Nil-, Dengue- und Zika-Virus liefern
kann. Die Unterschiede zwischen heteromultivalenten und homomultivalenten Konjuga-
ten sollten hierfiir in weiterfilhrenden Arbeiten noch genauer untersucht werden. So ist
es auch denkbar, dass die verminderte Aktivitat in vivo durch eine geringere Zellgangig-
keit der Systeme ohne TAT hervorgerufen wird. Somit wire weiterfithrend eine Untersu-

chung der zelluliren Aufnahme der Konjugate sinnvoll. Weiterhin sollte das System
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angepasst werden, um die Zytotoxizitat der Konjugate zu reduzieren und somit grof3ere

Konzentrationsbereiche fiir die zellularen Untersuchungen zuganglich zu machen.

' 4

Charakterisierung mittels NMR- und
Absorptionsspektroskopie

|
- J|Ll| J IIM‘LVA'UM'”J

Chem. Verschichung
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Funktionalitit gegeniiber WNV, DENV und ZIKV

mittels Plaque- und Replikations-Assay

Abbildung 91: Konjugatsynthese, Charakterisierung und Untersuchungen der Funktionalitdit der
Konjugate fiir die flavivirale Wirkstoffentwicklung. Die ICso-Werte und in vivo Untersuchungen wur-
den von Kooperationspartnern durchgefiihrt.
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6.1. Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien, Harze, Aminosduren und (deuterierten) Losungsmittel
wurden von den Firmen ABCR, Acros organics, Carl Roth, Deutero, Fluka, Fisher Scienti-
fic, GL Biochem, Merck, Novabiochem, Rapp Polymere, Sigma Aldrich, VWR und 007che-
micals im hochstmoéglichen Reinheitsgrad erworben und ohne weitere Aufreinigung in
den hier beschriebenen Synthesen eingesetzt. Losungsmittel, die fiir die Synthese unter
inerten Bedingungen benétigt wurden, wurden einem Losungsmitteltrocknungssystem
MB-SPS-800 der Firma MBraun entnommen. Das fir die GPC-, LC/MS-, HPLC- und
MPLC-Messungen verwendete Wasser wurde einer Millipore Milli-Q Anlage (Serie La-
boStar) der Firma Siemens entnommen. Fiir die Dialyse wurde deionisiertes Wasser ver-

wendet.

6.2. Analytische Methoden und Gerate

Diinnschichtchromatographie (DC)

Die Uberpriifung der Reaktionsverldufe wurde mittels Diinnschichtchromatographie
durchgefiihrt. Hierfiir wurden die Proben auf mit Kieselgel bezogene Aluminiumplatten
(DC Kieselgel 60 Fas4 Platten der Firma Merck KGaA) aufgetragen. Die Chromatogramme
wurden in Glaskammern mit Losungsmittelgemischen (Hexan/Ethylacetat und DCM/Me-
thanol) entwickelt. Die anschlieBende UV-Detektion erfolgte bei 254 nm oder 360 nm.
Nicht UV-aktive Verbindungen wurden mit Ninhydrin oder Vanillin/Schwefelsaure ange-

farbt.

Elementaranalyse

Die Bestimmung der Kohlenstoff-, Wasserstoft-, Stickstoff- und Schwefelanteile einer
Probe wurden von Frau Eleonore Christmann-Osterreich mittels Elementaranalysator

VARIO EL der Firma Elementar durchgefiihrt.
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6.2. ANALYTISCHE METHODEN UND GERATE

Gelpermeationschromatographie (GPC)

Die Messungen fiir die Gelpermeationschromatographie wurden auf einem individuellen
GPC-System (PSS Polymer Standards Service GmbH) durchgefiihrt. Es wurde eine Katio-
nensiule (Novema Max, 1000 A, 10 um, 8x300 mm) mit entsprechender Vorsiule (Novema
Max, 10 um, 8x50 mm) verwendet. Als mobile Phase wurde deionisiertes Wasser (Millip-
ore) mit einem Zusatz von 0,3 M Ameisensaure bei einer Flussrate von 1,0 mL/min ge-
wihlt. Die Detektion erfolgte mittels differenziellem Brechungsindexdetektor (RI-Detek-
tor). Die Sdulen und der RI-Detektor wurden hierbei auf 30°C geheizt.

Fiir die einzelnen Messungen wurde ein Injektionsvolumen von 100 pL der gelosten Pro-
bensubstanz (1,5 mg/mL) gewahlt. Als Losungsmittel wurde hierbei ein Teil des Elutions-
mittels verwendet, welchem zuséatzlich Ethylenglycol als interne Standard zugesetzt
wurde. Die erhaltenen Messdaten wurden mithilfe der WinGPC UniChrom Software der
Firma PSS ausgewertet. Die angegebenen Molmassen und Molmassenverteilungen wur-
den in Bezug auf einen Poly(2-vinylpyridin) Standard angegeben (PSS Polymer Standard
Services GmbH).

Die erhaltene Kalibrationsgerade fiir den Dextranstandard ist in Abbildung A. 1 zu se-

hen.

Dextran Kalibrationsreihe
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Abbildung A. 1: Vermessene Dextran-Kalibrationsreihe. Der Logarithmus der Molmasse ist gegen
das Elutionsvolumen aufgetragen. Verwendung eines Polynoms 3. Grades fiir die Trendlinie.
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Die erhaltene Kalibrationsgerade fiir den P2VP-Sandard ist in Abbildung A. 2 zu sehen

P2VP Kalibrationsreihe
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Abbildung A. 2: Vermessene P2VP-Kalibrationsreihe. Der Logarithmus der Molmasse ist gegen das
Elutionsvolumen aufgetragen. Verwendung eines Polynoms 3. Grades fiir die Trendlinie.

Hochaufgeloste Massenspektrometrie (HRMS)

Die Aufnahme der hochaufgelosten Massenspektren erfolgte durch Frau Eleonore Christ-
mann-QOesterreich und Herrn Dr. rer. nat. Jan Joseph anhand eines 6550 iFunnel ESI-Q-
ToF LC/MS Spektrometers der Firma Agilent Technologies, welches mit einer HPLC-An-
lage der 1290 Infinity 2 Serie gekoppelt war. Fir die Messungen wurden folgende
Trennsdulen verwendet:
e Agilent Technologies, Zorbax Eclipse Plus C1s RRHD (1,8 um, 2,1 x 50 mm, 95 A)
e Phenomenex, Jupiter Cis (5,0 um, 3,0 x 250 mm, 300 A)

Als Elutionsmittel wurden Wasser (Millipore, 0,1 Vol.-% Ameisensaure) und Acetonitril
(0,1 Vol.-% Ameisensdure) in individuellen Gradienten verwendet. Die Flussrate betrug
hierbei 0,5 — 1 mL/min. Die Detektion erfolgte bei den Wellenldngen 210, 254 und 325 nm.
Die erhaltenen Spektren wurden mittels MassHunter Software der Firma Agilent Techno-

logies ausgewertet.
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Hochdruckfliissigkeitschromatographie/Massenspektro-
metrie (LC/MS)

Zur Reaktionskontrolle und zur Uberpriifung der Reinheit von Verbindungen wurden
HPLC-ESI-MS Messungen (auch LC/MS-Messungen) durchgefiihrt. Diese wurden anhand
eines LC/MS Gerits der 1100 Serie (G1956B) der Firma Agilent Technologies durchge-
fihrt. Das Gerat war mit einem Diodenarray-Detektor (DAD), einem Autosampler und
einem Single-Quadrupol Massenspektrometer mit ESI-Quelle ausgestattet.
Fiir die Messungen wurden folgende Trennsédulen verwendet:

e Agilent Technologies, Pursuit XRs-Cs (3,0 um, 4,6 x 100 mm, 100 A)

e Phenomenex, LUNA Cis(2) (3,0 um, 4,6 x 100 mm, 100 A)

Als Elutionsmittel wurden Wasser (Millipore, 0,1 Vol.-% Ameisensdure) und Acetonitril
(0,1 Vol.-% Ameisensiure) eingesetzt. Fiir die LUNA Séule wurde hier ein Gradient von 5
% Acetonitril zu Beginn der Messung, bis zu 99 % Acetonitril nach 5,5 min verwendet. Fiir
die Pursuit Sdule wurde zu Beginn der Messung 10 % Acetonitril verwendet. Der Gradient
lief hier ebenfalls nach 5,5 min auf 99 % Acetonitril. Die Flussrate betrug hierbei jeweils
1 mL/min. Die Detektion erfolgte bei den Wellenldngen 210, 254 und 325 nm. Die erhalte-
nen Spektren wurden mittels Chemstation Software der Firma Agilent Technologies aus-

gewertet.

Mikrotiterplatten-Lesegerat

Fiir die Beladungsbestimmung mittels Absorption, die Zytotoxizitatsbestimmungen sowie
die ICso-Bestimmungen der WNV Protease wurden Mikrotiterplatten-Lesegerite der
Firma Tecan verwendet.

Die Bestimmungen der Lumineszenz beim CellTiter® Glo 2.0 Assay und die Affinitéatsbe-
stimmungen der WNV Protease wurden hierbei mit einem Safire 2 Gerat vermessen, wah-
rend fiir alle weiteren Absorption- und Fluoreszenzmessungen auf das Infinite M1000 Pro
Gerat zuriickgegriffen wurde. Die erhaltenen Daten wurden mittels Magellan Software

der Firma Tecan und Microsoft Excel ausgewertet.

| 147



6. EXPERIMENTALTEIL

Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die Aufnahme der Kernresonanzspektren erfolgte durch die Mitarbeiter des Gerétezent-
rums BioSupraMol der Freien Universitat Berlin. Die 'H-, 13C- und ”F-Spektren wurden
an den Spektrometern DPX 400, AVANCE II 500, AVANCE 600 und AVANCE III 700 der
Firma Bruker sowie ECX und ECP 500 der Firma JEOL aufgenommen. Die chemische Ver-
schiebung & ist in ppm angegeben und bezieht sich auf das jeweilige Losungsmittelsignal.
Als Losungsmittel wurden CDCl3, D20, Methanol-d4, DMSO-ds, Acetonitril-ds, Aceton-ds,
DMF-d7; und THF-ds verwendet. Die Prozessierung und Auswertung der NMR-Spektren
erfolgte mithilfe der Software MestReNova 10 der Firma Mestrelab Research. Hierbei wur-
den die ausgewerteten Signale der NMR-Spektren folgendermafien gekennzeichnet:

s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett, m = Multiplett und br = breites Signal

6.3. Praparative Methoden und Gerite

Saulenchromatographie mittels MPLC

Zur Aufreinigung der Produkte nach Abschluss der Reaktionen wurde auf die Mittel-
druckflissigkeitschromatographie (MPLC) zuriickgegriffen. Hierfiir wurde das MPLC-
System Isolera One der Firma Biotage verwendet. Als Saulenmaterial wurden vorgepackte
Séaulen der Sorte SNAP-HP und SNAP-Ultra verwendet. Als Elutionsmittel wurden hierbei
Laufmittelgemische bestehend aus Hexan/Ethylacetat und DCM/Methanol verwendet, de-
ren Verhéltnis vorher mittels DC oder LC/MS bestimmt wurde. Die Detektion erfolgte bei
210 und 254 nm.

Praparative HPLC

Die Aufreinigung polarer Verbindungen (zumeist Peptide) erfolgte mittels préparativer
HPLC. Das hierfiir verwendete Gerat (Infinity Serie 1260) stammt von der Firma Agilent

Technologies. Fiir die Aufreinigung wurden folgende Trennsdulen verwendet:
e Macherey-Nagel, Nucleodur Cis HTec (5,0 um, 32 x 150 mm, 110 A)
e Agilent, Prep Cis (10 um, 30 x 150 mm, 100 A)
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Als Elutionsmittel wurden Wasser (Millipore, 0,1 Vol.-% Trifluoressigsaure) und Aceto-
nitril (0,1 Vol.-% Trifluoressigsédure) in individuellen Gradienten verwendet. Die Detektion

erfolgte mittels Multiwellenlangen-Detektor bei 210, 254 und 550 nm.

6.4. Biophysikalische Methoden

Isothermale Titrationskalorimetrie (ITC)

Das Protein (Tandem-WW-Domianen des FBP21, siehe auch Kapitel 1.1) wurde von
Miriam Bertazzon (Arbeitsgruppe Freund, Institut fiir Chemie und Biochemie, Freie Uni-
versitat Berlin) exprimiert und aufgereinigt. Anschliefend wurde das Protein in PBS
(pH 7,4) dialysiert und auf Eis gelagert. Derselbe PBS-Puffer wurde im Weiteren fiir alle
ITC-Messungen verwendet, um einen Puffer mismatch zu vermeiden. Die zu untersuchen-
den Substanzen wurden in DMSO (= 99,5 %) gelost und mit Puffer so verdiinnt, dass ein
DMSO-Anteil von 10 % in den Stammlésungen gegeben war. Weiterhin wurde mittel pH-
Elektrode (pH-Meter 766 Calimatic, Knick) der pH-Wert der Losungen auf 7,40 (+0,05)
eingestellt. Zur Anpassung des pH-Wertes wurden hierbei 1 M HCl und 1 M NaOH ver-
wendet, die ebenfalls mit demselben PBS-Puffer hergestellt wurden. Die Konzentrationen
der Stammlésungen wurden auf 1 mM berechnet und nach Belieben fiir die entsprechen-
den Messungen durch Verdiinnen mit PBS-Puffer (10 % DMSO) auf die gewiinschten Kon-
zentrationen angepasst.

Die Proteinlosungen wurden mit demselben DMSO auf ebenfalls 10 % DMSO-Anteil ein-
gestellt und anschlieffend mit einem PBS-Puffer (10 % DMSO) verdiinnt. Die Konzentrati-
onen wurden jeweils vor Beginn der Messungen mittels NanoDrop One (Thermo Scienti-
fic) bestimmt. Der hierfir verwendete Extinktionskoeffizient belauft sich auf
32430 M lcm!. Die molare Masse des Proteins betrdgt M= 10173,23 g/mol. Anschlielend
wurde auch hier der pH-Wert auf 7,40 (+0,05) eingestellt.

Die ITC-Messungen wurden anschliefend mit den hergestellten Protein- und Liganden-
l6sungen mit Hilfe eines isothermalen Titrationskalorimeters (MicroCal PEAQ-ITC) der
Firma Malvern aufgenommen. Zwischen den einzelnen Messungen wurden jeweils auto-
matische Waschlaufe fiir die Messzelle und Injektionsnadel durchgefiithrt, um das Gerit

zu reinigen. Ein anschlieBendes Spiilen der Messzelle mit Wasser und PBS-Puffer sollte
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einen Puffer mismatch bei der Messung durch eventuell zuriickbleibende Kleinstmengen
an Waschflissigkeit verhindern.
Die erhaltenen ITC-Spektren wurden mit der MicroCal PEAQ-ITC Analysis Software der

Firma Malvern ausgewertet.

