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Well, a wiser fellow than myself once said, sometimes you eat the bear.

And much obliged, sometimes the bear, well, he eats you.

The Stranger in The Big Lebowski
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1. Einleitung

1.1. Struktur und Funktion von Nukleinsdauren

Nukleinsduren sind in viele biologische und biochemische Prozesse involviert. Als Bausteine
der DNA (Desoxyribonukleinsdure) sind sie die Triager der genetischen Information eines
Lebewesens. Diese wird mit Hilfe der RNA (Ribonukleinsiure) im Rahmen der Proteinbio-
synthese weitergegeben. [1:2

Erst in den letzten zwanzig Jahren ist zunehmend bekannt geworden, dass auch RNA
eine sehr viel groflere strukturelle und funktionelle Vielfalt hat als bisher angenommen.
Wurde der RNA frither hauptsichlich die Rolle als Ubertriiger von Erbinformationen in
Form von mRNA (messenger RNA) und der Transport der einzelnen Aminoséurebaustei-
ne bei der Proteinbiosynthese in Form von tRNA (transfer RNA) zugeschrieben, so kennt
man heute eine Vielzahl weiterer zelluldrer Prozesse, bei denen RNA in verschiedenster
Form eine zentrale Rolle spielt. So ist sie beispielsweise in Form von snRNA (small nuclear
RNA)B! asRNA (antisense RNA) microRNAP! siRNA (small interfering RNA)% oder
riboswitches!”) unmittelbar an der Genregulation beteiligt. Desweiteren bestehen die kata-
lytisch aktiven Bestandteile der Ribosomen aus rRNA (ribosomal RNA). Bei vielen Viren
besteht das gesamte Genom aus RNA. In Anlehnung an ,, Ribonukleinsdure” und ,, Enzym*
werden katalytisch aktive RNA-Molekiile zudem als Ribozyme bezeichnet.

Diese Vielfalt an Funktionen setzt ein hohes Mafl an struktureller Diversitét voraus. Dass
bereits geringe Unterschiede in der Molekiilstruktur groflen Einfluss auf die Tertidrstruktur
nehmen konnen, zeigt der Vergleich von doppelstrangiger RNA (dsRNA) mit doppelstrian-
giger DNA (dsDNA).

1.1.1. Doppelstringige RNA

Auf molekularer Ebene unterscheidet sich DNA von RNA lediglich durch eine fehlende
Hydroxygruppe an 2’-Position des Riboseringes und den Ersatz der Nukleobase Thymin
durch Uracil.

In der Sekundarstruktur liegt RNA im Allgemeinen als einzelner, helikal gewundener
Strang vor, wihrend DNA meist einen, ebenfalls helikal gewundenen, Doppelstrang mit

antiparalleler Basenanordnung ausbildet. Jedoch kann auch die RNA eine doppelstringige
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Struktur ausbilden. Diese ist ein wichtiges Strukturmerkmal in vielen Organismen, da die
Erkennung von dsRNA eine zentrale Rolle in vielen biologischen Prozessen spielt. 8! So ist
sie beispielsweise bei der RNA-Interferenz ¥, dem mRNA-editing 191 oder der Interferon-
kontrollierten Reaktion von Viren'? von entscheidender Bedeutung.

Zwar bildet dsRNA wie dsDNA eine helikale Struktur aus. Der direkte Vergleich zeigt
jedoch, dass die beiden Helices in ihrer Form nicht identisch sind. Die dsDNA liegt als
sogenannte B-Helix vor, die sich durch eine breite und eher flache grofie Furche auszeichnet.
Die kleine Furche hingegen ist eng und tief. Im Gegensatz dazu weist die A-Helix der dsRNA
eine enge und sehr tiefe grofle Furche auf, wihrend die kleine Furche sehr breit und flach
ist (Tab. 1.1).[13

Tabelle 1.1.: Strukturelle Merkmale der dsDNA-B-Helix im Vergleich zur dsRNA-A-Helix.
B-Helix (dsDNA) A-Helix (dsRNA)

Richtung rechtsgingig rechtsgéingig
Konformation der glycosidischen Bindung anti anti
Zuckerfaltung C2’-endo C3’-endo
Basenpaare pro Windung 10,4 11
Ganghohe 3,32 nm 2,46 nm
Neigung der Basenpaare 1° 19°

grofle Furche breit, eher flach eng, sehr tief
kleine Furche eng, tief sehr breit, flach

Die grofle Furche der RNA-A-Form-Helix ist zum einen zu eng, zum anderen durch ne-
gativ geladene Phosphatreste blockiert, um Kontakte zwischen Proteinen und den Basen
zu erlauben. Eine basenspezifische Erkennung durch Proteine, wie bei der dsDNA, ist hier
daher nicht moglich. Da die chemische Umgebung in der kleinen Furche der A-Helix weit-
gehend unabhéngig von der Basensequenz ist (es werden hauptséchlich 2’-Hydroxygruppen
prisentiert), geht man davon aus, dass hier keine Sequenzspezifitét vorliegt, sondern die Er-

5], Zur Unterscheidung verschiedener RNA-Doppel-

kennung vielmehr strukturabhéngig ist
stringe konnten zum Beispiel strukturelle Unregelméfigkeiten wie Ausstiilpungen, loops,
Fehlpaarungen oder iiberhiingende Einzelstrangenden dienen. 1619 In Abb. 1.2 sind einige

Beispiele fiir Sekundér- und Tertidrstrukturelemente von RNA gezeigt.

1.1.2. DNA/RNA-bindende Proteine

Die Wechselwirkung von Proteinen mit DNA ist sehr gut untersucht. Die Unterscheidung

verschiedener DNA-Striinge durch Proteine erfolgt meist anhand der Basensequenz. (2!

Haufig vorkommende Strukturmotive sind Heliz-loop-heliz-Strukturen, Leucin-zipper und
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dsDNA - B-Helix dsRNA - A-Helix

Abbildung 1.1.: Vergleich der Tertidrstruktur von dsDNA (griin) und dsRNA (rot). Zur lllustration wurden zwei
Doppelstrange mit je 16 Basenpaaren einer sich wiederholenden ACGT-, bzw. ACGU-Sequenz
mit dem Softwarepaket Syby! !l erzeugt.

Zinkfinger. 22l Aufgrund der inzwischen gewonnenen Erkenntnisse ist es mittlerweile so-
gar moglich, Molekiile (beispielsweise Peptide) zu synthetisieren, die selektiv bestimmte

Nukleotidsequenzen erkennen. [23:24]

Das Zinkfingermotiv

Zinkfinger sind neben Heliz-turn-heliz-Strukturen und Leucin-zippern ein hiufig vorkom-
mendes Strukturmotiv in Nukleinséure-bindenden (dsDNA und ssRNA) Proteinen. Mehr
als 4000 dieser Domiinen sind in iiber 700 verschiedenen Proteinen bekannt 25 und es wird
vermutet, dass bis zu ein Prozent der im menschlichen Genom kodierten Proteine ein Zink-
fingermotiv enthalten. Sie bestehen in der Regel aus etwa 30 Aminoséuren, von denen vier
koordinativ an ein einzelnes Zn?*-Ion gebunden sind. Die beiden am hiufigsten vorkom-
menden Substrukturen sind Cys, und CyssHiss, was bedeutet, dass das Zinkion entweder
iitber vier Cysteinreste oder iiber zwei Cystein- und zwei Histidinreste koordiniert ist. Im
CyssHisa-Motiv sind die beiden Histidinreste in der Regel drei oder vier Aminoséduren von-
einander entfernt. Daneben gibt es noch eine Reihe seltener vorkommender Zinkfingermoti-

ve.[] Ublicherweise sind die einzelnen Zinkfingerdomiinen sechs bis acht Aminoséuren von-
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Abbildung 1.2.: Sekundér- (a-h) und Tertidrstrukturelemente (i-I) von RNA. Dicke Linien kennzeichnen das
Nukleinsdureriickgrat, diinne Linien reprasentieren die Basen. Abbildung entnommen aus .