Konfokale Laser-Scanning-Mikroskopie

Fiir die Mikroskopieaufnahmen wurden HeLa-Zellen von Miriam Bertazzon kultiviert und
in Lysin-beschichtete ibidi slides ausgesit. Als Medium wurde hierbei die Live cell ima-
ging solution (1x) with HEPES der Firma Invitrogen verwendet. Nach ausreichender In-
kubationszeit, damit die Zellen anwachsen und proliferieren konnten, wurden sie mit den
entsprechenden Konjugaten (10 uM, 7,5 uM, 5 pM, 1 uM) versetzt und fiir 1 h inkubiert.
Anschlieffend wurde das Medium entfernt und mehrfach mit frischem Medium gewa-
schen. Die Zellen wurden mittels konfokaler Laser-Scanning-Mikroskopie mit dem CLSM
Leica SP8 Mikroskop des Gerétezentrums BioSuproMol der Freien Universitat Berlin ver-
messen. Hierfiir wurde ein Diodenlaser bei einer Wellenldnge von 561 nm verwendet. Die
Laserintensitat wurde fiir jede vermessene Probe individuell angepasst. Die Auswertung
der aufgenommenen Zellbilder erfolgte mit der Bildbearbeitungssoftware Imagej. Hierbei

wurde die Bildintensitat bei allen Aufnahmen auf eine Helligkeit von 0 - 165 normiert.

6.5. Zellbiologische Methoden

Allgemeine Vorgehensweise bei der Zellkultivierung

Zur Lagerung wurden die Zellen in Medium (20 % FCS, 1 % Natriumpyruvat, 0,5 % Gluta-
min) versetzt mit 10% DMSO aufgenommen und in fliisssigem Stickstoff kryokonserviert.
Zur Kultivierung wurden die tiefgefrorenen Zellen aufgetaut, mit 10 mL Medium versetzt
und fiir 5 min bei 1500 RPM zentrifugiert, um das DMSO zu entfernen. Die tiberstehende
Losung wurde entfernt, das Zellpellet in 6 mL Medium aufgenommen und in eine Zellkul-
turflasche (25 cm?) iiberfiihrt. Die Zellen wurden tiber Nacht im Inkubator (37°C, 5 % COz)
aufbewahrt. Bei ausreichender Konfluenz (>80 %) wurden die Zellen schlieBlich passa-
giert. Hierfiir wurden sie zuerst mit PBS gewaschen, mit Trypsin/EDTA-Losung fir 3-4

min trypsiniert und anschliefend mit 10 mL Medium aufgenommen. Die Zellen wurden
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in der entsprechenden Konzentration (zumeist 1-1,5 mL Zelllosung auf 10 mL Medium) in
einer neuen Zellkulturflasche (75 cm?) ausgesit und im Inkubator weiter kultiviert. Vor
der Verwendung fiir zellbiologische Experimente wurden die Zellen mindestens drei Mal
passagiert, um ihre allgemeine Vitalitat und ihr Wachstum zu tiberpriifen.

Als Medien wurde DMEM mit Phenolrot der Firma PAN Biotech (4,5 g/L Glukose, + Glu-
tamin, 3,7 g/L NaHCO3, Art. Nr. P04-04500) oder DMEM ohne Phenolrot der Firma gibco
(4,5 g/L D-Glukose, 3,7 g/L NaHCO3, Art. Nr. 31053-028) verwendet. Beiden Medien wur-
den vor dem Gebrauch 10 % FCS und 1 % Natriumpyruvat zugefiigt. Bei Verwendung des

Mediums der Firma gibco wurden zusétzlich 0,5 % Glutamin zugesetzt.

Verwendete Zelllinien

HeLa-Zellen

Die menschlichen Zervixkarzinom-Epithelzellen wurden wie beschrieben in DMEM kul-
tiviert. Fiir die Wahl des Mediums war hierbei die zellbiologische Verwendung ausschlag-
gebend, sodass das Phenolrot-freie Medium fiir die Zytotoxizitdtsassays gewahlt wurde.
Das Fluorobright-Medium wurde fiir die mikroskopischen Untersuchungen verwendet.

Fiir alle anderen Verwendungen wurde das Phenolrot-haltige Medium gewahlt.

HEK293-Zellen

Die menschlichen, embryonalen Nierenzellen wurden wie beschrieben in DMEM (10 %

FCS, 1 % Na-Pyruvat) kultiviert.

Zytotoxizitatsassay: Resazurin

Die HEK293-Zellen wurden wie beschrieben vorbereitend in DMEM (PAN Biotech) kulti-
viert. Bei zufriedenstellender Vitalitit wurden die Zellen schliefflich mit 3 mL
Trypsin/EDTA-Losung trypsiniert und in 10 mL DMEM aufgenommen. Die Zellen wur-
den mit Hilfe einer Neubauer Zahlkammer gezdhlt und in einer Konzentration von 1,2 -
10* Zellen pro Well auf einer transparenten 96-Microwellplatte (Sarstedt) ausgesit. Das
Volumen der Zelllssung betrug 100 pL pro Well. Die Zellen wurden fiir 24 Stunden im
Brutschrank bei 37°C und 5 % CO3 inkubiert.
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Waihrenddessen wurden die zu untersuchenden Substanzen in DMSO gelost und mit
DMEM verdinnt (Stammlésungen enthalten 10 % DMSO).

Nach der benétigten Inkubationszeit wurde das Medium entfernt und die Zellen mit den
zu untersuchenden Substanzen (je 100 pL) versetzt. Hierbei wurden jeweils Triplikate der
Konzentrationen 50 uM, 25 pM, 10 pM, und 5 pM verwendet. Zuséitzlich wurde ein Well
mit den entsprechenden Substanzen versetzt, welches spater als Negativkontrolle fiir die
Fluorophor-haltigen Substanzen zéhlen sollte. Nach Zugabe der Substanzen wurden die
Zellen fiir eine Stunde bei 37°C und 5 % CO: inkubiert.

Schliefllich wurden die Zellen (ausgenommen der Negativkontrollen) mit jeweils 10 pL
Resazurin-Losung versetzt und weiter bei 37°C inkubiert. Die Absorption wurde im wei-
teren Verlauf jede Stunde fir die ersten sechs Stunden und anschlieffend nach 24 h, 48 h
und 72 h bei 570 nm und 600 nm mittels Mikrotiterplattenreader (Tecan Infinite M1000
Pro) vermessen. Die erhaltenen Daten wurden mittels Magellan Software der Firma Tecan

und Microsoft Excel ausgewertet.

Zytotoxizitatsassay: CellTiter® Glo 2.0

Die HeLa-Zellen wurden wie beschrieben vorbereitend in DMEM (gibco) kultiviert. Bei
zufriedenstellender Vitalitat wurden die Zellen schliefSlich mit 3 mL Trypsin/EDTA-LG6-
sung trypsiniert und in 10 mL DMEM aufgenommen. Die Zellen wurden mit Hilfe einer
Neubauer Zahlkammer gezéhlt und in einer Konzentration von 2 - 10* Zellen pro Well auf
einer weiflen 96F Nunclon Delta Surface Microwellplatte ausgesét. Das Volumen der Zell-
16sung betrug 100 pL pro Well. Die Zellen wurden fiir 24 Stunden im Brutschrank bei 37°C
und 5 % COz inkubiert.

Wiéhrenddessen wurden die zu untersuchenden Substanzen in DMSO gelost und mit
DMEM verdinnt (500 pM Stammldsung, 10 % DMSO).

Nach der benoétigten Inkubationszeit wurden die Zellen mit den zu untersuchenden Sub-
stanzen versetzt. Hierbei wurden jeweils Triplikate der Konzentrationen 25 pM, 5 pM,
1 uM und 0,5 puM verwendet. Die Zellen wurden anschlie3end fiir 25 min bei 37°C im Brut-
schrank inkubiert und danach weitere 20 min unter der laminar flow bench bei Raumtem-
peratur inkubiert. Dieses ist notwendig, da das CellTiter® Glo 2.0 Assay Kit bei Tempera-
turen oberhalb 30°C nicht stabil ist und somit die Lumineszenzintensitat abnehmen wiirde.

Die ATP-Kalibrationsreihe (100 pL pro Well) wurde jeweils in Duplikaten in leere Wells
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gegeben. Die Konzentrationen betrugen 100 pM, 10 uM, 1 pM, 100 nM, 10 nM und 1 nM.
Anschlielend wurde die Assaylosung (100 pL pro Well) in alle Proben- und Kalibrations-
wells pipettiert. Als Kontrolle zur Zellzdhlung dienten Wells, die nur 100 pL Zelllsung
enthielten. Weiterhin wurden mehrere Wells als Positivkontrolle verwendet, die nur die
Zelllosung und das Assaykit enthielten.

Nach Zugabe der Assaylosung wurde die Platte auf dem Horizontalschiittler fiir 2 min bei
800 RPM geschiittelt und die Platte anschlieffend weitere 10 min bei Raumtemperatur in-
kubiert, um das Lumineszenzsignal zu stabilisieren. Die Lumineszenz wurde schlie8lich
mittels Mikrotiterplattenreader (Tecan Safire 2) gemessen. Nach weiteren 30 min Inkuba-
tionszeit bei Raumtemperatur wurde das Lumineszenzsignal erneut vermessen. Die erhal-
tenen Daten wurden mittels Magellan Software der Firma Tecan und Microsoft Excel aus-

gewertet.

6.6. Synthetisierte Verbindungen

4-(Triphenylmethanthio)butansiure (10)

9
‘OIS
A 3_~_1_OH
SS/MY

O

Natriumhydrid (3,184 g, 79,7 mmol) wurde in 25 mL abs. THF vorgelegt. Triphenylme-
thanthiol (10,03 g, 36,3 mmol) wurde portionsweise hinzugegeben und anschlieffend
30 min bei Raumtemperatur geriihrt. 4-Brombuttersaure (6,115 g, 36,3 mmol) wurde in
35 ml abs. THF gelost und ebenfalls portionsweise hinzugegeben. Die Reaktionslosung
wurde anschlieBend bei Raumtemperatur fiir 18 h gerithrt. Zur Beendigung der Reaktion
wurden 10 mL H20 hinzugegeben und fiir 15 min gerithrt, um den Natriumhydrid-Uber-
schuss zu quenchen. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und das Rohprodukt
mittels MPLC (5-65 % Gradient Hex : EtOAc) aufgereinigt. Das Produkt wurde als farbloser
Feststoff (10,79 g, 82 %) erhalten.
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TH-NMR (500 MHz, CDCls): & = 1,69 (p, 7= 7,1 Hz, 2 H, H-3), 2,25 (t, J= 7,1 Hz, 2 H, H-2),
2,33 (t, 7= 7,1 Hz, 2 H, H-4), 7,22 (t, J= 7,4 Hz, 3 H, H-9), 7,29 (t, = 7,4 Hz, 6 H, H-8), 7,43
(d, ="7,4Hz, 6 H, H-7) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls): & = 23,7 (C-3), 31,2 (C-4), 33.0 (C-2), 66,8 (C-5), 126,8 (C-9),
128,0 (C-7), 129,7 (C-8), 144,9 (C-6), 179,3 (C-1) ppm.

HRMS (QTOF) m/z: berechnet fiir C23H2202S: 385,1233 [M+Na]*
gefunden: 385,1246 [M+Na]*
Elementaranalyse: berechnet: C: 76,2 H: 6,12 S: 8,84
gefunden: C: 76,8 H: 6,15 S: 8,96

3-(Triphenylmethanthio)propionsaure (18)

8
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048/3\2)1J\OH

Triphenylmethylchlorid (1,000 g, 3,59 mmol) wurde in 5 mL DCM geldst. 3-Mercaptopro-
pionsdure (285 pL, 3,28 mmol) wurde in 5 mL DCM gelost und langsam hinzugetropft. Die
Reaktionslosung wurde weitere 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlielend wurde der
entstandene Feststoff abfiltriert und mit DCM gewaschen. Der Feststoff wurde mit
CHCl3/MeOH gelost und ebenfalls filtriert. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt.
Das Produkt wurde ohne weitere Aufarbeitung als farbloser Feststoff (1,057 mg, 93 %) er-

halten.[210]

TH-NMR (500 MHz, DMF-d7): & = 2,30 (t, 7= 7,2 Hz, 2 H, H-2), 2,44 (t, = 7,2 Hz, 2 H, H-3),
7,28 (t, 7= 7,2 Hz, 3 H, H-8), 7,38 (t, 7 = 8,0 Hz, 6 H, H-7), 7,44 (d, J = 8,0 Hz, 6 H, H-6) ppm.
13C-NMR (125 MHz, DMF-dy): 8 = 27,3 (C-3), 33,3 (C-2), 66,8 (C-4), 127,1 (C-8), 128,3 (C-6),
129,7 (C-7), 145,2 (C-5), 173,0 (C-1) ppm.

HRMS (QTOF) m/z: berechnet fiir C22H2002S: 371,1076 [M+Na]*
gefunden: 371,1080 [M+Na]*
Elementaranalyse: berechnet: C: 75,8 H: 5,79 S: 9,20
gefunden: C: 76,2 H: 5,80 S: 9,21
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6.6. SYNTHETISIERTE VERBINDUNGEN

N-(tert-Butoxycarbonyl)ethan-1,2-diamin (5)

1 H 5
HNT Y N \ﬁ/o\{(
O
Ethylendiamin (6,12 mL, 91,6 mmol) wurden in 90 mL Chloroform vorgelegt und auf 0°C
abgekiihlt. Boc2O (2,000 g, 9,16 mmol) wurde in 45 mL Chloroform gelést und langsam
hinzugetropft. Die Losung wurde fiir 16 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Reaktions-
ende wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand in 150 mL 0,2 M
Na>COs-Losung geldst. Die Losung wurde mit DCM extrahiert und anschlieend die or-
ganische Phase mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde mit

Na2SO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand im

Hochvakuum getrocknet. Das Produkt wurde als farbloses Ol (1,449 g, 99 %) erhalten.

1H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1,44 (s, 9 H, H-5), 2,80 (t, = 5,9 Hz, 2 H, H-2), 3,18 (q, 7 =
5,9 Hz, 2 H, H-1), 4,89 (s br, 1 H, NH) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCLs): & = 28,5 (C-5), 41,0 (C-2), 43,4 (C-1), 79,6 (C-4), 156,4
(C-3) ppm.

HRMS (QTOF) m/z: berechnet fiir C7H16N202: 161,1285 [M+H]*
gefunden: 161,1285 [M+H]*

N-(tert-Butoxycarbonyl)ethanolamin (7)

/1\/“ 3.0 °
HO™ 7 Y \{4/
0]

Ethanolamin (196 pL, 3,27 mmol) wurden zusammen mit Al:O3 (500,6 mg, 4,91 mmol) in
einem Kolben vorgelegt. Anschliefend wurde Boc20 (766,0 mg, 3,51 mmol) zugegeben und
die Reaktionsmischung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur stehen gelassen. Hierbei
sorgt die Reaktionswérme fiir ein Schmelzen des Boc20. Nach Beendigung der Reaktion
wurde das Gemisch in EtOAc aufgenommen und filtriert. Das abfiltrierte AloO; wurde
ausgiebig mit EtOAc gewaschen. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der

olige Riickstand mit EtOAc aufgenommen. Die organische Phase wurde mit 10 %iger Zit-

ronensiure gewaschen und anschlieBend mit NaxSO4 getrocknet. Das Losungsmittel
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wurde erneut im Vakuum entfernt und das Produkt wurde als farbloser Feststoff

(521,2 mg, 99 %) erhalten.[1¢°]

TH-NMR (500 MHz, CDCls): § = 1,42 (s, 9 H, H-5), 2,98 (s br, 1 H, OH), 3.25 (g, J = 5,0 Hz,
2 H, H-2), 3,66 (t, 7= 5,0 Hz, 2 H, H-1), 5,01 (s br, 1 H, NH) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCL): § = 28,5 (C-5), 43,2 (C-2), 62,5 (C-1), 79,7 (C-4), 157,0
(C-3) ppm.

HRMS (QTOF) m/z: berechnet fiir C;H15sNO3: 184,0944 [M+Na]*
gefunden: 184,0946 [M+Na]*

N-Boc-(2-Aminoethyl)maleinimid (6) (Methode 1)

(@) %10
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N-(tert-Butoxycarbonyl)ethan-1,2-diamin 5 (4,557 g, 28,4 mmol) und NEt3 (4,0 mL,
28,9 mmol) wurden in 350 mL EtOH gel6st. Maleinsdureanhydrid (6,853 g, 69,9 mmol)
wurde ebenfalls in 250 mL EtOH gel6st und bei 0°C in einem Zeitraum von 1,5 h zur an-
deren Losung hinzugetropft. Die Reaktionslosung wurde fiir 7 h bei Raumtemperatur ge-
rithrt. Anschlieend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand in
70 mL Acetanhydrid gel6st. Natriumacetat (1,944 g, 23,7 mmol) wurde hinzugegeben und
die Losung fiir 1 h unter Riickfluss erhitzt. Das tiberschiissige Acetanhydrid wurde durch
Zugabe von H20 gequencht und die Losung mit gesattigter NaHCO3-Losung neutralisiert.
Das Rohprodukt wurde mittels EtOAc extrahiert und anschlieffend mittels MPLC (0-60 %
Gradient Hex : EtOAc) aufgereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff (4,877 g,
71 %) erhalten.

TH-NMR (400 MHz, CDCls): § = 1,39 (s, H-10), 3,32 (g, J = 5,5 Hz, 2 H, H-7), 3,65 (t, J =
5,5 Hz, 2 H, H-6), 4,75 (s br, NH), 6,70 (s, 2 H, H-4/ H-5) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCls): § = 28,4 (C-10), 38,1 (C-6), 39,5 (C-7), 79,7 (C-9), 134,1 (C-4/
C-5), 156,1 (C-8), 171,0 (C-1/ C-3) ppm.
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HRMS (QTOF) m/z: berechnet fiir C11H16N204: 241,1183 [M+H]*
gefunden: 241,1189 [M+H]*

N-Boc-(2-Aminoethyl)maleinimid (6) (Methode 2)

0] %10
0 »c°
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Maleinimid (136,5 mg, 1,41 mmol) und Triphenylphosphin (369,9 mg, 1,41 mmol) wurden
in 5 mL abs. THF gelost und bei 0°C gerithrt. N-(tert-Butoxycarbonyl)ethanolamin 7
(206,7 mg, 1,28 mmol) wurden ebenfalls in 5 mL abs. THF gelost und zur Maleinimidlosung
hinzugegeben. Die Reaktionslosung wurde 10 min bei 0°C geriihrt. Schliellich wurde
DIAD (277 pL, 1,41 mmol) hinzugegeben und die Reaktion fiir 1 h geriithrt. Nach Beendi-
gung der Reaktion wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand wurde
in Diethylether gelost und das ausfallende Triphenylphosphinoxid abfiltriert. Das Lo-
sungsmittel wurde erneut im Vakuum entfernt und das Rohprodukt mittels MPLC (0-60 %
Gradient Hex : EtOAc) aufgereinigt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff (184,1 mg,
60 %) erhalten.

TH-NMR (400 MHz, CDCls): & = 1,39 (s, H-10), 3,32 (q, J = 5,5 Hz, 2 H, H-7), 3,65 (t, J =
5,5 Hz, 2 H, H-6), 4,75 (s br, NH), 6,70 (s, 2 H, H-4/ H-5) ppm.

13C-NMR (100 MHz, CDCls): & = 28,4 (C-10), 38,1 (C-6), 39,5 (C-7), 79,7 (C-9), 134,1 (C-4/
C-5), 156,1 (C-8), 171,0 (C-1/ C-3) ppm.

HRMS (QTOF) m/z: berechnet fiir C11H16N204: 241,1183 [M+H]*
gefunden: 241,1189 [M+H]*
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N-(2-Aminoethyl)maleinimid (3)
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N-Boc-(2-Aminoethyl)maleinimid 6 (757,4 mg, 3,15 mmol) wurde in 10 mL DCM gelGst.
TFA (3,80 mL, 49,3 mmol) wurde hinzugegeben und die Losung fiir 90 min bei 0°C geriihrt.
Anschlieflend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde in
3 mL MeOH aufgenommen und durch langsames Zutropfen in 50 mL Diethylether gefallt.
Der Feststoff wurde abfiltriert, in H2O gelost und erneut filtriert. Das Losungsmittel wurde
durch Lyophilisation entfernt. Das Produkt wurde als farbloser Feststoff (666,1 mg, 83 %)

erhalten.

TH-NMR (400 MHz, D20): & = 3,24 (t, J = 5,8 Hz, 2 H, H-7), 3,84 (t, J = 5,8 Hz, 2 H, H-6),
6,91 (s, 2 H, H-4/ H-5) ppm.
13C-NMR (100 MHz, D,0): & = 35,1 (C-7), 38,5 (C-6), 134,8 (C-4/ C-5), 172,7 (C-1/ C-3)

ppm.

HRMS (QTOF) m/z: berechnet fiir CcHsN202: 141,0659 [M~]
gefunden: 141,0660 [M*]

Elementaranalyse: berechnet: C: 37,8 H: 3,57 N: 11,02

gefunden: C: 37,8 H: 3,63 N: 11,03

N-(tert-Butoxycarbonyl)piperazin (14)

6 2
O)"J\N/\“
K/NH
5
Piperazin (1,002 g, 11,6 mmol) wurde in 20 mL abs. DCM gel6st und bei 0°C geriihrt. Boc2O
(1,267 g, 5,81 mmol) wurde ebenfalls in 20 mL abs. DCM gel6st und langsam zur Pipera-
zinlésung hinzugetropft. Die Losung wurde bei Raumtemperatur fiir 18 h geriihrt. Die

Reaktionslosung wurde anschlielend filtriert und der Feststoff mit kaltem DCM gewa-
schen. Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt und das Rohprodukt mit H20 geldst. Der
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verbleibende Niederschlag wurde erneut abfiltriert. Die wassrige Phase wurde mit K2COs
ausgesalzen und das Produkt mit Diethylether extrahiert. Das saubere Produkt wurde als

farbloser Feststoff (596,9 mg, 55 %) erhalten.[178]
TH-NMR (500 MHz, CDCls): & = 1,38 (s, 9 H, H-7), 1,60 (s, 1 H, NH), 2,72 (t, = 5,1 Hz, 4 H,
H-4), 3,30 (t, 7= 5,1 Hz, 4 H, H-3) ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls): & = 28,4 (C-7), 45,9 (C-3/C-4), 79,5 (C-6), 154,8 (C-1) ppm.

HRMS (QTOF) m/z: berechnet fiir CoH1sN203: 187,1441[M+H]*, 209,1260 [M+Na]*
gefunden: 187,1445[M+H]*, 209,1263 [M+Na]*

Rhodamin B-Piperazinamid (13) (Methode 1)

Rhodamin B (2,598 g, 5,43 mmol) wurde in 70 mL MeCN gelost und bei 0°C mit DIPEA
(1200 pL, 7,06 mmol) versetzt. TBTU (2,227 g, 6,95 mmol) wurde in 15 mL MeCN gelost,
zur Rhodamin B Losung gegeben und 20 min bei 0°C geriihrt. Anschlieflend wurde N-(tert-
Butoxycarbonyl)piperazin 14 (1,202 g, 6,45 mmol) in 15 mL MeCN gelost und ebenfalls zur
Rhodamin B-Lésung gegeben. Die Losung wurde 15 h bei Raumtemperatur gerithrt. Mit-
tels LC/MS konnte die vollstaindige Umsetzung zum Boc-geschiitzten Piperazinamid nach-
gewiesen werden. Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt und der Riickstand in
30 mL DCM gelost. Bei 0°C wurden der Losung 8 mL TFA zugesetzt, um das Produkt zu
entschiitzen. Die Losung wurde fiir 5 h gerithrt und das Losungsmittel anschlieffend im
Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels MPLC (4-20 % MeOH in DCM) aufgerei-
nigt. Das violette Produkt wurde als TFA-Salz (3670,8 mg, 92 %) erhalten.[178]

TH-NMR (500 MHz, CDCl3): & = 1,26 (t, = 7,1 Hz, 12 H, H-2"), 3,02 — 3,10 (m br, 4 H,
H-3"), 3,51 (q, 7= 7,1 Hz, 8 H, H-1"), 3,71 - 3,76 (m br, 4 H, H-2"), 6,69 (d, 7= 2,4 Hz, 2 H,
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H-4/ H-5), 6,87 (dd, J= 9,6 und 2,4 Hz, 2 H, H-2/ H-7), 7,10 (d, J = 9,6 Hz, 2 H, H-1/ H-8),
7,30 (dd, 7= 5,9 und 3,2 Hz, 1 H, H-4), 7,52 (dd, J= 5,9 und 3,3 Hz, 1 H, H-5), 7,62 (d, J =
3,3Hz, 1 H, H-3), 7,64 (d, = 3,2 Hz, 1 H, H-6") ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls): § = 12,5 (C-2"), 42,1 (C-2"), 42,7 (C-3"), 46,1 (C-1"), 96,3 (C-4/
C-5), 113,6 (C-8a/ C-9a), 114,3 (C-2/ C-7), 127,6 (C-3), 130,2 (C-6), 130,3 (C-5), 130,4 (C-4),
131,0 (C-9), 131,5 (C-1/ C-8), 134,4 (C-1), 155,7 (C-3), 157,7 (C-10a), 161,5 (C-4a), 161,8 (C-6),
167,2 (C-1") ppm.

F-NMR (376 MHz, CDCl3): § = -76,5 (TFA) ppm.

HRMS (QTOF) m/z: berechnet fiir C32H39N402*: 511,3068 [M*]
gefunden: 511,2990 [M*]

Rhodamin B-Piperazinamid (13) (Methode 2)

Rhodamin B (6,601 g, 13,8 mmol) wurden in 200 mL EtOAc suspendiert und mit 200 mL
1 M NaOH versetzt. Die erhaltene Losung wurde 10 min bei Raumtemperatur geriihrt. Die
Phasen wurden im Scheidetrichter getrennt und die wiassrige Phase mehrfach mit EtOAc
extrahiert. Die vereinigten, organischen Phasen wurden mit gesattigter NaCl-Losung ge-
waschen, mit Na2SO4 getrocknet und tiber Nacht im Hochvakuum getrocknet.
Weiterfithrend wurde Piperazin (4,757 g, 55,2 mmol) unter Argon in 23 mL abs. DCM ge-
16st. 13,8 mL Trimethylaluminium (2 M in Toluol) wurden tropfenweise zugegeben. Die
erhaltene Losung wurde 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die zuvor hergestellte Rhoda-
min B-Base wurde in 22 mL abs. DCM geldst und in einem Zeitraum von etwa 30 min zum
Piperazin hinzugetropft. Die Reaktionslosung wurde fiir 20 h unter Riickfluss erhitzt.
Nach Beendigung der Reaktion wurde 2 M HCI zur Losung hinzugegeben, bis die Gasent-
wicklung stoppte. Der entstandene Feststoff wurde abfiltriert und mit viel DCM und
schliefllich DCM/ Methanol (4:1) gewaschen. Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt und
der entstandene Riickstand in 350 mL geséattigter NaHCOs3-Losung/ H20 (2:1) geldst.
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Eduktreste wurden durch waschen mit EtOAc entfernt und die wassrige Phase anschlie-
3end mit NaCl gesattigt. Die Losung wurde schlie8lich mit 6 M HCI versetzt, um das ver-
bleibende NaHCOs3 zu entfernen. Die wassrige Phase wurde schliefllich mit einer Isopro-
panol/ DCM-Lésung (2:1) extrahiert, bis die wéssrige Phase nur noch schwach rosa war.
Die organische Phase wurde mit Na>SO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde schlief3lich in wenig Methanol geldst, in 600 mL
Diethylether ausgefallt und abfiltriert.

Zum Entfernen des Hydrochlorids wurde der Riickstand in 200 mL Isopropanol/ DCM-
Losung (2:1) gelost und mit Na2COs-Losung versetzt, bis keine Gasbildung mehr auftrat.
Die organische Phase wurde abschliefend mit gesattigter NaCl-Losung gewaschen, mit
NazSO4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das violette Produkt

wurde nach Trocknen im Hochvakuum als pordser Feststoff (4,545 g, 65 %) erhalten.[177]

IH-NMR (500 MHz, CDCls): & = 1,26 (t, J = 7,1 Hz, 12 H, H-2"), 3,02 - 3,10 (m br, 4 H,
H-3"), 3,51 (q, J= 7,1 Hz, 8 H, H-1"), 3,71 — 3,76 (m br, 4 H, H-2"), 6,69 (d, J= 2,4 Hz, 2 H,
H-4/ H-5), 6,87 (dd, J = 9,6 und 2,4 Hz, 2 H, H-2/ H-7), 7,10 (d, = 9,6 Hz, 2 H, H-1/ H-8),
7,30 (dd, 7= 5,9 und 3,2 Hz, 1 H, H-4), 7,52 (dd, J = 5,9 und 3,3 Hz, 1 H, H-5), 7,62 (d, J =
3,3Hz, 1 H, H-3), 7,64 (d, 7= 3,2 Hz, 1 H, H-6") ppm.

13C-NMR (125 MHz, CDCls): § = 12,5 (C-2"), 42,1 (C-2"), 42,7 (C-3"), 46,1 (C-1"), 96,3 (C-4/
C-5), 113,6 (C-8a/ C-9a), 114,3 (C-2/ C-7), 127,6 (C-3), 130,2 (C-6), 130,3 (C-5), 130,4 (C-4),
131,0 (C-9), 131,5 (C-1/ C-8), 134,4 (C-1), 155,7 (C-3), 157,7 (C-10a), 161,5 (C-4a), 161,8 (C-6),
167,2 (C-1") ppm.

HRMS (QTOF) m/z: berechnet fiir C32H39N402*: 511,3068 [M*]
gefunden: 511,2990 [M*]
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Bernsteinsaure Rhodamin B-Piperazinamid (15)

Rhodamin B-Piperazinamid 13 (950,0 mg, 1,34 mmol) wurde in 15 mL abs. DCM gelost.
AnschlieBend wurden nacheinander Bernsteinsidureanhydrid (243,3 mg, 2,41 mmol),
DMAP (287,4 mg, 2,35 mmol) und Triethylamin (331,0 pL, 2,39 mmol) hinzugegeben und
ebenfalls gelost. Die Losung wurde 7 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskon-
trolle mittels LC/MS zeigte zu diesem Zeitpunkt, dass die Reaktion noch nicht beendet
war, sodass erneut Bernsteinsaureanhydrid (122,0 mg, 1,21 mmol), DMAP (144,1 mg, 1,18
mmol) und Triethylamin (166,0 pL, 1,20 mmol) zur Reaktionslosung hinzugegeben wur-
den. Die Losung wurde fiir weitere 20 h geriihrt. Nach Reaktionsende wurde das Losungs-
mittel im Vakuum entfernt und der Riickstand mit 10 % K2CO3-Losung aufgenommen. Die
Losung wurde mit EtOAc extrahiert und die organische Phase verworfen. Die wassrige
Phase wurde mit NaCl ausgesalzen und mehrfach mit Isopropanol/DCM (2:1) extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Na2SO4 getrocknet, filtriert und das Lo-
sungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde in Chloroform gelst, erneut filtriert
und das Losungsmittel erneut entfernt. Das Produkt wurde abschlieffend im Hochvakuum

getrocknet und als violetter Feststoff (848,7 mg, 98 %) erhalten.[177]

1H-NMR (500 MHz, MeOD-d4): § = 1,31 (t, J = 7,1 Hz, 12 H, H-2"), 2,41 (t, J= 7,2 Hz, 2 H,
H-5"), 2,56 (t, J = 7,2 Hz, 2 H, H-7"), 3,38 - 3,51 (m br, 8 H, H-2'/ H-3"), 3,69 (q, J= 7,1 Hz,
8 H, H-1"), 6,96 (d, = 2,2 Hz, 2 H, H-4/ H-5), 7,08 (s br, 2 H, H-2/ H-7), 7,28 (d, J = 9,5 Hz,
2 H, H-1/ H-8), 7,51 (s br, 1H, H-4), 7,70 (s br, 1 H, H-5), 7,77 - 7,78 (m, 2 H, H-3/
H-6) ppm.