einander entfernt. Das Zinkion selbst tritt nicht mit der Nukleinsdure in Wechselwirkung,
sondern stabilisiert durch die Koordination das kleine Strukturmotiv. Als erstes wurde das
Zinkfingermotiv im Transkriptionsfaktor IITA (TFIIIA) aus Xenopus laevis identifiziert
(Abb. 1.3).[20]

Wihrend das Zinkfinger-Motiv bei dsDNA-bindenden Proteinen schon seit lingerem be-
kannt ist, wurde es bei dsRNA-bindenden Proteinen erstmals beim dsRNA-binding prote-

in ZFa (dsRBP-ZFa) aus Xenopus laevis, einem afrikanischen Krallenfrosch, gefunden (s.
1.1.3).[27.28]
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1.1. Struktur und Funktion von Nukleinsduren

Abbildung 1.3.: NMR-Struktur der ersten drei Zinkfingerdomanen von TFIIIA (PDB-Code: 1TF3) im Komplex
mit dsDNA."*) Das Protein (cyan) windet sich um die Doppelhelix und bindet mit seinen drei
Zinkfingerdomanen kooperativ an den DNA-Doppelstrang. Die koordinierten Zink-lonen sind
orange dargestellt.

Das double-stranded RNA-binding motif (dsRBM)

Im Gegensatz zur dsDNA ist die Wechselwirkung von dsRNA mit Proteinen sehr viel we-
niger gut untersucht. Ein Motiv, das bei fast allen bisher bekannten dsRNA-bindenden
Proteinen gefunden wurde, ist das double-stranded RNA-binding motif (dsRBM). Diese
in der Regel etwa 70 Aminosduren umfassende Sequenz bildet eine sehr charakteristische
Tertidrstruktur aus, eine a-f3-3-5-a-Faltung, bei der die beiden Helices auf einer Seite des
dreistringigen, antiparallelen S-Faltblattes angeordnet sind. Die meisten potenziell dSRNA-
bindenden Reste sind auf der Oberfliche exponiert. Proteine mit dsRBM binden an dsRNA,
sowie in manchen Féllen auch an RNA-DNA-Hybride, wobei in der Regel keine Sequenz-
spezifitéit erkennbar ist. Neben seiner wichtigen Funktion bei der dsSRNA-Erkennung ist das
dsRBM auch an der Komplexbildung von Protein-Protein-Wechselwirkungen beteiligt. 2

Das dsRBM wurde zunéichst in Staufen, einem Protein, das fiir die mRNA-Lokalisierung
in Drosophila verantwortlich ist, und PKR, einer dsRNA-aktivierten Proteinkinase in Na-
gern, entdeckt. 30321 Bis 2005 waren bereits 388 eukaryotische, davon 72 humane, Proteine
aus mindestens neun Proteinfamilien mit unterschiedlicher Funktion bekannt, die bis zu

fiinf dieser Bindungsmotive enthalten kénnen. [33)

11
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Bisher konnten neun hochaufgeloste Strukturen des dsRBM im Komplex mit dsRNA-
Konstrukten aufgeklirt werden. ?* 4% Obwohl die untersuchten Domiinen aus verschiede-
nen Proteinen mit zum Teil geringer Sequenzhomologie stammen und die dsRNA-Bin-
dungspartner sich teilweise stark in ihrer Sequenz unterscheiden, weisen die Strukturen
eine sehr grofe Ahnlichkeit auf. Die Wechselwirkung findet dabei hauptsichlich zwischen
2’-Hydroxygruppen und Phosphat-Sauerstoffen des Zucker-Phosphat-Riickgrats der dsRNA
und der ag-Helix, dem [3-ag-loop und dem [1-fB2-loop des Proteins statt (Abb. 1.4). Sie
ist daher auf RNA-Seite nicht sequenzspezifisch. Das Motiv lagert sich an einer Seite des
dsRNA-Doppelstranges an und tiberbriickt zwei kleine Furchen sowie die dazwischenliegen-
de grofle Furche. Aufgrund der unterschiedlichen Topologie der groflen und kleinen Furchen
(siehe 1.1.1) kann so dsRNA im Gegensatz zu dsDNA erkannt werden. Wie hingegen zwi-

schen verschiedenen dsRNAs unterschieden werden kann, ist damit aber noch nicht geklart.

Loop between
Bland p2

Abbildung 1.4.: Wechselwirkung zwischen dem dsRBM von Xlrbpa-2 mit doppelstrangiger RNA. Das Protein-
riickgrat ist in violett dargestellt, die mit der RNA interagierenden Reste in griin bzw. grau.
Wasserstoffbriicken sind durch gestrichelte schwarze Linien gekennzeichnet. Abbildung entnom-

men aus[34].

In deutlich geringerem Mafle sind auch dsRNA-bindende Proteine ohne das charakte-
ristische dsRBM bekannt. Protein-dsRNA-Komplexe sind beispielsweise vom Protein p19,
das spezifisch dsRNA von 19 Basenpaaren (BP) Linge erkennt [41,42] * yom B2 Protein des

12



1.1. Struktur und Funktion von Nukleinsduren

43,44 yom core-Protein des blue-tongue virus [45] sowie von Proteinen, die

flock house virus!
mit doppelstringigen rRNA-Regionen wechselwirken [*6!| charakterisiert worden.

Fin ebenfalls spezifisch dsRNA-erkennendes Protein ist das double-stranded RNA-binding
protein ZFa (dsRBP-ZFa) aus Xenopus laevis. Funktion und natiirliches Substrat die-
ses Proteins sind noch nicht bekannt, auch konnte noch keine Komplexstruktur erhal-
ten werden. Es deutet aber vieles darauf hin, dass es sich hier um ein neues dsRNA-

Erkennungsmotiv handelt (s. 1.1.3).

1.1.3. Das dsRNA-binding protein dsRBP-ZFa aus Xenopus laevis

Das double-stranded RNA-binding protein dsRBP-ZFa aus Xenopus laevis wurde erstmals
beim Screening einer ovarialen complementary DNA (cDNA) Expressionsbibliothek, wie sie
fiir die Suche nach DNA bindenden Proteinen verwendet wird, identifiziert. 28 Es besteht
aus 524 Aminoséduren und hat einen sauren C- und einen basischen N-Terminus. Es enthélt
insgesamt 7 Zinkfingermotive des CoHo-Typs, von denen die C-terminalen vier von der
Sequenz her nahezu identisch sind (91 - 100 % Sequenzhomologie), die N-terminalen drei
aber weder untereinander noch zu den vier C-terminalen groBe Ahnlichkeit zeigen (Abb.
1.5).