13C-NMR (125 MHz, MeOD-d4): 8 =12,8 (C-2"), 30,6 (C-6"), 34,0 (C-5"), 42,1 (C-2"), 42,7
(C-3"), 46,9 (C-1"), 97,4 (C-4/ C-5), 114,8 (C-8a/ C-9a), 115,4 (C-2/ C-7), 128,9 (C-9), 131,2
(C-1/ C-8), 131,3 (C-5), 131,7 (C-3), 133,2 (C-6), 133,3 (C-4), 136,6 (C-1/ C-2), 156,8 (C-3),
157,0 (C-10a), 157,2 (C-4a), 159,2 (C-6), 169,5 (C-1"), 173,9 (C-4"), 180,6 (C-7") ppm.
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HRMS (QTOF) m/z: berechnet fiir C3sH42N4Os: 611,3228 [M+H]*
gefunden: 611,3163 [M+H]*

Fmoc-Lys-OH (16)

Fmoc-Lys(Boc)-OH (501,0 mg, 1,07 mmol) wurde in 5 mL DCM suspendiert und mit 1 mL
TFA versetzt. Die entstehende Losung wurde 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlie-
end wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und das erhaltene Rohprodukt mittels
RP-HPLC (5 min 95:5 H20:MeCN, danach Gradient bis 30 min bis 5:95) aufgereinigt. Das
Losungsmittel wurde mittels Lyophilisation entfernt und das Produkt als farbloser Fest-

stoff (481,4 mg, 94 %) erhalten.

TH-NMR (400 MHz, D20): 6 = 1,12 (quint, = 7,8 Hz, 2 H, H-4), 1,32 — 1,45 (m, 4 H, H-3/
H-5), 1,55 (s br, 1 H, NH), 2,72 (q, J = 7,8 Hz, 2 H, H-6), 3,56 (t, 7= 6,2 Hz, 1 H, H-9)), 3,85 -
3,91 (m, 3 H, H-2/ H-10), 6,80 (s, 1 H, NH), 6,81 — 6,86 (m, 4 H, H-2/ H-7 und H-3/ H-6),
7,00 (d, = 7,0 Hz, 2 H, H1/ H8), 7,11 - 7,16 (m, 2 H, H-4/ H-5) ppm.

13C-NMR (100 MHz, D20): § = 22,0 (C-4), 26,3 (C-3/ C-5), 30,4 (C-3/ C-5), 39,0 (C-6), 46,5

(C-9), 53,9 (C-2), 66,4 (C-10'), 119,7 (C-4), 124,8 (C-1"), 126,9 (C-2/ C-3), 127,5 (C-2/ C-3),
140,7 (C-4a'/ C-5a), 143,4 (C-8a/ C-9a), 143,6 (C-8a/ C-9a), 157,1 (C-2), 1758 (C-1) ppm.

HRMS (QTOF) m/z: berechnet fiir C21H24N204: 369,1809 [M+H]*
gefunden: 369,1820 [M+H]*
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Fmoc-Lys(Bernsteinsaure Rhodamin B-Piperazinamid)-OH (17)

Bernsteinsdure Rhodamin B-Piperazinamid 15 (419,0 mg, 0,687 mmol) wurde in 8 mL DCM
gelost. Die Losung wurde mit N-Hydroxysuccinimid (237,2 mg, 2,07 mmol) und DIC
(319 pL, 2,05 mmol) versetzt und 24 h bei Raumtemperatur gerithrt. Das Losungsmittel
wurde im Vakuum entfernt und der Rickstand in 6 mL DCM aufgenommen.
Fmoc-Lys-OH 16 (500,9 mg, 1,36 mmol) und DIPEA (584 pL, 3,43 mmol) wurden zugege-
ben und die Losung fiir weitere 26 h bei Raumtemperatur geriihrt. Anschliefend wurde
das Losungsmittel im Vakuum entfernt, das Rohprodukt in H20:MeCN (7:3) gelost und
mittels RP-HPLC (5 min 95:5 H20:MeCN, danach Gradient bis 35 min bis 5:95) aufgerei-
nigt. Das Losungsmittel wurde mittels Lyophilisation entfernt und das Produkt als violet-

ter Feststoff (575,5 mg, 87 %) erhalten.

TH-NMR (500 MHz, D20): 6 = 0,48, 1,22, 1,39, 1,40, 1,42, 1,43, 1,46, 1,48, 1,49, 1,51, 1,56,
1,69, 1,90, 2,02, 2,27, 2,28, 2,28, 2,45, 2,60, 2,72, 2,79, 2,83, 2,88, 3,26, 3,34, 3,46, 3,54, 3,57,
3,75, 3,76, 3,78, 3,79, 3,80, 3,82, 3,83, 3,84, 3,87, 3,90, 4,12, 4,25, 4,32, 4,49, 6,61, 6,88, 7,03,
7,08, 7,18, 7,20, 7,28, 7,41, 7,43, 7,49, 7,63, 7,78, 7,79, 7,82, 7,83, 7,88, 7,89, 7,94, 8,02 ppm.

Aufgrund von sich stark iberlagernden Signalen konnte die Zuordnung im 'H-Spektrum

nicht vorgenommen werden.

HRMS (QTOF) m/z: berechnet fiir C57He5N6Os: 961,4858 [M+H]*
gefunden: 961,4858 [M+H]*

Bezeichnet als: Fmoc-Lys(RhB Pip)-OH

164 |



6.6. SYNTHETISIERTE VERBINDUNGEN

4-Mercaptobutanon Rhodamin B-Piperazinamid (21)

Rhodamin B-Piperazinamid 13 (577,1 mg, 1,13 mmol) wurde in 20 mL MeCN gel6st und
mit y-Thiobutyrolacton (977 pL, 11,3 mmol) versetzt. Die Reaktionslosung wurde 10 min
entgast. Anschliefend wurden Cu(OTf)2 (40,7 mg, 0,113 mmol) und DIPEA (1,92 mL,
11,0 mmol) hinzugegeben. Die Losung wurde schliefllich fiir 48 h unter Riickfluss erhitzt.
Nach Beendigung der Reaktion wurde wenig TCEP zur Reaktionslosung hinzugegeben
und fiir weitere 15 min bei Raumtemperatur geriithrt. Das Losungsmittel wurde schlie8lich
im Vakuum entfernt und das erhaltene Rohprodukt mittels RP-HPLC (5 min 95:5
H20:MeCN, bis 20 min 60:40, danach Gradient bis 30 min bis 5:95) aufgereinigt. Das Lo-
sungsmittel wurde mittels Lyophilisation entfernt und das Produkt als violetter Feststoff

(445,3 mg, 64 %) erhalten.

TH-NMR (700 MHz, MeOD-d4): § = 1,30 (t, = 6,9 Hz, 12 H, H-2"), 1,92 (quint, J= 7,0 Hz,
2 H, H-6"), 2,45 (t, 7= 7,0 Hz, 2 H, H-7"), 2,68 (s br, 2 H, H-5"), 3,35 - 3,47 (m br, 8 H, H-2"/
H-3"), 3,68 (q, = 6,9 Hz, 8 H, H-1"), 6,96 (s, 2 H, H-4/ H-5), 7,06 (d, J = 8,92 Hz, 2 H, H-2/
H-7), 7,27 (d, J = 8,9 Hz, 2 H, H-1/ H-8), 7,51 (dd, = 5,9 und 3,2 Hz, 1 H, H-4), 7,69 (dd, 7
=59 und 3,4 Hz, 1 H, H-5), 7,77 (d, 7 = 3,2 Hz, 1 H, H-3), 7,78 (d, J = 3,4 Hz, 1 H, H-6)
ppm.

13C-NMR (175 MHz, MeOD-d4): § =12,8 (C-2"), 25,5 (C-7"), 32,1 (C-5), 38,5 (C-6"), 42,8
(C-3"), 43,1 (C-2"), 46,9 (C-1"), 97,4 (C-4/ C-5), 114,8 (C-8a/ C-9a), 115,4 (C-2/ C-7), 128,9 (C-
9), 131,3 (C-1/ C-8), 131,7 (C-5), 132,2 (C-3), 133,0 (C-6), 133,1 (C-4), 136,4 (C-1/ C-2),
156,9 (C-3), 157,2 (C-10a), 159,2 (C-4a), 160,1 (C-6), 169,6 (C-1), 173,4 (C-4") ppm.

HRMS (QTOF) m/z: berechnet fiir C36H45N403S8*: 613,3207 [M*]
gefunden: 613,3198 [M*]

Bezeichnet als: Thiol-RhB Pip
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6.7. Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

AAV |. Festphasenpeptidsynthese

Das Fmoc-Rink-Amid AM Harz (0,43, 0,40 bzw. 0,34 mmol/g) wurde in einer Polypropy-
lenspritze mit Filterfritte vorgelegt und in DMF 20 min gequollen. Anschlieend wurde
die Fmoc-Schutzgruppe durch 15-miniitige Behandlung mit 20 % Piperidin in DMF ent-
fernt. Die Losung wurde abgesaugt und das Harz mehrfach mit DMF gewaschen. Die
Fmoc-Aminosiure (5 Aq.) wurde in DMF gelost, mit HOBt und DIC (jeweils 4,8 Aq) ver-
setzt und nach 5 min Pre-Inkubationszeit auf das gewaschene Harz gegeben. Das Harz
wurde anschlieffend im Schiittler fiir 1-24 h geschiittelt. Die Beendigung der Reaktion
konnte mit der Farbreaktion nach Kaiser iiberpriift werden. Hierfiir wurden einige Harz-
kiigelchen in einem Eppendorf-Gefafy mit jeweils 0,1 mL der entsprechenden Kaiser-Test
Losungen (1 mM KCN in 20 mL Pyridin und 0,5 g Ninhydrin in 10 mL Ethanol) versetzt
und zum Sieden erhitzt. Eine Blaufirbung des Harzes, das sogenannte Ruhemanns Blau,
weist auf die Anwesenheit von freien Aminen und somit eine noch nicht beendete Reak-
tion mit der Fmoc-Aminosaure hin. Fiir sekundare Aminoséduren, welche keine eindeutige
Farbung im Kaiser-Test aufweisen, wurde der Chloranil-Test durchgefiihrt. Hierfiir wurde
ein Harzaliquot mit je 0,1 mL der Testlosungen (2 % p-Chloranil in DMF und 2 % Acetal-
dehyd in DMF) versetzt und fiir 10 min stehen gelassen. Eine Gelb- bzw. Rotfarbung des
Harzes zeigt hierbei freie Amine an. Bei Nichtverfarben des Harzes (sowohl im Kaiser- als
auch Chloranil-Test) und somit Beendigung der entsprechenden Kupplung, wurde die iib-
rige Reaktionslosung entfernt, das Harz mehrfach mit DMF gewaschen und die Fmoc-
Schutzgruppe am Ende des entstehenden Peptids mit 20 % Piperidin in DMF entfernt. Die
weiteren Kupplungsschritte erfolgten analog.

Nach Kupplung der letzten Aminosaure wurde das Harz erneut mehrfach mit DMF gewa-
schen. Das Harz wurde schlief}lich mit viel DCM gewaschen und im Vakuum getrocknet.
Das synthetisierte Peptid wurde der Sequenz entsprechend mit einem variierenden
Scavenger-Cocktail vom Harz abgespalten.

Die Beladung des Harzes wurde standardmaf3ig nach der Kupplung der ersten und letzten
Aminosaure der Sequenz bestimmt. Hierfiir wurden einige Milligramm des Harzes vor der

Fmoc-Spaltung der jeweiligen Aminosdure in eine neue Polypropylenspritze mit
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Filterfritte uberfithrt, mit DCM gewaschen und im Vakuum getrocknet. Anschlieflend

wurde das Harz fiir mindestens zwei Stunden im Hochvakuum getrocknet. Das trockene

Harz wurde in einen 10 mL Maf3kolben eingewogen und mit 20 % Piperidin in DMF ver-

setzt. Die Losung wurde mindestens 30 min stehen gelassen und schlief8lich UV-spektro-

metrisch bei 301 nm vermessen. Die praktische Harzbeladung ergibt sich folgendermafien:
_Aspiam -V

Lp =—— (30)
E301mm - M

mit: Lp = praktische Beladung
A3p1 nm = UV - Absorption bei 301 nm
V = Volumen Piperidin in DMF [mL]
€ = Extinktionskoef fizent bei 301 nm

m = Einwaage Harz [mg]

Sie kann mit der theoretischen Beladung verglichen werden, um die Effektivitat der Kupp-

lung einzuschatzen:

Lg
1+ LS
1000 - (S-P)

Ly =
(

mit: Ly = theoretische Beladung

) (31)

Lg = Ausgangsbeladung
S = gebundenes Substrat

P = Abgangsgruppe (Fmoc)

Arginin-reiche Sequenzen

Fir die Abspaltung von Arginin-reichen Sequenzen wurde mit einem Abspalt-Cocktail
aus TFA (75 %), Thioanisol (7 %), EDT (3,75 %), m-Kresol (0,75 %) und TMSBr (13,7 %) mit
einem Gesamtvolumen von etwa 4,0 mL gearbeitet. Hierfiir wurde ein Schlenkkolben im
Vakuum ausgeheizt und unter Argonatmosphéare TFA, Thioanisol, EDT und m-Kresol bei
0°C vorgelegt. Das zuvor getrocknete, mit Peptid beladene Harz wurde eingewogen und
ebenfalls zugegeben. Anschlieflend wurde das TMSBr zugesetzt und die Reaktionslosung
nach kurzem Schwenken fiir 30 min bei 0°C stehen gelassen.

Um das Harz nach Beendigung der Abspaltung aus der Losung zu entfernen, wurde diese

mittels Filterfritte filtriert. Die TFA-haltige Losung wurde in kalten Diethylether gegeben,
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um das enthaltene Peptid auszufillen. Das abfiltrierte Harz wurde mehrfach mit frischem
TFA gewaschen, welches ebenfalls in Diethylether gegeben wurde. Das Gesamtvolumen
des Ethers belief sich hierbei auf etwa 100 mL (10 Falkon tubes mit jeweils 10 mL Ether).
Die Falkon tubes wurden zentrifugiert und die tiberstehende Losung entfernt. Der Riick-
stand wurde erneut mit Diethylether gewaschen und zentrifugiert. Nach Entfernen der
Losung wurde das abgespaltene Peptid in wenig H20 bzw. H20/MeCN gelost und an-
schlieflend mittels RP-HPLC aufgereinigt. Mit der TMSBr-Methode wurden sieben ver-
schiedene Peptidsequenzen (Tabelle 21) erfolgreich abgespalten.

Phenol-Methode

Fir die Abspaltung aller anderer Sequenzen wurde mit einem Abspalt-Cocktail aus TFA
(84 %), Thioanisol (5,1 %), H20 (5,1 %), Phenol (3,3 %), TIPS (1,4 %) und EDT(1,1 %) mit ei-
nem Gesamtvolumen von etwa 3,0 mL gearbeitet. Hierbei wurden der Abspalt-Cocktail in
einem Reaktionsgefaf3 frisch zubereitet und nach einer 5 min Pre-Inkubationszeit zum tro-
ckenen Harz gegeben. Das Harz wurde zur Abspaltung fiir 3-6 h im Schiittler geschiittelt
und anschlieffend, wie schon in der TMSBr-Methodik beschrieben, in Diethylether gefillt.
Das abgespaltene und mit Diethylether gewaschene Peptid wurde schliellich in wenig
H20 bzw. HoO/MeCN gel6st und mittels RP-HPLC aufgereinigt. Mit der Phenol-Methode
wurden sechs verschiedene Peptidsequenzen (

Tabelle 22) erfolgreich abgespalten.
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Tabelle 21: Ausbeuten und Peptidsequenzen der nach der TMSBr-Methode erfolgreich abgespaltenen Peptide.

#

Affines
Peptid 8

hochaff.
Peptid 9

19
(NLS-TAT)

20
(TAT-NLS)

24
(FLAG-
Tag-W)

25
(FLAG-
Tag-W,)

HS

HS

SEQUENZ

0]

HS\/\)J\N,WPPPPRVPR-NHZ

H
0]

HS\/\)J\N,WPPPPRVPRWPPPPRVPR—NH2

H
0]

/\)J\N/Lys(RhB Pip)-PKKKRKV-GRKKRRQRRR-NH,
H

0]

/\)J\N/Lys(RhB Pip)-GRKKRRQRRR-PKKKRKV-NH,
H

DYKDDDDKGGWPPPPRVPR-NH,

DYKDDDDKGGWPPPPRVPRWPPPPRVPR-NH,

Aus-
BEUTE

73 %

79 %

65 %

76 %

77 %

51%

Summen-
formel

Cs7Hg7N17010S

C110H165N33019S

C140H243N520245*

C140H243N520245*

CogH145N29030

C151H223N45039

HRMS (QTOF) [m/z]

berechnet

1202,6615 [M+H]*
601,8344 [M+2H]?**
401,5587 [M+3H]3+
1143,6430 [M+2H]?*
762,7644 [M+3H]3*
572,3251 [M+4H]%*
1023,9762 [M+3H]3+
768,2340 [M+4H]%*
614,7887 [M+5H]5*
1023,9762 [M+3H]3+
768,2340 [M+4H]*
614,7887 [M+5H]5*
512,4918 [M+6H]%*
1105,5446 [M+2H]%*
737,3655 [M+3H]3*
553,2759 [M+4H]*
442,8222 [M+5H]5*
1098,2367 [M+3H]3*
823,9294 [M+4H]%
659,3449 [M+5H]5*
549,6220 [M+6H]6*
471,2485 [M+7H]7*

gefunden

1202,6615 [M+H]*
601,8355 [M+2H]?*
401,5589 [M+3H]3*
1143,6388 [M+2H]?*
762,7629 [M+3H]3*
572,3245 [M+4H]*
1023,9507 [M+3H]3*
768,2158 [M+4H]4*
614,7741 [M+5H]5*
1023,9526 [M+3H]3*
768,2167 [M+4H]%*
614,7752 [M+5H]5*
512,4808 [M+6H]¢*
1105,5470 [M+2H]?*
737,3682 [M+3H]3*
553,2794 [M+4H]%*
442,8257 [M+5H]5*
1098,2403 [M+3H]3*
823,9320 [M+4H]%
659,3484 [M+5H]5+
549,6254 [M+6H]%*
471,2521 [M+7H]7*

—/ /e
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" o) 720,9551 [M+2H]?*
(TXT) HS\/\)J\N,RKKRRQRRR—NHZ 46 % Cs7H113N31011S  480,9725 [M+3H]3*
H 360,9812 [M+4H]**

720,9570 [M+2H]?*
480,9738 [M+3H]3*
360,9825 [M+4H]4*

Tabelle 22: Ausbeuten und Peptidsequenzen der nach der Phenol-Methode erfolgreich abgespaltenen Peptide.

HRMS (QTOF) [m/z]

Aus-
# SEQUENZ BEUTE Summen-
BEUTE formel berechnet gefunden
1092,6360 [M+2H]2*  1092,6386 [M+2H]?*
: . 728,7598 [M+3H]3* | 728,7628 [M+3H]3*
hochaffines Peptid 9 } 22 % C1o6H159N330 ’ ’
PHE= WPPPPRVPRWEPPPRVER-NF, OO 546,8216 [M+4H]%  546,8246 [M+4H]*
437,6588 [M+5H]*  437,6617 [M+5H]5*
22 972,4421 [M+H]* 972,4425 [M+H]*
£< ] 56 % CasHeiN1O
(IVS-Negativ) WSPSADVPD-NH, BUOTRITE  486,7247 [M42H]>  486,7246 [M+2H]?*
22 0
(IVS-Negativ mit Thiol- HS\/\)J\N,WSPSADVPD—NHZ 63 % Ca7H67N11016S 1074,4561 [M+H]* 1074,4586 [M+H]*
linker) H
23 1012,4187 [M+H]*  1012,4253 [M+H]*
£2 i 43 % CaHeiN1O
(FLAG-Tag) DYKDDDDK-NH, AT 506,7134 [Me2H]>*  506,7165 [M+2H]?*
23 0
=2 1114,4357 [M+H]*  1114,4354 [M+H]*
FLAG-T t HS _DYKDDDDK-NH 39 % Cas5He7N11020S
(Thiom:kge':;' M” 2 WHOTRITER02 1 557 7215 [M+2H]2*  557,7221 [M+2H]?*
» 0 720,9551 [M+2H]2*  720,9570 [M+2H]?*
(TAT mit Thiollinker) HS\/\)J\N,RKKRRQRRR—NHZ 54 % Cs7H1N310nS  480,9725 [M+3H]>  480,9738 [M+3H]3
H 360,9812 [M+4H]*  360,9825 [M+4H]*
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AAV ll. Carboxyethyldextran-Synthese

HO

o
HO
Ho&y\/ﬁ/H
HO 4
HO O H
HO o
HO o
60-n R= MOH
O,
HOZ H
RO o
n
O,
HOZ H
HO oy

Kauflich erworbenes Dextran wurde in 1 M NaOH (0,1 - 0,4 mol/L) gel6st und mit Acryl-
amid versetzt. Die Reaktionslosung wurde fiir 24 h bei 30 °C und anschlieend weitere
24 h bei 50 °C geriihrt. Das Losungsmittel wurde im Vakuum eingeengt und der verblei-
bende 6lige Riickstand in wenig H20 geldst. Das Rohprodukt wurde durch fallen in kaltem
MeOH erhalten. Die Aufreinigung erfolgte mittels Dialyse in 0,1 M HCI und H20 (Zellu-
loseacetat, MWCO 3,5 kDa). Nach abschliefender Lyophilisation wurde das Car-
boxyethyldextran als farbloser Feststoff erhalten. Die Analyse erfolgte mittels 'H-NMR-
Spektroskopie und Titration. Die genauen Spezifikationen fiir die einzelnen Car-

boxyethyldextrane sind in Tabelle 23 angegeben.[167]

AAV lll. Maleinimiddextran-Synthese

o]
HO
Ho&y\/ﬁ/H
HO 4
HO 0 H 0
HO o _ N
60-n R= \(\)LN/\/N
(o]
HOZ H H o)
RO o
n
(o]
HOZ H
HO oH

Das entsprechende Carboxyethyldextran wurde in wenig H2O (0,01 - 0,02 mol/L) gelost
und mit N-(2-Aminoethyl)maleinimid Trifluoracetatsalz versetzt. Der pH-Wert der Lo-
sung wurde mit gesattigter NaHCOs3-Losung auf 6,5-7,0 angepasst. Anschlielend wurde
EDC-Hydrochlorid in zwei Portionen im Zeitraum von einer Stunde zugegeben und die

Losung bei Raumtemperatur 4 — 24 h geriihrt.
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Das Losungsmittel wurde im Anschluss mittels Lyophilisation entfernt, das Rohprodukt
in H20 geldst und mittels Sephadex G-25 Saule bzw. Dialyse (Zelluloseacetat, MWCO
3,5 kDa, H20) aufgereinigt. Nach Lyophilisation wurde das Maleinimiddextran als farblo-
ser Feststoff erhalten. Die Analyse erfolgte mittels 'H-NMR-Spektroskopie. Die genauen

Spezifikationen fiir die einzelnen Maleinimiddextrane sind in Tabelle 24 angegeben.!167]

AAV 1IV. Konjugatsynthese Methode 1

HO
o
HO
HO&Lﬁ/H
HO o
HO O H HN—Peptid
HO (0]
"o o 60 i S ©
n =
R MN/\/N
HO H H
HO 0o
RO ¢
n
(0]
HCH)O H
HO on

Fir die Synthese der Peptid-Dextran Konjugate wurde das entsprechende Maleinimid-
dextran in Phosphatpuffer (pH 7,5) / Formamid im Verhéltnis 3:1 (800 pL) gelost und
10 min entgast. Die zu kuppelnden Peptide wurden anschlieffend hinzugegeben und die
Losung erneut 5 min entgast. Die Reaktionslosung wurde 24 h unter Argon bei Raumtem-
peratur gerithrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde das Konjugat mehrfach dialysiert
(Zelluloseacetat, MWCO 3,5 kDa, H20). Das Losungsmittel wurde anschlieflend durch
Lyophilisation entfernt und das Konjugat als fluffiger Feststoft erhalten.

Die Analyse der Peptid-Dextran Konjugate erfolgte mittels 'H-NMR- und 'H, 'H-COSY-
Spektroskopie. Die genauen Spezifikationen fiir die einzelnen Konjugate sind in Tabelle

25 angegeben.[167]
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AAV V. Konjugatsynthese Methode 2

0
HO
HO&ﬁ/H
HO &
HO O H HN—Peptid
HO 0
"o o 60 i s °
n =
R \(\)’LN/\/N
HO H H
Ho o

Fiir die Synthese der Peptid-Dextran Konjugate wurde das entsprechende Maleinimid-
dextran in 2-(N-Morpholino)ethansulfonsaureldsung (1,5 mL, pH 4,5) gelost und 10 min
entgast. Die zu kuppelnden Peptide wurden anschlieflend hinzugegeben und die Losung
erneut 5 min entgast. Die Reaktionslosung wurde 24 h unter Argon bei Raumtemperatur
gerithrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde das Konjugat mehrfach dialysiert (Zellu-
loseacetat, MWCO 3,5 kDa bzw. 6,0 kDa, H20). Das Losungsmittel wurde anschlieffend
durch Lyophilisation entfernt und das Konjugat als fluffiger Feststoff erhalten.

Die Analyse der Peptid-Dextran Konjugate erfolgte mittels 'H-NMR- und 'H, 'H-COSY-
sowie mittels Absorptionsspektroskopie fiir Fluorophor-enthaltende Konjugate. Die ge-

nauen Spezifikationen fiir die einzelnen Konjugate sind in Tabelle 26 angegeben.
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Tabelle 23: Carboxyethyldextran-Synthese: Einwaagen, Beladung, Ausbeuten.

|3

@)
m
=

@)
m
=
N

@)
m
=)
w

0

ED4

*

|+

<
2

S
=
N

<
o
@

S
w)
=
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n.b.: nicht bestimmt

DEXTRAN ACRYLAMID
m [g] n [mmol] m [mg] n [mmol] NMR
10,00 1,00 2249,4 31,3 19,3
2,500 0,25 600,1 8,44 13,0
1,499 0,15 561,6 7,82 23,2
4,002 0,40 901,7 12,6 19,4
Tabelle 24: Maleinimiddextran-Synthese: Einwaagen, Beladung, Ausbeuten.
CARBOXYETHYL- N-(2-AMINO- EDC-HCI (je 2x)
DEXTRAN ETHYL)MALEINIMID
m[mg] n[mmol] m[mg] n[mmol] m [mg] n [mmol]
1009,6 0,089 2263,8 9,41 901,8 4,71
4440 0,041 679,6 2,67 512,5 2,67
3542 0,031 1274,3 5,01 960,0 5,01
601,4 0,054 975,1 5,34 514,8 2,69

BELADUNG
AUSBEUTE [%] M [g/mol]
Titration
19,0 58 11400
12,9 49 11000
n.b.” 33 11700
21,5 67 11500
AUFREINI- BELADUNG AUSBEUTE M [g/mol]
GUNG e [%]

Dialyse 11,9 quant. 12700
Sephadex 6,0 86 11700
Sephadex 17,0 58 13800

Dialyse 10,2 49 12800
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Tabelle 25: Konjugatsynthese Methode 1: Einwaagen, Beladung, Ausbeuten.

MALEINIMIDDEXTRAN

#
K15 MID2
Ki6 MID3
K17 MID2
K25 MID2
K35 MID1

m n
[mg] [umol]
16,7 1,48
12,2 0,91
12,5 1,10
12,2 1,08

40,4 3,24

KOMPONENTE 1

m n
[mg] [umol]

W 18,7 15,5
W 44,0 36,6
W2 40,1 17,6
WSP 14,3 13,3
TAT 11,9 8,26

KOMPONENTE 2

" m n
- [mg] [umol]

Thiol-

3,0 4,89
RhB Pip ’

BELADUNG
1 2
4,6
10,0
4,0
7,0
1,9 0,3

Aus-

BEUTE

[%]

73
quant.
quant.

59

56

3 [

17200
25600
21000

19000

15100
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Tabelle 26: Konjugatsynthese Methode 2: Einwaagen, Beladung, Ausbeuten.