Die biologische Funktion von dsRBP-ZFa ist bislang noch vollig unklar. Die homologen
Proteine JAZ, wig-1 und PAG608, die in Nagern und beim Menschen gefunden wurden
und wie dsRBP-ZFa eine hohe Priferenz fiir dAsSRNA und RNA/DNA-Hybride gegeniiber
dsDNA zeigen (siche néchster Abschnitt), spielen eine wichtige Rolle beim Prozess der
Apoptose. #8751 Sie werden durch den Tumorsuppressor p53 induziert und in bestimmten
Tumoren, beispielsweise dem Plattenepithelzellkarzinom der Lunge, in erh6hten Konzentra-
tionen gefunden. Kiinstlich hervorgerufene Uberexpression dieser Proteine kann Apoptose
auslosen und das Wachstum von Tumorzellen hemmen. Die Bindung an dsRNA mit Hilfe

intakter Zinkfingerdoménen ist fiir ihre Funktion essentiell.

Electrophoretic mobility shift assays zeigten eine starke Priferenz zur Bindung an A-
Form-Helices. Fiir 36 Basenpaare umfassende dsRNA und RNA/DNA-Hybride wurden
Bindungskonstanten im nanomolaren Bereich erhalten. Eine Sequenzspezifitéit konnte dabei
jedoch nicht beobachtet werden. Um den Einfluss der einzelnen Zinkfingerdoménen naher
zu untersuchen, synthetisierten Finerty et al. sieben verschiedene Proteinkonstrukte, die
jeweils eine unterschiedliche Kombination der sieben Zinkfingerdoménen enthielten (Abb.
1.6).[*T Wiihrend die Konstrukte zf-67 und zf-7 auch bei hohen RNA-Konzentrationen
(1 pM bzw. 10 pM) keine Bindung zeigten, wurden fiir die Konstrukte zf-123, zf-4567 und

zf-567 Bindungskonstanten im nanomolaren Bereich erhalten. Bindung an einzelstringige
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gerdomanen verglichen werden. Die N-terminalen Fortsetzungen der JAZ- und wig-Proteine sind
nicht gezeigt, die Nummerierung entspricht der dsSRBP-ZFa-Sequenz. Die Zink-koordinierenden

Cysteine und Histidine sind gelb

(hydrophob)
Darunter sind die Proteinfragmente dargestellt, denen verschiedene Zinkfingerdoméanen fehlen.

Von Finerty et al. synthetisierte Proteinfragmente von dsRBP-ZFa."*"l Ganz oben dargestellt
sind das komplette Protein (dsRBP-ZFa) und das Protein ohne C-terminalen Rest (ZFaApro).
Die Zahl indiziert jeweils die Nummer der Zinkfingerdoméne.

Vergleich der Aminosauresequenz von dsRBP-ZFa aus Xenopus laevis mit den JAZ- und wig-
Proteinen aus anderen Organismen. Die Sequenzen sind so iibereinandergelegt dass die Zinkfin-

(hydrophil) und hellgelb (kurze Seitenkette) markiert. Abbildung entnommen aus**.

Abbildung 1.5.
Abbildung 1.6.
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1.1. Struktur und Funktion von Nukleinsduren

Oligonukleotide sowie an dsDNA konnte nicht beobachtet werden. Wéhrend zf-123 eine
ebenso hohe Affinitdt zu RNA/DNA-Hybriden zeigt, ist diese bei z{-4567 und zf-567 um

ein bis zwei Groflenordnungen kleiner.

Dass Konstrukte, die nur die ersten bzw. letzten drei Zinkfingerdoménen enthalten, eine
genauso starke Affinitét zu dsRNA zeigen wie das Wildtyp-Protein, war zun#chst einmal
erstaunlich. Diese Beobachtung legt die Vermutung nahe, dass dsRBP-ZFa zwei verschie-
dene dsRNA-Substrate hat.[*” Da die N-terminalen Zinkfinger RNA/DNA-Hybride mit
nahezu identischer Affinitdt wie dsRNA binden, ist es auch denkbar, dass das dazugehori-
ge Substrat eine Mischform aus A- und B-Helix ist oder dass es sich um eine komplexere
Topologie, wie beispielsweise bei der tRNA zu finden, handelt.

Die Struktur der beiden N-terminalen Zinkfingerdoménen wurde 2005 von Méller et al. 5]
mit Hilfe NMR-spektroskopischer Methoden aufgeklért (Abb. 1.7). Obwohl sich strukturel-
le Ahnlichkeiten sowohl zu klassischen CsoHs-Zinkfingern als auch zum dsRBM und anderen
Nukleinsédure bindenden Proteindoménen erkennen liefen, konnte nicht auf ein Bindungs-

motiv fiir die dsRNA-Wechselwirkung geschlossen werden.

Abbildung 1.7.: Struktur der beiden N-terminalen Zinkfingerdom&nen ZF1 und ZF2 aus dsRBP-ZFa. In grau
dargestellt ist jeweils das Zinkion, das von den beiden Histidin- (blau) und Cystein-Resten
(gelb) koordiniert wird. Griin und hellblau sind die beiden Helices, die das geknickte HTH-Motiv
bilden. Abbildung entnommen aus .

Beide Zinkfingerdoménen bilden eine §-3-a-a-Faltung aus. Die beiden das Zinkion koor-
dinierenden Cystein-Reste sind dabei in dem zweistréangigen antiparallelen S-Faltblatt loka-
lisiert, wiahrend die beiden a-Helices ein charakteristisches Heliz-turn-heliz-Motiv (HTH-
Motiv) ausbilden. Die das Zinkion koordinierenden Histidinreste befinden sich in jeweils
einer der beiden Helices und stabilisieren durch die Metallkoordination den Knick zwischen
diesen. Bei der ersten Zinkfingerdoméne (ZF1) schlieen sich N-terminal ein weiteres (-

Faltblatt sowie eine a-Helix an, wobei letztere mit dem HTH-Motiv in Interaktion tritt.
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1. FEinleitung

Auf der solvensexponierten Seite der HTH-Motive von ZF1 und ZF2 befinden sich mehre-
re Lysin- und Argininreste und bilden eine positiv geladene Oberfliche (Abb. 1.8). Diese
konnte sehr gut mit dem negativ geladenen Zucker-Phosphat-Riickgrat der dsRNA wech-

o &
5 8

Abbildung 1.8.: Elektrostatisches Oberflichenpotential von ZF1 (links) und ZF2 (rechts). Positiv geladene Be-
reiche sind blau, negative rot gefarbt. Die nach auBen liegenden Bereiche des HTH-Motivs
sind vornehmlich positiv geladen und damit fiir eine Wechselwirkung mit RNA pradestiniert.
Abbildung entnommen aus 9,

selwirken.

Somit lassen sich zwar strukturelle Ahnlichkeiten zu klassischen CoHy-Zinkfingern erken-
nen, in vielerlei Hinsicht verhalten sich die hier beschriebenen Zinkfinger allerdings unty-
pisch. So sind die beiden Zinkfingerdoménen im Gegensatz zu sonst iiblichen sechs bis acht
Aminosduren durch einen langen, 40 Aminosiuren umfassenden, unstrukturierten Linker
verbunden, wodurch sie sich unabhéngig voneinander bewegen konnen. Der Abstand zwi-
schen den beiden Zink koordinierenden Histidinresten ist mit fiinf Aminoséduren langer als
die iiblicherweise gefundenen drei bis vier. Desweiteren hat die Strukturaufklarung gezeigt,
dass die Zinkkoordination an sich ungewochnlich ist: das Zinkion wird jeweils {iber einen
0- und einen e-Stickstoff der beteiligten Histidin-Seitenketten koordiniert. Es handelt sich
hier also vermutlich um ein zum damaligen Zeitpunkt neues Erkennungsmotiv fiir doppel-
stringige RNA.
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1.1. Struktur und Funktion von Nukleinsduren

Einen interessanten Hinweis auf ein mogliches Substrat von dsRBP-ZFa lieferte eine
Veroffentlichung von Zhou et al. im Jahre 2008. Dimethylallyltransferase (DMATase) ka-
talysiert den Transfer einer Dimethylallylgruppe eines Dimethylallyl-Pyrophosphates zum
N6-Stickstoff von Adenin 37 bestimmter tRNAs. Zhou et al. haben Kristallstrukturen meh-
rerer Zwischenformen des DMATase-tRNACY$-Komplexes veroffentlicht, die neue Hinweise
auf den Reaktionsmechanismus lieferten. " Das Enzym erkennt das tRNA-Substrat durch
indirektes Auslesen der Sequenz. Adenosin 37 klappt aus dem Anticodon-loop der tRNA in
den Kanal der DMATase, wo die Funktionalisierung stattfindet (Abb. 1.9).

Abbildung 1.9.: Links: Struktur des DMATase-tRNA-Pyrophosphat-Komplexes. Die tRNA ist griin dargestellt,
blau die DMATase core domain, gelb die DMATase insertion domain, rot der C-Terminus mit dem
HTH-Motiv. Rechts: Interaktion des C-terminalen HTH-Motivs (grau) mit der tRNA (griin).
Abbildung entnommen aus.

Der eigentlich interessante Teil fiir die vorliegende Arbeit ist aber nicht das in Abb. 1.9
blau dargestellte aktive Zentrum des Proteins, sondern das rote Zinkfinger-Motiv, bestehend
aus den beiden antiparallel angeordneten -Faltblattern 57 und Sg sowie den sich C-terminal
anschliefenden a-Helices ag und agg, die in der Veroffentlichung wie folgt beschrieben
werden:

[...] The overall structure of the zinc finger can be interpreted as an uninterrupted long
heliz that is forced to make a kink by coordination of His-397 and His-403 with a zinc ion.
This results in a zinc finger whose shape is complementary to the structure of tRNA near

the junction of anticodon stem and D loop]...].
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Die Wechselwirkung findet hauptséichlich zwischen basischen Resten des HTH-Motivs
und negativ geladenen Phosphatresten der tRNA statt (Abb. 1.9). Bei einer Struktur-
Homologie-Suche konnte kein verwandtes Protein gefunden werden, weshalb die Autoren

diese Zinkfinger-Struktur als neues RNA-Erkennungsmotiv postulierten.

Andreeva et al. zeigten jedoch, dass besagtes HTH-Motiv eine sehr hohe Strukturhomo-
logie zu anderen Oligonukleotid-bindenden Zinkfingerdoménen mit H-X5-H-Motiv zeigt. 53]
In Abb. 1.10 sind Vergleiche mit Sequenzen und Strukturen anderer Oligonukleotid-binden-
der Proteine mit HTH-Motiv dargestellt. Neben den stark konservierten Cystein- (gelb) und
Histidin-Resten (blau), die an das Zinkion koordinieren, haben alle dargestellten Proteine
basische Aminoséuren an zwei identischen Positionen im Bereich des HTH-Motivs (violett).
Desweiteren ist die Anzahl basischer Aminosduren in diesem Bereich (zwischen sechs und
zwolf in einem Sequenzabschnitt von 27 Resten) bei allen gezeigten Proteinen relativ grofl.
Insbesondere aus dem Strukturvergleich mit ZF1 aus dsRBP-ZFa geht hervor, dass tRNA

als mogliches Substrat fiir dieses Protein in Frage kommt.

A IPTase_S.cerevisiae (3eph) 370 WTHYTCNVCRNADGKNVVAIGEKYWKIHLGSRREKSNLERNTR 412

IPTase_C.elegans Q9GYG3 389 NILLNCEICN====== ISMTGKDNWQKHIDGKKHKHHAKQKKL 425
IPTase_H.sapiens Q9H3H1 392 RSYHLCDLCD====== RIIIGDREWAAHIKSKSHLNQLKKRRR 428
ZFa_X.laevis dl (1zul) 31 FSDTQCKVCS-=-=---AVLISESQKLAHYQSRKHANKVRRYMA 67
ZFa_X.laevis_d2 lzul) 92 DRSKCCPVCN-=----MTFSSPVVAESHYIGKTHIKNLRLREQ 128
ZFHX4_M.musculus (2yrk) 11 GTEPECTLCG=====< -VKYSARLSIRDHIFSKQHISKVRETVG 47
ZNF593_H.sapiens : 40 GGLHRCLACA=-—-—==- RYFIDSTNLKTHFRSKDHKKRLEQLSV 76
UlC_H.sapiens (2vrd) 1 MPKFYCDYCD====== TYLTHDSVRKTHCSGRKHKENVEDYYQ 39

Abbildung 1.10.: A: Vergleich der Sequenz des N-terminalen HTH-Motivs aus der DMATase-tRNA-Struktur mit
bekannten HTH-Zinkfingern. Die Zink-koordinierenden Cysteine und Histidine sind gelb, bzw.
blau dargestellt. B: stereoview der tiberlagerten Strukturen der HTH-Zinkfingerstrukturen. Die
Farben der Dominen entsprechen denen aus A. C: Strukturvergleich von ZF1 aus dsRBP-ZFa
mit der DMATase-HTH-Domine im Komplex mit tRNA. Abbildung entnommen aus!®3.
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1.1. Struktur und Funktion von Nukleinsduren

1.1.4. Das dsRNA-erkennende Protein Rntlp aus Saccharomyces cerevisiae

Das Protein Rntlp gehort zur RNase I1I-Familie der dsRNA-Endonukleasen und spielt ei-
ne Schliisselrolle bei der RNA-Prozessierung von Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae),
indem es sehr spezifisch ausgewihlte RNA-Molekiile spaltet. (54 Bekannte Substrate dieser
Proteinklasse sind snRNAs!®” und snoRNAs (small nucleolar RNA), welche unter ande-
rem in die Modifikation von rRNA-Vorlaufern involviert sind, wie zum Beispiel bei der

g156-58] g[P960] - Aych sind Beispie-

spezifischen 2’0O-Methylierun oder der Pseudouridylierun
le dieser Familie bekannt, die eine wichtige Rolle bei der RNA-Interferenz spielen, z.B. die
Proteine Dicer aus Drosophila melanogaster®) und Drosha aus Caenorhabditis elegans(©1.