MALEINIMIDDEXTRAN KOMPONENTE 1 KOMPONENTE 2 BELADUNG AUS
M
# n BEUTE [
m n m n m - [%] /mo
mo 1 2 Lol
[mg] [umol] [mg] [umol] - [mg] 1 - -
Thiol-
Ki1 MID1 206 1,65 1or 48 7.82 0,11 84 12500
RhB Pip
K2  MID1 25,2 2,03 NLS-TAT 6,5 2,12 1.1 70 15800
K3  MID1 25,1 2,02 TAT-NLS 99 323 1,0 87 15500
Thiol-
K12 MID1 20,1 1,62 Wa 25,5 11,4 , 9.1 14.8 2.3 0,2 quant. 18000
RhB Pip
K4  MID1 24,7 1,99 Wa 49.8 21,8  NLS-TAT 149 4,86 45 19 quant. 28600
K5 MID1 25.6 2,06 Wa 49,6 21,7  TAT-NLS 15,0 4,89 4.8 15 98 28200
K6 MIDI1 25,2 2,03 Wa 49,6 21,7  NLS-TAT 75 2,44 5.2 0,03 90 24300
K7  MIDI1 24,7 1,99 Wa 50,6 222  TAT-NLS 86 2,80 5.2 0,31 quant. 25300
Thiol-
K13 MID1 20,6 1,70 Wa 55,2 24,3 , 19,5 31,7 59 0,4 quant. 25100
RhB Pip
K1  MID1 24,7 1,99 Wa 84,9 372  TAT-NLS 72 2,35 6,1 0,44 quant. 27700
K8 MID1 24.9 2,00 Wa 83,2 36,4  NLS-TAT 182 5.93 6,3 2.2 quant. 33600
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6.7. ALLGEMEINE ARBEITSVORSCHRIFTEN (AAV)

MALEINIMIDDEXTRAN KOMPONENTE 1 KOMPONENTE 2 BELADUNG Aus- M

# BEUTE —
m n m n m n /mol

# # 2 [%]
[mg] [umol] [mg] [umol] [mg] [umol]

K9 MID1 24,8 1,99 W3 85,0 37,2 NLS-TAT 8,0 2,61 7,2 0,4 quant. 30100
K10 MID1 25,3 2,03 Ws 85,1 37,2 TAT-NLS 18,0 5,86 9,9 1,8 99 40500
K14 MID?2 12,5 1,10 \vY 14,1 11,7 3,9 69 16 600
K18 MID1 20,1 1,58 AW 9,9 8,24 2,2 66 14900
K19 MID1 20,0 1,58 AW 17,7 14,7 4,8 76 18000
K20 MID1 20,3 1,60 \vY 25,0 20,8 6,6 94 20100
K21 MID1 20,3 1,60 W 49,8 41,4 7,1 quant. 20700
K22 MID1 19,7 1,56 Ws 19,2 8,41 2,0 83 16900
K23 MID1 20,2 1,60 W) 33,7 14,7 3,2 quant. 19600
K24 MID1 19,9 1,57 Ws 47,4 20,7 59 quant. 25800
K26 MID4 19,9 1,60 FLAG 3,5 3,14 1,2 83 14100
K27 MID4 20,3 1,63 WSPS 9,5 8,85 FLAG 3,4 3,05 3,9 2,0 76 19100
K28 MID4 19,9 1,60 W, 38,5 16,9 FLAG 4,0 3,59 3,5 1,6 96 22500
K29 MID4 20,2 1,63 \%Y 25,0 20,8 FLAG 4,0 3,59 4,0 2,2 96 20100
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6. EXPERIMENTALTEIL

MALEINIMIDDEXTRAN

#
#
K30 MID1
K31 K30
K32 K30
K33 MID1
K34 MID1

178 |

m n
[mg] [umol]
40,3 3,25
20,4 1,29
20,4 1,29
11,8 0,94
11,8 0,94

KOMPONENTE 1

m n
[mg] [umol]
13,6 9,83
7,0 10,8
13,8 21,0
5,4 8,32
10,8 16,7

KOMPONENTE 2

m n

[mg]l [umol]

Thiol-— 147
RhB Pip ’ ’
Thiol- 65 10.6
RhB Pip :
Thiol- 63 102
RhB Pip ’

BELADUNG

2
2,6 0,5

2,6
2,0

0,5

2,6
4,0

0,5
3,6 0,5
6,0 0,4

Aus-
BEUTE

[%]

98

71

93

67

77

M
m

/mol

15800
17800
19100
15100

16600
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10. ANHANG

10. Anhang

10.1. Beladungsbestimmung mittels Absorp-

tionsspektroskopie

Absorptionsspektrum H,O
0,16 ~

0,14 -
0,12 -

R
J—
1

0,08 -

Absorption

0,06 -
0,04 -

0,02 -

0 T T T
230 430 630 830
A [nm]

Abbildung A. 3: Absorptionsspektrum von Wasser. Verwendet fiir die Beladungsbestimmung der
Fluorophor-tragenden Konjugate. Die Absorptionswerte des Wassers und der Titerplatte werden in der
Berechnung von den Absorptionswerten fiir die Konjugate abgezogen.

Absorptionsspektrum
Maleinimiddextran 4 (100 uM)

Absorption
%

=
(&)}
1

O T T T
230 430 630 830

A [nm]

Abbildung A. 4: Absorptionsspektrum des Maleinimiddextrans 4. Verwendet fiir die Beladungsbe-
stimmung der Fluorophor-tragenden Konjugate.
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Absorptionsspektrum hochaffines
Peptid 9 (100 uM)
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Abbildung A. 5: Absorptionsspektrum des hochaffinen Peptids 9. Verwendet fiir die Beladungsbe-
stimmung der Fluorophor-tragenden Konjugate.

Absorptionsspektrum Lys(Fluoro)-
NLS-TAT 19 (100 uM)
3,0 -
2,5
I
§ 1,5 -
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0,0 T ' ' =
230 430 630 830
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Abbildung A. 6: Absorptionsspektrum des zellpenetrierenden Peptids Lys(RhB Pip)-NLS-TAT 19.
Verwendet fiir die Beladungsbestimmung der Fluorophor-tragenden Konjugate.
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Absorptionsspektrum
Thiol-RhB Pip 21 (100 uM)

3,5 1
3,0
2,5 A
2,0
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0,0 T } '
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Abbildung A. 7: Absorptionsspektrum des Fluorophors Thiol-RhB Pip 21. Verwendet fiir die Bela-
dungsbestimmung der Fluorophor-tragenden Konjugate.

Absorptionsspektrum
Peptidomimetikum 27
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S
20,30 -
[«
1
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0,00 T T
230 430 630 830
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Abbildung A. 8: Absorptionsspektrum des Peptidomimetikums 27. Verwendet fiir die Beladungsbe-
stimmung der Peptidomimetika-tragenden Konjugate.
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Kalibriergerade hochaffines Peptid 9
0,5 1
y = 4090,8x
2 _

04 - R? = 0,9922
=
S 03 - ® 280 nm
)
2
1)
e y = 3837,2x
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<

0,1 A

0,0 4 T T 1
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Abbildung A. 9: Kalibriergerade des hochaffinen Peptids 9 zur Bestimmung des Extinktionskoeffi-
zienten bei 238 nm und 280 nm.

Kalibriergerade Lys(RhB Pip)-
1o - TAT-NLS 20
0,8 -
238 nm

c
L 0,6
)
o
1
)
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0,0 I T T 1
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Lys(Fluoro)-TAT-NLS [mol/L]

Abbildung A. 10: Kalibriergerade des zellpenetrierenden Peptids Lys(RhB Pip)-TAT-NLS 20 zur Be-
stimmung des Extinktionskoeffizienten bei 238 nm.
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Kalibriergerade Lys(RhB Pip)-
NLS-TAT 19
3,0 -
y = 27742x
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c 20 -
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Abbildung A. 11: Kalibriergerade des zellpenetrierenden Peptids Lys(RhB Pip)-NLS-TAT 19 zur Be-

stimmung des Extinktionskoeffizienten bei 238 nm und 566 nm.

Kalibriergerade Thiol-RhB Pip 21
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Abbildung A. 12: Kalibriergerade des Fluorophors Thiol-RhB Pip 21 zur Bestimmung des Extinkti-

onskoeffizienten bei 238 nm und 570 nm.
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Kalibriergerade Peptidomimetikum 27
0,2
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Abbildung A. 13: Kalibriergerade des Peptidomimetikums 27 zur Bestimmung des Extinktionskoef-
fizienten bei 238 nm und 270 nm.

Absorptionsspektrum des Absorptionsspektrum des
Konjugats K12 Konjugats K5
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Abbildung A. 14: Absorptionsspektren der Konjugate K12 und K5.
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Absorptionsspektrum des
Konjugats K4
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Abbildung A. 15: Absorptionsspektren der Konjugate K4 und Ké6.
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Abbildung A. 16: Absorptionsspektren der Konjugate K7 und K13.
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Abbildung A. 17: Absorptionsspektren der Konjugate K1 und K8.
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Absorptionsspektrum des Absorptionsspektrum des
Konjugats K9 Konjugats K10
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Abbildung A. 18: Absorptionsspektren der Konjugate K9 und K10.

Absorptionsspektrum des Absorptionsspektrum des
Konjugats K11 Konjugats K2
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Abbildung A. 19: Absorptionsspektren der Konjugate K11 und K2.
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Konjugats K3
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Abbildung A. 20: Absorptionsspektrum des Konjugats K3.
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Absorptionsspektrum des Absorptionsspektrum des
Konjugats K31 Konjugats K32
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Abbildung A. 21: Absorptionsspektren der Konjugate K31 und K32.
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Abbildung A. 22: Absorptionsspektrum des Konjugats K34.
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10.2. ITC-Daten

Tabelle A. 1: Auflistung der im ITC erhaltenen Bindungsaffinitdten und thermodynamischen Zustandsgrofien aller vermessenen Konjugate und Peptide (jeweils
Mittelwerte der Duplikate bzw. Triplikate). Die Konjugate wurden nach aufsteigender Beladung mit mono- und hochaffinem Peptid geordnet. Verbindungen, die
mit einem Stern * gekennzeichnet sind, wurden auf einem ITC200 Gerdt der Firma Malvern vermessen. Alle anderen Verbindungen wurden mit einem PEAQ-ITC
(Malvern) vermessen.

KONJUGAT F”&“S' ZELLOERETRIE 4 [uM] N AH [k}/moll  -TAS [kl/moll  AG [kl/moll]
Afﬁne(iNP;ptid & \WPPPPRVPR 72,1+ 2,1 123 £ 0,11 -55,5 + 0,4 319+ 05 223,74 0,1
K14* 39 W 119420 040 0,01 157,5 + 7,5 1295 + 7,5 282+05
K15* 46 W 482+019  0,33+0,01 2815+ 3,5 2515 + 3,5 30,4 + 0,1
K16* 10 W 1,40 £028  0,19+0,003  -3965+ 13,5 3635 + 13,5 335405
Hochaffines | WPPPPRVPR- 6,80+ 043 0,79 +0,01 76,0 £ 0,9 46,5 + 0,4 29,5+ 0,3

Peptid 9 (W2)* = WPPPPRVPR o0 =0 7= o= 0 =D > ED

K12 23 W, 0,2 Thiol-RhB Pip 6,610,336 0,87 0,03 71,5+ 4,3 419 + 43 29,6 + 0,1
K17 4,0 W, 2,12+0,07 0,37+ 0,03 128,5 + 2,5 96,3 + 2,8 32,4+ 0,1
K4 45 W, 1,0 NLS-TAT 129+005  034+0,001  -2090 1,0 1755 + 1,5 33,7405
K5 4,8 W) 1,5 TAT-NLS 1,78+0,13  027+0,02  -202,0 + 17,0 169,0 + 17,0 32,9 40,2
K6 52 W 0,03 NLS-TAT  297+0,18 0,66+ 0,03 83,0 + 1.1 51,4+ 0,9 31,6+ 0,2
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KONJUGAT

K7
K13
K1
K8
K9

K10

FUNKTIONS- ZELLPENETRIE-
PEPTID RENDES PEPTID
5,2 W, 0,31 TAT-NLS
5,9 W3 0,4 Thiol-RhB Pip
6,1 W> 0,44 TAT-NLS
6,3 W2 2,2 NLS-TAT
7,2 W, 0,4 NLS-TAT
9,9 W» 1,8 TAT-NLS

Kp [uM]
1,39 £ 0,03
1,41 + 0,01
0,88 £ 0,08
1,22 + 0,05
0,83 £ 0,05

0,75 + 0,09

N

0,31 + 0,02
0,33 + 0,002
0,27 = 0,004
0,23 £ 0,01
0,23 = 0,01

0,19 + 0,02

AH [k)/mol]l  -TAS [kJ/mol]  AG [k]/mol]
-194,0 £ 9,0 160,5 + 9,5 -33,5+ 0,1
-197,0 £ 9,0 163,0 £ 9,5 -33,5+ 0,1
-253,5 £ 0,5 218,5 £ 0,5 -34,6 + 0,2
-258,5+9,5 225,0 + 10,0 -33,8 + 0,1
-280,0 + 22,7 245,0 £ 22,7 -34,8 + 0,1
-359,0 + 30,6 324,0 + 30,6 -35,0 £ 0,3
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Abbildung A. 23: ITC-Spektren von W-Peptid 8 2 mM (10% DMSO) in tWW 100 uM (10%DMSO).
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Abbildung A. 24: ITC-Spektren von Wa-Peptid 9 2,7 mM (10% DMSO) in tWW 150 uM (10% DMSO).
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Abbildung A. 25: ITC-Spektren von K14 750 uM (10% DMSO) in tWW 75 uM (10% DMSO).
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Abbildung A. 26: ITC-Spektren von CF352 400 uM (10% DMSO) in tWW 20,6 uM (10% DMSO).
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Abbildung A. 27: ITC-Spektren von K15 214 uM (10% DMSO) in tWW 50 uM (10% DMSO).

i ”l”"" o

E 67 300
(a1 -
3 8
-104 2004
124 T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 o0 70 80 100
Zeit [min] ©
=
=
0 =
-1004
j— -100
]
E -2004
= -200+
% 300 KD = 1,40 * 0,28 -300-]
N =0,19 £ 0,003
T T T T T T T T 400

0 0.1 02 03 04 05 06 0.7 08

Molares Verhaltnis

Abbildung A. 28: ITC-Spektren von K16 300 uM (10% DMSO) in tWW 75 uM (10% DMSO).
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Abbildung A. 29: ITC-Spektren von K12 400 uM (10% DMSO) in tWW 20,3 uM (10% DMSO).
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Abbildung A. 30: ITC-Spektren von K17 400 uM (10% DMSO) in tWW 20,4 uM (10% DMSO).
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Abbildung A. 31: ITC-Spektren von K4 200 uM (10% DMSO) in tWW 20,3 uM (10% DMSO).
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Abbildung A. 32: ITC-Spektren von K5 200 uM (10% DMSO) in tWW 20,4 uM (10% DMSO).
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Abbildung A. 33: ITC-Spektren von K7 400 uM (10% DMSO) in tWW 20,9 uM (10% DMSO).
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Abbildung A. 34: ITC-Spektren von K6 400 uM (10% DMSO) in tWW 20,0 uM (10% DMSO).
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Abbildung A. 35: ITC-Spektren von K13 200 uM (10% DMSO) in tWW 20,0 uM (10% DMSO).
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Abbildung A. 36: ITC-Spektren von K1 200 uM (10% DMSO) in tWW 20,3 uM (10% DMSO).
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Abbildung A. 37: ITC-Spektren von K8 200 uM (10% DMSO) in tWW 20,2 uM (10% DMSO).
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Abbildung A. 38: ITC-Spektren von K9 200 uM (10% DMSO) in tWW 20,9 uM (10% DMSO).
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Abbildung A. 39: ITC-Spektren von K10 200 uM (10% DMSO) in tWW 19,5 uM (10% DMSO).
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Abbildung A. 40: ITC-Spektren von K2 200 uM (10% DMSO) in tWW 20,3 uM (10% DMSO) (links)
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und K3 200 uM (10% DMSO) in tWW 21,3 uM (10% DMSO) (rechts).
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Abbildung A. 41: ITC-Spektren von IVS-Negativ 22 1 mM (10% DMSO) in tWW 10,0 uM (10% DMSO)

(links) und K25 179 uM in tWW 50 uM (rechts).
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Abbildung A. 42: ITC-Spektren von MID1 400 uM (10% DMSO) in tWW 20,4 uM (10% DMSO).
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10.3. Resazurin-Assay: Negativkontrolle

Um eine Reduktion des Resazurins durch die zu untersuchenden Substanzen auszuschlie-
fen, wurden diese vor Beginn des Assays auf ihr reduktives Potential gegeniiber Resazu-
rin untersucht. Hierzu wurden die zu untersuchenden Substanzen (100 pM) fiir 48 h mit
der Resazurinlosung inkubiert. Die Absorption der Losungen wurde sofort, nach 1 h und

nach 48 h gemessen und in Abbildung A. 43 vergleichend aufgetragen. Unter Einbezie-

hen der Fehlergrenzen bleibt die Absorption bei allen Werten konstant. Einzige Ausnahme
bildeten hier das Konjugat K4 (Abweichung 26 + 9 %) und das reaktive Maleinimiddextran
MID1 (Abweichung 45 + 5 %), die die Absorption bei 570 nm senken. Somit wird das
Resazurin durch die beiden Substanzen bereits in Abwesenheit der Zellen teils zu sehen.
Der Einfluss der Substanzen auf das Resazurin war hierbei rasch zu sehen, da bereits nach
einer Stunde ein Unterschied zu erkennen war. Im weiteren zeitlichen Verlauf danderte

sich dieser nur noch marginal.

Negativkontrolle: Resazurin-Reduktion durch Substanzen

Absorption, 570 nm [mAu]

0h 1h 48 h t [h]

= RhB Pip = MID K2 mK4 mK5 m K6 K1 K9 = K10

Abbildung A. 43: Negativkontrolle des Resazurin-Assays. Die verwendeten Substanzen wurden auf
ihr reduktives Potential gegeniiber Resazurin getestet. Die Substanzen wurden mit Resazurin (Verhdlt-
nis 10:1) fiir 48 h inkubiert. Die Absorption wurde sofort, nach 1 h und nach 48 h bestimmt. Es konnte
gesehen werden, dass nur das reaktive Maleinimiddextran und das Konjugat K4 einen signifikanten
Einfluss auf das Resazurin haben.
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10.4. Zellviabilitaten

Tabelle A. 2: Zellviabilititen der potentiell zellpenetrierenden Konjugate. Bestimmung erfolgte mittels Resazurin-Assay an HEK293-Zellen und ATP/Luciferase-
Assay an HeLa-Zellen (Duplikate von Triplikaten). Proben, die mit einem Stern * versehen sind, tragen das zellpenetrierende Peptid Lys(RhB Pip)NLS-TAT 19.

Proben ohne Stern tragen das zellpenetrierende Peptid Lys(RhB Pip)TAT-NLS 20.

KONIUGAT HocHAFFINES PEP- ZELLPENETRIERENDES KONZENTRATION ZELLVIABILITAT
RONJUGAT TID PeEPTID [uM] RESAZURIN [%]
50 9.6 +54
25 10,4 + 1,9
10 29,6 + 3,4
K4 4,5 1,90*
5 82,4 +0,8
1
0,5
50 11,6 + 0,7
25 10,4 + 1,6
10 29,2 + 1,7
K5 4,8 1,50
5 82,0 £ 0,8
1
0,5

ZELLVIABILITAT

ATP/LuciFeraAsk [%]

1,5+ 1,0

12,3 £ 6,5
75,7 £ 4,8
87,0 + 8,2

1,4 £0,9

9,6 + 3,3

68,6 + 5,7
70,6 £ 15,1
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- HoCHAFFINES PEP- ZELLPENETRIERENDES KONZENTRATION ZELLVIABILITAT ZELLVIABILITAT
e TID PEPTID [uM] RESAZURIN [%] ATP/LuciFeRASE [%]
50 10,9 £ 0,9
25 15,3+ 6,6 6,5+ 1,3
10 88,6 £ 5,8
K6 5,2 0,03*

5 60,9 + 3,3 46,2 + 6,4
1 92,1+ 1,5
0,5 104,5 £ 7,8
50 11,1+ 0,9

25 10,1+ 0,3 10,0 £ 7,2
10 24,9 + 12,8

K1 6,1 0,44

5 55,2 + 3,1 48,8 + 0,7
1 109,7 £ 2,1
0.5 108,3 + 1,7
50 8,6 +28

25 9,0+£0,2 3,0+ 1,7
10 16,3+ 5,0

K9 7,2 0,40*

5 68,524 21,4 £ 35
1 88,2+ 12,6

0,5 89,7 £ 6,1
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KONJUGAT

K10

HocHAFFINES PEP-

ZELLPENETRIERENDES

KONZENTRATION

ZELLVIABILITAT

TID

9,9

PEPTID

1,80

1,00

[uM]
50

25
10
5
1
0,5
50
25
10
5
1
0,5
50
25
10
5
1
0,5

REsAZURIN [%]

ZELLVIABILITAT
ATP/LuciFerASE [%]

10,0 + 1,2
10,0 + 0,6
11,0 £ 0,6
28,5+ 8,6

33,4+0,5
30,7 £ 0,9
29,3+0,8
29,9 £ 0,7

1,6 £ 0,6

11,7+ 2,5
77,4 £ 9,9
74,6 + 17,7

43,5 + 6,4

74,6 £ 6,4
102,1 £ 6,0
106,8 + 6,4

24,4 + 6,1

63,6 = 4,0
929 + 0,6
94,3+ 5,0
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- HoCHAFFINES PEP- ZELLPENETRIERENDES KONZENTRATION ZELLVIABILITAT ZELLVIABILITAT
e TID PEPTID [uM] RESAZURIN [%] ATP/LuciFeRASE [%]

50

25 74,8 £ 10,4
10

K11 0,11 Thiol-RhB Pip

5 95,8 £ 8,4
1 105,8 £ 2,5
0,5 108,0 £ 2,3
50 63,0 £ 5,6

25 54,5+ 2,3 101,6 £ 7,0
10 67,0 £ 5,0

MID1

5 63,5+ 2,7 99,6 + 5,7
1 107,3 £ 3,3

0,5 105,4 £ 0,8
50 68,0 £ 0,8

25 37,6 = 10,1 16,4 + 1,7
10 41,4 + 8,2

RhB Pip 15

5 52,3+5,6 38,8 £ 5,5

1 68,2 + 3,7

0,5 77,5+ 124
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Tabelle A. 3: Zellviabilititen der Funktionspeptide und -tragenden Konjugate. Bestimmt mittels ATP/Luciferase-Assay an HeLa-Zellen (Duplikate von Triplika-
ten).

KONJUGAT AFFINES PEPTID HocHAFFINES PEPTID KonNzENTRATION [uM] ZELLVIABILITAT ATP/LucIFERASE [%]
25 101,7 £ 1,0
5 100,71 + 0,9
Affines Peptid 8 WPPPPRVPR
1 101,9 + 3,8
0,5 101,4 + 1,0
25 93,0+ 1,8
Hochaffines WPPPPRVPR- 5 100,1+ 1,0
Peptid 9 WPPPPRVPR 1 103,7 £ 0,5
0,5 101,6 £ 0,6
25 103,8 + 1,5
5 102,4 + 1,1
K18 2,2
1 103,2 + 2,3
0,5 102,2 + 0,2
25 101,5 + 1,1
5 99,6 + 1,2
K19 4.8
1 103,5 + 7,6
0,5 101,4 + 5,6
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KONJUGAT AFFINES PEPTID HocHAFFINES PEPTID KoNzENTRATION [uM] ZELLVIABILITAT ATP/LuciFERASE [%]
25 101,3 + 0,5
5 101,8 + 1,4
K20 6,6
1 103,6 + 4,2
0,5 102,1 + 3,0
25 88,2 + 3,2
5 97,6 + 0,9
K21 7,1
1 102,8 + 3,6
0,5 100,4 + 2,2
25 95,1 + 2,1
5 99,7 + 1,1
K22 2,0
1 101,3+ 4,9
0,5 100,71 + 2,1
25 39,3+ 15,6
5 79,4 + 85
K23 3,2
1 99,0 + 1,7
0,5 100,9 + 3,5
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KONJUGAT

K24

AFFINES PEPTID

HocHAFFINES PEPTID

KoNzENTRATION [uM]

ZELLVIABILITAT ATP/LuciFERASE [%]

59

25

0,5

20,1 +8,9
39,1+123
82,4 +0,2

98,3+ 1,4
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10.5. Pulldown-Assay: Die 30 haufigsten Bindungspartner

Tabelle A. 4: Auflistung der im Pulldown gefundenen Bindungspartner, die jeweiligen Anreicherungen der isotopenmarkierten Proben A und B, sowie eine Be-
schreibung des Bindungspartners und ihrer Funktionen.

BINDUNGSPARTNER 180 K26 160 K26 BESCHREIBUNG (ENGL.) FUNKTION / PROZESS
AP1G1_HUMAN 20,0 70,1 AP-1 complex subunit gamma-1 Proteintransport
NT5D2. HUMAN 15,1 20,1 5"-nucleotidase domain-containing protein 2 Hydrolase

Het [ ib L tein D-
HNRDL_HUMAN 13,8 23,5 cterogeneous nuc e;f,:e” onucieoprotetn Transkription (Regulation)
RNA P i &
NCBP3 HUMAN 13,3 19,8 Nuclear cap-binding protein subunit 3 m ;:ozesstlerung
xpor
CD2B2_HUMAN 13,2 83,4 CD2 antigen cytoplasmic tail-binding protein 2 mRNA Splicing
Apoptose, Zellteil Zell-
PKN2_HUMAN 12,9 16,1 Serine/threonine-protein kinase N2 pop"os.e, cltel urTg,. €
adhasion, Transkription
GIT1_HUMAN 10,7 24,1 ARF GTPase-activating protein GIT1 GTPase Aktivierung
SH3 domain-containing kinase-bindi tei
SH3K1_HUMAN 10,2 15,3 omain-con alnmg,; fnase-binding protein Apoptose, Endozytose
Zellzyklus, Zellteil
APC4_HUMAN 9,43 37,1 Anaphase-promoting complex subunit 4 ey uMs',t cTtetng,
itose
Endozytose, Wirt-Vi
TFR1_HUMAN 9,23 40,9 Transferrin receptor protein 1 ndozytose '|r Irus
Interaktion
Zellzyklus, Zellteilung,
ABRX2_HUMAN 9,10 63,1 BRISC complex subunit Abraxas 2 elizykius, ~efteriung
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BINDUNGSPARTNER

RTCB_HUMAN
LARP7_HUMAN

INO1_HUMAN
CDC27_HUMAN

DHX15_HUMAN

DX39A_HUMAN
MCM4_HUMAN

SMU1_HUMAN

TERA_HUMAN
AP2C_HUMAN

RBM22_HUMAN

WBP4_HUMAN

P3H1_HUMAN

RED_HUMAN

160 K28/
80 K26

8,69

8,67
8,55
8,24

8,07

7,73
7,38

7,34

7,23
7,04

6,98
6,89
6,81

6,64

30 K28/
160 K26

29,4

17,8
14,6
17,9

21,4

15,9
31,7

40,5

36,2
45,8

15,9
20,7
35,6

24,8

BESCHREIBUNG (ENGL.)

tRNA-splicing ligase RtcB homolog

La-related protein 7
Inositol-3-phosphate synthase

Cell division cycle protein 27 homolog

Pre-mRNA-splicing factor ATP-dependent
RNA helicase DHX15

ATP-dependent RNA helicase DDX39A
DNA replication licensing factor MCM4

WDA40 repeat-containing protein SMU1

Transitional endoplasmic reticulum ATPase
Transcription factor AP-2 gamma

Pre-mRNA-splicing factor RBM22
WW domain-binding protein 4
Prolyl 3-hydroxylase 1

Protein Red

FunkTioN / PrROzZEss[211

tRNA Prozessierung

RNA Prozessierung
Inosit-, Lipid- und Phospho-
lipid- Biosynthese
Zellproliferation

mMRNA Prozessierung &
Splicing
MRNA Prozessierung &
Splicing
Zellzyklus, DNA-Replikation

MRNA Prozessierung &
Splicing
Autophagie, DNA Reparatur,
Transportvesikel-Bildung

Transkription (Regulation)

MRNA Prozessierung &
Splicing, Transport
MRNA Prozessierung &
Splicing
Dioxygenase, Oxidoreduk-
tase
mMRNA Prozessierung &
Splicing
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BINDUNGSPARTNER

TF3C4_ HUMAN
FIP1T_HUMAN
AL1B1_HUMAN

RALY_HUMAN

GIT2_ HUMAN
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9,36
38,8
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17,1

69,3

BESCHREIBUNG (ENGL.)

General transcription factor 3C polypeptide 4
Pre-mRNA 3'-end-processing factor FIP1

Aldehyde dehydrogenase X, mitochondrial

RNA-binding protein Raly

ARF GTPase-activating protein GIT2

FunkTioN / PrROzZEss[211

Transkription
MRNA Prozessierung

Oxidoreduktase

mMRNA Prozessierung &
Splicing, Transkription
(Regulation)

GTPase Aktivierung
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10.6.

Inhibition WNYV (Plaque-Assay, MOI 0,1)

Tabelle A. 5: Virustiter und Inhibitionen der Konjugate gegeniiber WNV (Plaque-Assay, MOI 0,1, 12,5 - 6,25 uM).

KONJUGAT

Positiv-
kontrolle

K31

Ribavirin

FUNKTIONS-
PEPTID

2,0

4,0

WEITERE BELADUNG

KONZENTRATION

0,5 Thiol-RhB Pip
2,6 TAT

0,5 Thiol-RhB Pip
2,6 TAT

[uM]

12,5
6,25
12,5
6,25
200
100
50
25

12,5

VIRUSTITER LoG VIRUSTITER  INHIBITION [%]
300000000 8,48 0%
100000000 8,00 66,7 %
425000000 8,63 -41,7 %
65000000 7,81 78,3 %
137500000 8,14 54,2 %

100 %

Keine Plaques
100 %
250000 5,40 99,9 %
6000000 6,78 98,0 %
30000000 7,48 90,0 %
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10.7. Inhibition DENV (Plaque-Assay, 25 - 6,25 uM)

Tabelle A. 6: Virustiter und Inhibitionen der Konjugate gegeniiber DENV (Plaque-Assay, 25 - 6,25 uM).

KONJUGAT % WEITERE BELADUNG KONZEﬁATlON VIRUSTITER LoG VIRUSTITER  INHIBITION [%]
Positiv-

kontrolle 15000000 7,18 0%

K31 20 0,5 Thiol-RhB Pip 12,5 65000 4,81 99.6 %

o ’ 2,6 TAT 6,25 350000 5,54 97.7 %

K32 40 0,5 Thiol-RhB Pip 12,5 45000 4,65 99.7 %

’ 2,6 TAT 6,25 200000 5,30 98.7 %

25 575000 5,76 96.2 %

K34 6,0 0,4 Thiol-RhB Pip 12,5 800000 5,90 94.7 %

6,25 1500000 6,18 90.0 %

200 125 2,10 100 %

100 6750 3,83 100 %

Ribavirin 50 57500 4,76 99.6 %

25 650000 5,81 95.7 %

12,5 3750000 6,57 75.0 %
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10.8. Inhibition DENV (Plaque-Assay, 10 — 0,1 puM)

Tabelle A. 7: Virustiter und Inhibitionen der Konjugate gegeniiber DENV (Plaque-Assay, 10 - 0,1 uM).