AuBerdem ist Rutlp im Abbauprozess von pre-mRNA und mRNA involviert (62:63],

Alle Substrate von Rntlp sind dsRNA-hairpins mit einem AGNN-tetraloop 04, wobei N
fiir eine beliebige Nukleobase steht. Die loop-Region dient dabei ausschliefSlich der Erken-
nung des Substrates, die eigentliche Spaltung der dsRNA findet im Bereich des Doppel-

stranges statt, in 14 - 16 Basenpaaren Abstand vom hairpin.54

Wu et al. verdffentlichten 2004 eine NMR-Struktur des dsRBM von Rntlp im Kom-
plex mit dsRNABY. Dazu synthetisierten sie ein 88 Aminoséuren umfassendes Protein,
entsprechend den Resten 366 - 453 von Rnt1p. Als Substrat verwendeten sie ein 32 Nukleo-
tide umfassendes Derivat (14 Basenpaare + tetraloop) des 5-hairpins des snR47 snoRNA-
precursors von Hefe, da die Interaktion mit diesem biochemisch relativ gut verstanden [54]
und die Struktur des AGAA-tetraloops bekannt ist(%]. Zusitzlich zur klassischen aq-3;-
Pa2-P3-ag-Faltung hat das dsRBM von Rntlp C-terminal eine weitere Helix (a3), die mit
ihrer hydrophoben Seite mit dem C-terminalen Teil der ai-Helix sowie dem aq-51-loop
wechselwirkt (Abb. 1.11, A, gelbe Struktur).

Das dsRBM von Rnt1p bindet das RNA-Substrat an einer Seite {iber fast dessen gesamte
Lénge, wobei die Wechselwirkung hauptséchlich iiber das Zucker-Phosphat-Riickgrat statt-
findet. Das Motiv zeigt den bekannten Bindungsmodus (siehe 1.1.2). Das Protein bindet
iiber drei aufeinanderfolgende kleine und grofle Furchen, wobei eine der kleinen Furchen an
den tetraloop grenzt. Die aq-Helix liegt in der kleinen Furche des tetraloops und der zwei
angrenzenden Basenpaare. Das N-terminale Ende der as-Helix und der S3-as-loop binden
an das Zucker-Phosphat-Riickgrat der grolen Furche, wihrend der 31-52-loop in der kleinen
Furche 10 - 13 Basenpaare entfernt vom tetraloop liegt (Abb. 1.11).

Erstaunlicherweise sind keine basenspezifischen Kontakte zwischen Protein und den kon-
servierten Basen des loops (A und G) zu beobachten. Es handelt sich hier also offensichtlich

um eine strukturspezifische Erkennung der tetraloop-Konformation.
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1. FEinleitung

Abbildung 1.11.: Wechselwirkungen zwischen dem dsRBM von Rntlp mit snR47h-RNA. A: Struktur des Kom-
plexes zwischen Protein und RNA. Gezeigt ist die Oberflache des RNA-Stranges mit den Basen
A15 in rot, G16 in blau und A17, A18 in orange. Das Protein ist gelb dargestellt. B-D: Detail-
lierte Abbildung der Interaktion des Proteins mit der kleinen Furche (B), der groBen Furche
(C) und der kleinen Furche des tetraloops als stereoview (D). Nukleotide sind griin dargestellt,
Phosphatreste und O2'-Gruppen von wechselwirkenden Riboseresten rot. Direkte und von Was-
ser mediierte Wasserstoffbriicken sind als orange bzw. blau gestrichelte Linien gekennzeichnet.
Die an der Wechselwirkung beteiligten Seitenketten des Proteins sind als sticks dargestellt,
das Proteinriickgrat als gelbes Band. Abbildung entnommen aus®°l.

Chanfreau et al. haben den Einfluss von Mutationen im Substrat von Rntlp sowohl auf
Bindung an das Protein, als auch auf die dsSRNA-Spaltung untersucht®*. Enthielt die RNA
statt des AGAA-loops einen ACAA-loop, fand keine Spaltung statt, im Falle von CGAA,
GAAA und UUCG war sie nahezu aufgehoben. Wurden Basenpaare zwischen tetraloop
und Spaltstelle entfernt, verschob sich letztere um die Anzahl der fehlenden Basenpaare.
Die Spaltungsaktivitéit blieb in diesem Fall jedoch praktisch unverdndert. Die Spaltstelle

definiert sich also offenbar ausschliellich durch den Abstand zum tetraloop.

Um den Einfluss des AGNN-tetraloops auf die Bindung von Rnt1p an sein RNA-Substrat
zu untersuchen, wurden SPR-Experimente in Abwesenheit von Mg?*, welches fiir die Spal-
tungsreaktion notwendig ist, durchgefiihrt. Dazu wurde Rntlp auf einer Dextranoberfli-
che immobilisiert und die Wechselwirkung mit sowohl Wildtyp-Substrat, als auch mit
der GAAA-tetraloop-Mutante untersucht. Wahrend die Assoziation von Rntlp mit dem
Wildtyp-Substrat etwa zehnmal schneller ablief als mit der Mutante (k,(AGAA) = 6,48 - 10°
ﬁ, k,(GAAA) =17,32- 104ﬁ), verlief die Dissoziation lediglich etwa zweimal so schnell
(ka(AGAA) =1,06-10731, ky(GAAA) = 5,67-10711). Daraus ergibt sich eine etwa fiinf-
mal kleinere Dissoziationskonstante fiir das Wildtyp Substrat (K4z(AGAA) = 1,6 nM,
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1.2. Kiinstliche Bindungsmotive fiir Nukleinsduredoppelstriange

Kq(GAAA) = 7,8 nM). Auch bei anderen RNA-Konzentrationen war die Dissoziations-
konstante Kp bei der GAAA-Mutante stets hoher als beim Wildtyp-Substrat.

Fiir die Erkennung der stem-loop-RNA durch die «a-Helix von Rntlp ist also offensicht-
lich ein AGNN-tetraloop notwendig. Allerdings ist wohl nicht die Sequenz, sondern die
Konformation des loops entscheidend, da die Wechselwirkung zwischen Protein und RNA
nur iiber die beiden nicht konservierten Reste des tetraloops, in diesem Fall A17 und A18,
stattfindet. Der Beitrag der aq-Helix von Rntlp zur Bindung an stem-loop-RNA-Substrate
ist relativ gering, der Grofiteil der Bindung geschieht iiber das restliche dsSRBM. Allerdings
ist diese Bindung alleine nicht produktiv, d.h. eine Spaltung der RNA findet nur bei Vor-
liegen des AGNN-tetraloops statt.

1.2. Kiinstliche Bindungsmotive fiir Nukleinsduredoppelstriange

Um in die biochemischen Prozesse in einer Zelle eingreifen zu koénnen, wurden sehr vie-
le Ansétze entwickelt und auch schon erfolgreich angewendet. Neben kleinen Molekiilen,
die selektiv biologisch aktive Spezies imitieren, zerstoren oder reversibel blockieren, wer-
den bereits erfolgreich modifizierte Nukleinsiuren, beispielsweise beim antisense-Ansatz,
eingesetzt. Auch der Einsatz von Peptiden spielt eine immer grofiere Rolle. [66]
Nukleinsduren stellen aufgrund ihrer sehr groflen Bedeutung in einer Vielzahl zellulédrer
Prozesse ein interessantes Ziel dar. Wahrend der Mechanismus bei Unterscheidung ver-
schiedener dsRNAs durch Proteine noch ziemlich unklar ist, ist dieser Vorgang fiir dsDNA
mittlerweile sehr gut untersucht und verstanden. Auch erlaubt die Topologie der B-Helix
der dsDNA im Gegensatz zur dsRNA direkte Kontakte zu den Basen, was eine sequenz-
spezifische Erkennung erméglicht. 2! Es ist inzwischen méglich, gezielt sequenzspezifische

Liganden fiir doppelstringige DNA zu erhalten. [23:24:67]

1.2.1. Niedermolekulare dsRNA-Liganden

Ein in Medizin und Wissenschaft hiufig verwendetes Prinzip zur Bindung an Nukleinsédure-
doppelstrange ist die Interkalation. Dabei lagern sich planare, heteroaromatische polyzy-
klische Molekiile in der Doppelhelix zwischen benachbarten Basenpaaren ein. Anwendung
finden Interkalatoren beispielsweise in der Molekularbiologie in Form von Ethidiumbromid
zum Anfiarben von Nukleinsiuren oder in der Medizin als Zytostatika, die die Replikation
und Transkription der DNA unterbinden. Allerdings haben sie eine, wenn iiberhaupt, sehr
geringe Selektivitét fiir DNA oder RNA. 03]

Eine Moglichkeit, Interkalatoren selektiver zu machen, ist die Funktionalisierung bzw.

Modifizierung mit Gruppen, die zwischen dsRNA und dsDNA oder bestimmten Sequenzen
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1. FEinleitung

unterscheiden konnen. Fiir dsDNA wurde das zum Beispiel anhand des natiirlichen Anti-
biotikums Actinomycin D gezeigt. Dabei handelt es sich bei der interkalierenden Einheit
um ein Phenoxazin-Derivat, an das zwei Zyklopeptide gebunden sind, welche in der kleinen
Furche der dsDNA liegen und so eine Sequenzspezifitiit bewirken. [69:70)

Es sind auch einige Beispiele fiir funktionalisierte Interkalatoren beschrieben, die selektiv
dsRNA erkennen. Eine Moglichkeit ist die Modifikation mit verschiedenen Nukleobasen,
welche z.B. komplementédr an Ausstiilpungen oder andere einzelstrangige Bereiche binden
konnen. ™) Auch die Modifikation mit Aminoséuren wie Argininseitenketten(™ oder Ami-
noglykosiden wie Neomyecin (™! wurde beschrieben.

Ein weiterer Ansatz sind die sogenannten threading Interkalatoren. Diese winden sich
durch den Doppelstrang und binden mit ihren Substituenten in beiden Furchen der Dop-

[74-76] Die Substrate dieser Substanzklasse miissen eine relativ labile Basenpaa-

pelhelix.
rung aufweisen, wie es beispielsweise in der Nihe von Fehlpaarungen und Ausstiilpun-
gen der Fall ist. Beispiele fiir dsRNA-bindende threading Interkalatoren sind substituierte

(78]

2-Arylchinoline ™, Amsacrin-4-carboxamid-Derivate "™, Diphenylfuran-Derivate™ oder

Peptid-Acridin-Konjugate [16).

Eine andere Klasse dsRNA-bindender Molekiile sind Aminoglykosid-Antibiotika. 8081
Dabei handelt es sich um Oligosaccharide, die eine oder mehrere Aminogruppen tragen.
Sie binden an die Aminoacyl-tRNA-kodierende Seite von prokaryotischer rRNA und un-
terbinden so den Translationsprozess. 8283 Vicens et al. haben Kristallstrukturen der drei
Aminoglykoside Paromomycin, Tobramycin und Geneticin jeweils im Komplex mit doppel-
stringiger Modell-RNA, die die Minimalstruktur der rRNA-Bindungstasche enthélt, verof-

fentlicht 8486 welche tiefere Einblicke in den Bindungsmechanismus geben 8.

1.2.2. Peptidmimetika

Der Ubergang zwischen der Verbindungsklasse der Peptide und der der Proteine ist flie-
Bend. Sie unterscheiden sich nur in der Lénge ihrer Aminosduresequenz. Aufgrund ihrer
zum Teil sehr hohen Spezifitit gegeniiber Sekundér- und Tertidrstrukturmerkmalen ihrer
Substrate sind Proteine pridestinierte Vorlagen zur Entwicklung selektiv wirkender, nie-
dermolekularer Substanzen. Als Pharmazeutika selbst sind sie aber eher ungeeignet, da sie

unter anderem

- ab einer Grofle von etwa 60 Aminosduren in der Regel gentechnisch hergestellt werden
miissen, was einen relativ hohen Arbeits- und Kostenaufwand bei geringen Ausbeuten
bedeutet,
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1.2. Kiinstliche Bindungsmotive fiir Nukleinsduredoppelstriange

- sowohl hinsichtlich ihrer Lagerstabilitéit, als auch ihres Loslichkeitsverhaltens oft sehr

problematisch sind,

- unter Umsténden eine geringe Membranpermeabilitét, einhergehend mit einer gerin-

gen Bioverfiigharkeit aufweisen kénnen,
- aufgrund proteolytischer Degradation eine geringe metabolische Stabilitdt haben.

Ein Ansatz diese Nachteile zu umgehen ist die Entwicklung von Peptidmimetika. Diese
sind in der Literatur definiert als Substanzen, die als Ligand oder Rezeptor den biologischen
Effekt eines Peptids oder Proteins auf Rezeptor-Niveau imitieren oder blockieren kinnen 87
bzw. als Substanz, die sowohl Sekunddrstruktur als auch andere strukturelle Figenschaf-
ten des Original Peptids/Proteins hat, was es ihr erlaubt, das Original Peptid/Protein an

88] Es handelt sich hierbei also prinzipiell um die

Rezeptoren oder Enzymen zu ersetzen
nicht-peptidische Nachbildungen biologisch aktiver Substrukturen von Proteinen.

Peptidmimetika gewinnen immer mehr an Bedeutung im biologisch-chemischen und phar-
mazeutischen Bereich. Dabei sind sie neben der Anwendung als Wirkstoffe auch in wissen-
schaftlicher Hinsicht interessant, beispielsweise bei der Aufkldrung von Protein-Ligand-
Wechselwirkungen. Oft ist es nicht moéglich, Komplexstrukturen von Proteinen zu kristal-
lisieren oder NMR-spektroskopisch auszuwerten. Mit Hilfe kleinerer Konstrukte kann das
mitunter gelingen. Dadurch kénnen Hinweise auf Bindungs- oder Reaktionsmodi erhalten
werden.

Als pharmakologische Wirkstoffe bieten Peptidmimetika gegeniiber den physiologisch ak-
tiven Proteinen interessante Vorteile, wie zum Beispiel die Verstirkung der Wirksamkeit,
die Erhohung der Selektivitit zur Verminderung von Nebenwirkungen, die Schaffung oraler
Bioverfiighbarkeit oder die Verlingerung der Wirkungsdauer durch Reduktion des enzyma-
tischen Abbaus im Organismus. 8791 Bei der Entwicklung solcher Peptidmimetika werden
in der Regel zunéichst mit Hilfe computergestiitzter Methoden und Strukturinformationen
aus Rontgenkristallographie und NMR-Spektroskopie Leitstrukturen entwickelt. Da Pep-
tidmimetika iiblicherweise chemisch synthetisiert werden, ergibt sich eine enorme struktu-
relle Vielfalt. Neben dem Einbau unnatiirlicher Aminosédurederivate bei der automatisier-
ten Festphasenpeptidsynthese, von denen bereits viele kommerziell erhéltlich sind, sind die
verschiedensten Modifikationen denkbar (s.u.). Nach Evaluation der ersten synthetisierten
Leitstrukturen kénnen diese sukzessive sowohl hinsichtlich ihrer Bindungs-, als auch sons-
tiger Wirkstoffeigenschaften optimiert werden. Beispiele fiir bereits als Arzneimittel einge-
setzte Peptidmimetika sind der ACE-Hemmer Captopril 2 oder der HIV-Proteaseinhibitor
Saquinavir 3.