KONJUGAT % WEITERE BELADUNG KONZEﬁATlON VIRUSTITER LoG VIRUSTITER  INHIBITION [%]
Positiv-

kontrolle 4750000 6,68 0%

10 225000 5,35 95,3 %

5,0 37500 4,57 99,2 %

K31 20 0,5 Thiol-RhB Pip 2,5 275000 5,44 942 %

’ 2,6 TAT 0,5 1225000 6,09 74,2 %

0,25 3000000 6,48 36,8 %

0,1 2500000 6,40 47,4 %

10 130000 5,11 97,3 %

5,0 75000 4,88 98,4 %

K32 40 0,5 Thiol-RhB Pip 2,5 275000 5,44 942 %

’ 2,6 TAT 0,5 375000 5,57 92,1%

0,25 850000 5,93 82,1 %

0,1 975000 5,99 79,5 %

| 227



10. ANHANG

FUNKTIONS- KONZENTRATION
KONJUGAT - WEITERE BELADUNG VIRUSTITER LoG VIRUSTITER INHIBITION [%]
PEPTID 27 [uM]
10 675000 5,83 85,8 %
5,0 2750000 6,44 42,1 %
2,5 4750000 6,68 0%
K34 6,0 0,4 Thiol-RhB Pip
0,5 5750000 6,76 21,1 %
0,25 2750000 6,44 42,1 %
0,1 3000000 6,48 36,8 %
200 100 %
100 Keine Plaques 100 %
Ribavirin 50 100 %
25 1200 3,08 99,9 %
12,5 500 2,70 99,9 %
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Abbildung A. 44: 'H-Spektrum von 10 (500 MHz, CDCls)
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Abbildung A. 45: BC-Spektrum von 10 (125 MHz, CDCls)
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Abbildung A. 47: BC-Spektrum von 18 (125 MHz, DMF-d;).
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Abbildung A. 48: 'H-Spektrum von 5 (400 MHz, CDCl3).
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Abbildung A. 49: 3C-Spektrum von 5 (125 MHz, CDCl5).
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Abbildung A. 50: 'H-Spektrum von 7 (500 MHz, CDCl3).
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Abbildung A. 51: 3C-Spektrum von 7 (125 MHz, CDCls).
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Abbildung A. 52: 'H-Spektrum von 6 (400 MHz, CDCl3).
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Abbildung A. 53: 3C-Spektrum von 6 (100 MHz, CDCl5).
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Abbildung A. 54: 'H-Spektrum von 3 (400 MHz, D:O).
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Abbildung A. 55: 3C-Spektrum von 3 (100 MHz, D,0).
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Abbildung A. 56: 'H-Spektrum von 14 (500 MHz, CDCl;s).
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Abbildung A. 57: BC-Spektrum von 14 (125 MHz, CDCl5).
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Abbildung A. 58: 'H-Spektrum von RhB Pip 13 (500 MHz, CDCl5).
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Abbildung A. 59: 3C-Spektrum von RhB Pip 13 (125 MHz, CDCls).
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Abbildung A. 60: 'H-Spektrum von Bernsteinsdure RhB Pip 15 (500 MHz, MeOD-d4).
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Abbildung A. 61: ’C-Spektrum von Bernsteinsdure RhB Pip 15 (125 MHz, MeOD-d4).
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Abbildung A. 62: 'H-Spektrum von Fmoc-Lys-OH 16 (400 MHz, D;0).
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Abbildung A. 63: *C-Spektrum von Fmoc-Lys-OH 16 (100 MHz, D:O).

238 |



10. ANHANG

zzL Y
611
oL n
L ~ Feo
€11
9b°L |
8L o e
6v°L = .
TR | 6T'L
961 JW og'L _—
69°L L w LEL
om.p/ = . 06'L
No‘N O L6’L
Lee - | @ 2 6L ~
87'C N D €6'1
87T o v6'L
[ .
e
09'C ” L H cb'z W —
(3]
we M 9T
—
6LT~ S goz/
S
€877 o (v
88'C / F o = .
i ~ se'e
9TE - 1_ 8€'E
PEE~ € TR\ -
9E~ na T e~ T
o r oo
Ve 7 = O 99°¢
. " J
sl ¥ L L9¢
SL'E “W o3 & 89'¢
oL'g Feo R 69'€
8L'€ ﬁ < M
6L ] s m =
e | =
ey RN
€8¢ S
23 —
= e g )
06'€ g
"] ) )
wy <)
mu.i 1 =
E Y F S
6vp O I S
1994 OUAN o S Wv
88'9 | T L m S
£0°L | = )
20°L 1 kc 96'9
. 90°L
8Ly " I3 ol
MM.M ﬁ AT © NG 7L o
oo ° £ e
vL [} .. zZ . .
21 re N 152 2\ ot
6L [ — z 4
coz o es'L 0z
- 1 S~ z A es'L - o T 7
o1 s O " 89°L Lo
mi: 3 - FN =Y 890 - d A\ Hi:
8L ° s . - 760
P! s 69'L = - Pt
88'L-T \ ° ~= 69°L
mw.h\ Q O r e — LLL
V6L iy L \
208 N O - Mvu LL'L =
) 8LL —
N L
A

0.5
| 239

2.5 2.0 1.5 1.0

3.0

4.0

4.5

5.0 .
chemische Verschiebung [ppm]

7.5 7.0 6.5 6.0 5.5
Abbildung A. 65: 'H-Spektrum von Thiol-RhB Pip 21 (700 MHz, MeOD-d4).
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Abbildung A. 66: *C-Spektrum von Thiol-RhB Pip 21 (175 MHz, MeOD-d4).
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Abbildung A. 67: 'H-Spektrum von CED1 (700 MHz, D20). Es sind 19,3 Carboxyethylsubstituenten
pro Dextran gebunden.
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Abbildung A. 68: 'H-Spektrum von CED2 (500 MHz, D20). Es sind 13,0 Carboxyethylsubstituenten
pro Dextran gebunden.
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Abbildung A. 69: 'H-Spektrum von CED3 (700 MHz, D2O). Es sind 23,2 Carboxyethylsubstituenten
pro Dextran gebunden.
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Abbildung A. 70: 'H-Spektrum von CED4 (700 MHz, D;0). Es sind 19,4 Carboxyethylsubstituenten

pro Dextran gebunden.
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Abbildung A. 71: 'H-Spektrum von MID1 (700 MHz, D;O). Es sind 11,9 Maleinimidsubstituenten

pro Dextran gebunden.
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Abbildung A. 72: BC-Spektrum von MID1 (176 MHz, D:O).
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Abbildung A. 73: 'H, 'H-COSY-Spektrum von MID1 (700 MHz, D:O).
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Abbildung A. 74: 'H, 3C-HMBC-Spektrum von MID1 (700 MHz/ 176 MHz, D:O).
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Abbildung A. 75: 'H, BC-HMQC-Spektrum von MID1 (700 MHz/ 176 MHz, D:O).
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Abbildung A. 76: 'H-Spektrum von MID2 (500 MHz, D;0). Es sind 6,0 Maleinimidsubstituenten pro
Dextran gebunden.
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Abbildung A. 77: 'H-Spektrum von MID3 (500 MHz, D.0O). Es sind 17,0 Maleinimidsubstituenten
pro Dextran gebunden.
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Abbildung A. 78: 'H-Spektrum von MID4 (700 MHz, D.O). Es sind 10,2 Maleinimidsubstituenten
pro Dextran gebunden.
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Abbildung A. 79: 'H-Spektrum des affinen Peptids 8 (700 MHz, D;0).
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Abbildung A. 80: 'H-Spektrum des hochaffinen Peptids 9 (600 MHz, D:O).
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Abbildung A. 81: 'H-Spektrum des Rhodamin B-Piperazinamid-tragenden Peptids Lys(RhB Pip)-
NLS-TAT 19 (700 MHz, D:0).
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Abbildung A. 82: 'H-Spektrum des Rhodamin B-Piperazinamid-tragenden Peptids Lys(RhB Pip)-
TAT-NLS 20 (700 MHz, D;0).
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Abbildung A. 83: 'H-Spektrum des nicht-bindenden Peptids IVS-Negativ 22 (700 MHz, D-0).
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Abbildung A. 84: 'H-Spektrum des nicht-bindenden Peptids IVS-Negativ mit Thiollinker 22b
(700 MHz, D;0).
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Abbildung A. 85: 'H-Spektrum des FLAG-Tags 23 (700 MHz, D:0).
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Abbildung A. 86: 'H-Spektrum des zellpenetrierenden Peptids TAT 11 (700 MHz, D:O).
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Abbildung A. 87: 'H-Spektrum von K14 (700 MHz, D,0). Es sind 3,9 affine Peptide pro Dextran

gebunden.
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Abbildung A. 88: 'H-Spektrum von K15 (500 MHz, D:0). Es sind 4,6 affine Peptide pro Dextran
gebunden.
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Abbildung A. 89: 'H-Spektrum von K16 (700 MHz, D.O). Es sind 10,0 affine Peptide pro Dextran
gebunden.
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Abbildung A. 90: 'H-Spektrum von K12 (700 MHz, D2O). Es sind 2,3 hochaffine Peptide pro Dextran
gebunden. Die Beladung des Thiol-RhB Pips wurde mittels Absorption bestimmdt.
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Abbildung A. 91: 'H-Spektrum von K17 (500 MHz, D2O). Es sind 4,0 hochaffine Peptide pro Dextran
gebunden.
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Abbildung A. 92: 'H-Spektrum von K4 (500 MHz, D;0). Es sind 4,5 hochaffine Peptide pro Dextran
gebunden. Die Beladung des Lys(RhB Pip)-NLS-TAT wurde mittels Absorption bestimmt.
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Abbildung A. 93: 'H-Spektrum von K5 (500 MHz, D.O). Es sind 4,8 hochaffine Peptide pro Dextran
gebunden. Die Beladung des Lys(RhB Pip)-TAT-NLS wurde mittels Absorption bestimmdt.
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Abbildung A. 94: 'H-Spektrum von K6 (500 MHz, D,0). Es sind 5,2 hochaffine Peptide pro Dextran
gebunden. Die Beladung des Lys(RhB Pip)-NLS-TAT wurde mittels Absorption bestimmt.
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Abbildung A. 95: 'H-Spektrum von K7 (500 MHz, D,0). Es sind 5,2 hochaffine Peptide pro Dextran
gebunden. Die Beladung des Lys(RhB Pip)-TAT-NLS wurde mittels Absorption bestimmdt.
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Abbildung A. 96: 'H-Spektrum von K13 (700 MHz, D,O). Es sind 5,9 hochaffine Peptide pro Dextran
gebunden. Die Beladung des Thiol-RhB Pips wurde mittels Absorption bestimmdt.
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Abbildung A. 97: 'H-Spektrum von K1 (500 MHz, D;0). Es sind 6,1 hochaffine Peptide pro Dextran
gebunden. Die Beladung des Lys(RhB Pip)-TAT-NLS wurde mittels Absorption bestimmt.
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Abbildung A. 98: 'H-Spektrum von K8 (500 MHz, D,0). Es sind 6,3 hochaffine Peptide pro Dextran
gebunden. Die Beladung des Lys(RhB Pip)-NLS-TAT wurde mittels Absorption bestimmt.
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Abbildung A. 99: 'H-Spektrum von K9 (500 MHz, D;0). Es sind 7,2 hochaffine Peptide pro Dextran
gebunden. Die Beladung des Lys(RhB Pip)-NLS-TAT wurde mittels Absorption bestimmdt.
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Abbildung A. 100: 'H-Spektrum von K10 (700 MHz, D;0). Es sind 9,9 hochaffine Peptide pro Dextran
gebunden. Die Beladung des Lys(RhB Pip)-TAT-NLS wurde mittels Absorption bestimmt.
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Abbildung A. 101: 'H-Spektrum von K18 (700 MHz, D.O). Es sind 2,2 affine Peptide pro Dextran
gebunden.
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Abbildung A. 102: 'H-Spektrum von K19 (700 MHz, D:O). Es sind 4,8 affine Peptide pro Dextran
gebunden.
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Abbildung A. 103: 'H-Spektrum von K20 (700 MHz, D:O). Es sind 6,6 affine Peptide pro Dextran
gebunden.
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Abbildung A. 104: 'H-Spektrum von K21 (700 MHz, D.O). Es sind 7,1 affine Peptide pro Dextran
gebunden.
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Abbildung A. 105: 'H-Spektrum von K22 (700 MHz, D;0). Es sind 2,0 hochaffine Peptide pro Dextran
gebunden.
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Abbildung A. 106: 'H-Spektrum von K23 (700 MHz, D:O). Es sind 3,2 hochaffine Peptide pro Dextran
gebunden.
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Abbildung A. 107: 'H-Spektrum von K24 (700 MHz, D:0). Es sind 5,9 hochaffine Peptide pro Dextran
gebunden.
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Abbildung A. 108: 'H-Spektrum von K11 (700 MHz, D-0O). Es sind noch 9,4 freie Maleinimide vor-
handen. Die Beladung des Thiol-RhB Pips wurde mittels Absorption bestimmdt.
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Abbildung A. 109: 'H-Spektrum von K2 (700 MHz, D;O). Es sind noch 5,1 freie Maleinimide vor-
handen. Die Beladung des Lys(RhB Pip)-NLS-TAT wurde mittels Absorption bestimmt.
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Abbildung A. 110: 'H-Spektrum von K25 (700 MHz, D;0). Es sind 6,9 IVS-Negativpeptide pro
Dextran gebunden.
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Abbildung A. 111: 'H-Spektrum von K26 (700 MHz, D:O). Es sind 1,2 FLAG-Tags pro Dextran ge-
bunden.
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Abbildung A. 112: 'H-Spektrum von K27 (700 MHz, D.0O). Es sind 2,0 FLAG-Tags und 3,9 IVS-Ne-

gativpeptide pro Dextran gebunden.
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Abbildung A. 113: 'H, 'H-COSY Spektrum von K27 (700 MHz, D2O). Anhand des COSY Spektrums

konnen die Signale des FLAG-Tags identifiziert werden.
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Abbildung A. 114: 'H-Spektrum von K28 (700 MHz, D:0). Es sind 1,6 FLAG-Tags und 3,5 hochaffine

Peptide pro Dextran gebunden.
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Abbildung A. 115: 'H-Spektrum von K29 (700 MHz, D,0). Es sind 2,3 FLAG-Tags und 4,0 affine
Peptide pro Dextran gebunden.
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Abbildung A. 116: 'H-Spektrum von K30 (500 MHz, D;O). Es sind 2,6 TAT-Peptide pro Dextran
gebunden. Die Beladung des Thiol-RhB Pips wurde mittels Absorption bestimmt.
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Abbildung A. 117: 'H-Spektrum von K31 (700 MHz, D20). Es sind 2,0 Peptidomimetika 27, 2,6 TAT-
Peptide und 0,5 Fluorophore pro Dextran gebunden.
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Abbildung A. 118: 'H-Spektrum von K32 (700 MHz, D,O). Es sind 4,0 Peptidomimetika 27, 2,6 TAT-
Peptide und 0,5 Fluorophore pro Dextran gebunden.

o~ ;M om o~
n oo =]
~ ~N O n
I \ o/
/T

|

|
o B I S—
No- N
~N I~ o -}
T T T T T T T T T T T T T T T T
.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0

3.5
chemische Verschiebung [ppm]

Abbildung A. 119: 'H-Spektrum von K33 (500 MHz, D:O). Es sind 3,6 Peptidomimetika 27 pro
Dextran gebunden. Die Beladung des Thiol-RhB Pips wurde mittels Absorption bestimmt.

266 |



10. ANHANG

—7.28
—6.99
~5.36
_5.15
_-5.00

S S

A M M N .J\J
N

T

12.2]

r T T T T T T T T T T T T T T T T
.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 o
chemische Verschiebung [ppm]

Abbildung A. 120: 'H-Spektrum von K34 (500 MHz, D:O). Es sind 6,0 Peptidomimetika 27 pro
Dextran gebunden. Die Beladung des Thiol-RhB Pips wurde mittels Absorption bestimmt.
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Abbildung A. 121: 'H-Spektrum von K35 (700 MHz, D,0). Es sind 1,9 TAT-Peptide pro Dextran
gebunden. Die Beladung des Thiol-RhB Pips wurde mittels Absorption bestimmdt.
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