Die Moglichkeiten zur Modifizierung der Peptidstruktur sind, wie schon gesagt, sehr

vielfiltig und konnen von leichten Verdnderungen der Ausgangsstruktur bis hin zum reinen
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Nichtpeptid reichen. Ein klassischer Ansatz ist die Modifikation der Seitenkette, angefangen
beim Austausch von L- gegen D-Aminosiuren. Im Rahmen der synthetisch-chemischen
Moglichkeiten sind der Phantasie hier nahezu keine Grenzen gesetzt. Ein Beispiel fiir eine
simple Modifikation mit weitreichenden Auswirkungen ist die Methylierung von Tyrosin
an der 3, 2’ und 6’ Position, was zur Einschréinkung der Rotation um die C#-C7-Bindung
fithrt und damit zur Begiinstigung bioaktiver Konformationen beitragen kann.®4 Auch das
Peptidriickgrat selbst kann modifiziert werden. Dabei konnen entweder zusétzliche Gruppen
zur Kettenverlangerung eingefiihrt werden, wie das z.B. bei S-Aminosduren der Fall ist, oder
die einzelnen Kettenglieder (NH, CH, CO) durch andere Funktionalitidten wie beispielsweise
O, N, CS, S, BH, SO, SOs etc. ersetzt werden.

Eine weitere Moglichkeit ist die Darstellung zyklischer Peptide, wobei die Uberbriickung
sowohl innerhalb eines Aminosiurerestes vorliegen als auch mehrere Aminosiuren umfas-
sen kann. Hier wiederum ergeben sich drei weitere Moglichkeiten: die Zyklisierung kann
von Riickgrat zu Riickgrat, vom Riickgrat zur Seitenkette oder von der Seitenkette zur Sei-
tenkette (side chain-to-side chain) erfolgen. Zyklische Peptide sind auch in der Natur weit
verbreitet. Sie wurden unter anderem in Pflanzen, Pilzen[%%, einfachen marinen Lebewesen,
wie z.B. Schwiimmen, sowie Bakterien gefunden!®%97. Der Vorteil zyklischer Peptide liegt
zum einen in der, verglichen zu ihren linearen Analoga, hoheren metabolischen Stabilitét,
da sie fiir proteolytische Degradation weniger anfillig sind. Dadurch ldsst sich im pharma-
zeutischen Einsatz eine lingere Wirkunsgdauer erzielen. Zum anderen sind sie durch die
konformationelle Rigiditit weniger flexibel, was zu einer erhchten Bindungsaffinitét und
Rezeptorselektivitit fithren kann. Auflerdem wird eine erhohte Membranpermeabilitit dis-
kutiert.®® Um bioaktive Sekundirstrukturen wie a-Helices, S-Faltblitter oder turns zu
stabilisieren, kénnen bestimmte Aminosiduresequenzen oder auch nicht proteinogene Grup-
pen in das Peptidmimetikum eingefiihrt werden. Beispiele dafiir sind die a-Helix-Induktoren

(88]

vom Typ zyklischer Hydrazide!'®® oder die kovalente Verkniipfung von Aminosdureresten

zur Stabilisierung der helikalen Konformation 9.

24



2. Zielsetzung

Die 2005 von Moller et al. veroffentlichte NMR~Strukur der ersten beiden Zinkfingerdomé-
nen des double-stranded RNA-binding proteins ZFa lieferte erste Hinweise auf die struk-
turellen Anforderungen fiir die spezifische Erkennung von doppelstriangiger RNA. Es wird
vermutet, dass dabei die Heliz-turn-heliz-Strukturen der beiden Zinkfingerdoménen ZF1
und ZF2 eine entscheidende Rolle spielen. Bislang sind weder die Funktion des Proteins
noch das natiirliche Substrat oder strukturelle Anforderungen an dieses bekannt.

Ziel dieser Arbeit war es, ndhere Erkenntnisse iiber diese Wechselwirkung zu erhalten,
sowie das HTH-Motiv im Peptidkontext nachzubilden. Dazu sollte zunéchst ein Protein-
konstrukt der ersten beiden Zinkfingerdoménen in Minimalmedium exprimiert werden, um
fiir NMR-Experimente zugingliches '°N-markiertes Protein zu erhalten.

Um Hinweise auf mogliche Bindungspartner zu erhalten sollten verschiedene Oligonu-
kleotidmotive auf ihre Wechselwirkung mit dem Protein untersucht werden. Dazu sollten

verschiedene biophysikalische Methoden eingesetzt werden.

Ausgehend von den HTH-Motiven beider Zinkfingerdoménen sollten verschiedene Pep-
tide hergestellt werden, die der Proteinstruktur moglichst nahe kommen sollten. Neben
der Synthese linearer Peptide sollten auch zyklische Vertreter synthetisiert werden, um die
Zinkkoordination der beiden Histidinreste zu imitieren. Zusétzlich sollte untersucht werden,
ob eine Zinkkoordination auch im Peptidkontext moglich ist.

Neben der fiir Peptide nach erfolgter Synthese iiblichen Charakterisierung mittels HPLC
und Massenspektrometrie sollten die 'H- und '3C-NMR-Resonanzen der Peptide mit Hil-
fe von zweidimensionalen NMR-FExperimenten zugeordnet werden. Mit den bestimmten
Kopplungskonstanten und dem Vergleich der chemischen Verschiebungen mit tabellierten
Werten fiir random-coil-Strukturen kénnten so Hinweise auf partiell vorliegende Sekundér-
strukturmerkmale erhalten werden.

Zur Untersuchung der dsRNA-Affinitdt der synthetisierten Peptide sollte ein Fluores-
zenzassay, der auf der Spaltung eines entsprechend modifizierten RNA-Substrates durch
das Hammerhead-Ribozym beruht, angewendet und auf seine Tauglichkeit fiir diese Art
Fragestellung evaluiert werden. Zusétzlich sollte die Affinitdt zu verschiedenen Oligonu-
kleotiden mit Hilfe von NMR-Titrationen und SPR-Spektroskopie untersucht werden.
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Desweiteren sollten Derivate der Peptide synthetisiert werden, die eine Immobilisierung
auf SPR-Sensorchips erméglichen. Damit kénnte es moglich sein, eine grofie Anzahl ver-

schiedener Oligonukleotide als mogliche Peptidliganden zu testen.

Als ebenfalls interessantes Vorbild fiir die Entwicklung spezifischer dsRNA-bindender
Peptide konnte die a1-Helix des Proteins Rnt1p dienen. Daher sollten ausgehend von deren
Sequenz ebenfalls Peptide synthetisiert werden um die Wechselwirkung mit verschiedenen
Oligonukleotidmotiven zu untersuchen. Wie bei den ZFa-Nachbildungen sollten auch hier
Derivate zur Immobilisierung auf SPR-Sensorchips hergestellt werden.

Auflerdem sollten mit den Rntlp-Peptiden der Einfluss einer N-terminalen PEG-Funk-
tionalisierung auf Reinigung und Analytik sowie die Einfithrung eines photoschaltbaren
Azobenzollinkers untersucht werden. Mit letzterem koénnte, durch Verbriickung iiber zwei
Cystein-Seitenketten, eine helikale Konformation durch Bestrahlung mit Licht geeigneter

Wellenlénge stabilisiert bzw. gestort werden.

Im Rahmen eines Kooperationsprojektes mit der Arbeitsgruppe Zumbusch, Universitét
Konstanz, sollte ein Pyrrolopyrrol-Cyanin-basierter NIR-Fluoreszenzfarbstoff kovalent an
ein zellmembrandurchdringendes Peptid gekuppelt werden. Mit Hilfe des Peptidrestes sollte
versucht werden, den Farbstoff in lebende HeLa-Zellen zu schleusen und dessen Verhalten

dort fluoreszenzmikroskopisch zu untersuchen.
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3. Methoden

3.1. Peptidsynthese

Wihrend zur Herstellung von Proteinen und grofien Peptiden (> 60 Aminosduren) {ibli-
cherweise auf gentechnische und enzymatische Methoden zuriickgegriffen wird, nutzt man
bei kiirzeren Peptiden im Allgemeinen chemische Methoden, bei denen das Molekiil der
Reihe nach aus einzelnen Bausteinen aufgebaut wird. Ein Meilenstein war hierbei die Pep-
tidsynthese an festen Tréigern (Solid Phase Peptide Synthesis, SPPS), die erstmals 1963 von
Merrifield beschrieben wurde. 1% Sie basiert auf einer kovalenten Verkniipfung der wach-
senden Peptidkette an einen unléslichen polymeren Trager und dem schrittweisen Aufbau
des Peptides vom C- zum N-Terminus mittels aufeinanderfolgender Kupplungs- und Ab-
spaltzyklen. Der entscheidende Vorteil dieser Methode liegt darin, dass Uberschiisse an
Reagenzien und eventuelle Verunreinigungen durch Nebenprodukte durch einfache Wasch-
und Filtrationsprozesse vom polymergebundenen Peptid abgetrennt werden kénnen. Damit
und aufgrund der sich immer wiederholenden Schritte ist die SPPS sehr gut fiir eine Au-
tomatisierung geeignet, was eine erhebliche Verringerung des Zeit- und Arbeitsaufwandes
bedeutet. Nach Abschluss der Synthese kann das Peptid vom polymeren Tréger abgespal-
ten, gereinigt und charakterisiert werden.

Der eigentliche Aufbau des Peptids erfordert den Einsatz verschiedener Schutzgrup-
pen. Dabei miissen der N-Terminus und die Seitenkettenfunktionalitéiten orthogonal ge-
schiitzt werden, d.h. die Schutzgruppen miissen sich unabhéngig voneinander abspalten
lassen. Eine sehr hiufig verwendete Methode ist die Fmoc/tBu—Strategie.[101’102] Dabei
wird eine Aminosidure mit Fmoc-geschiitztem N-Terminus iiber ihre zuvor aktivierte C-
terminale Carboxylgruppe an einen polymeren Triager gekuppelt. Durch Abspalten der
Fmoc-Schutzgruppe und Wiederholung des Kupplungsschrittes kann so sukzessive die ge-
wiinschte Peptidsequenz aufgebaut werden (Abb. 3.1). Um Peptide mit Deletionsstellen
zu vermeiden, welche die abschlieende Reinigung erheblich erschweren wiirden, werden
verbleibende freie Aminogruppen nach jedem Kupplungsschritt mit Essigsdureanhydrid
(Ac0) acetyliert.

Um bei der Kondensation eine Nebenreaktion mit den Seitenkettenfunktionalitéiten der

eingesetzten Aminoséuren zu verhindern, werden diese mit zur Fmoc-Entschiitzung or-
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Abbildung 3.1.: FlieBschema der Fmoc-Peptidsynthese. PG steht allgemein fiir eine Seitenkettenschutzgruppe,
Act fiir eine aktivierte Saurefunktion.
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thogonalen Schutzgruppen voriibergehend blockiert. In der Regel werden hier sdurelabile
Gruppen, wie beispielsweise die tert-Butyl-Schutzgruppe verwendet. Diese haben den wei-
teren Vorteil, dass sie am Ende der Synthese gemeinsam mit dem Peptid von der festen
Phase abgespalten werden konnen. Daneben gibt es eine grofie Anzahl weiterer geschiitzter
Aminosiurederivate, die abhéngig von der jeweiligen Synthesestrategie eingesetzt werden
konnen.

Zur oben beschriebenen Aktivierung der Carboxylgruppe der zu kuppelnden Aminoséure
stehen heute zahlreiche Reagenzien zur Verfiigung. Ublicherweise wird die Saurefunktion in
einen deutlich reaktiveren Aktivester iiberfiihrt, der dann mit der freien Aminofunktion des
festphasengebundenen Peptids reagiert. Eine ausfiihrliche Diskussion iiber die verschiede-
nen Kupplungsreagenzien ist in den Reviews von Montalbetti 193 und Katritzky 194 sowie
im Novabiochem-Katalog['9 gegeben. In dieser Arbeit wurden hauptséichlich Benzotria-
zolderivate verwendet. Diese haben, im Vergleich zu den frither verwendeten Carbodiimid-
reagenzien, in polaren Losungsmitteln wie DMF oder NMP deutlich bessere Kupplungsei-
genschaften.

Als erster Vertreter hielt das von Castro eingefithrte (Benzotriazol-1-yl-oxy)-tris-(di-
methylamino)-phosphonium-hexafluorophosphat (BOP)[I%] Einzug in die Peptidsynthe-
se. Aufgrund der Bildung des stark kanzerogenen HMPT (Hexamethylenphosphorsiure-
triamid) wird es heute aber weitgehend durch Guanidinium- (Abb. 3.2) oder zu BOP
analoge, weniger giftige Phosphoniumsalze!97 ersetzt (Abb. 3.3). Fiir die Kupplungs-
reagenzien HBTU (2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium Hexafluorophos-
phat), TBTU (2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium Tetrafluoroborat) und
HATU (O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium Hexafluorophosphat) ver-
mutete man lange Zeit die Struktur von Uroniumsalzen (O-Form). NMR-Daten und Ront-
genstrukturanalysen zeigten jedoch, dass diese Reagenzien tatséchlich als Guanidiniumsalze
(N-Form) vorliegen. 1% Um die aktive Acyl-Guanidinium- oder -Phosphonium-Spezies fiir
die Amidkupplung zu erhalten, muss die Sdurefunktion der Aminoséure durch Zusatz eines

tertidren Amins (EtsN oder DIPEA (Diisopropylethylamin)) deprotoniert werden.

T T T

"\ "\ NN
o/ o/ L o)
N N\ N N\

(¢]
(¢) 6O a

Me,N NMe, Me,N NMe, Me;N NMe,

HBTU TBTU HATU

Abbildung 3.2.: Guanidinium Kupplungsreagenzien
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Abbildung 3.3.: Phosphonium Kupplungsreagenzien

Als Additive werden bei der Kupplung gerne N-Hydroxyverbindungen (z.B. HOBt (1-
Hydroxybenzotriazol), HOAt (1-Hydroxy-7-azabenzotriazol)) zugesetzt. Sie sollen der Sen-
kung der Stereomutation dienen, indem die Bildung des intermedidren Aktivesters beschleu-
nigt wird. 199 Zusitzlich sollen sie eine Verminderung des nachteiligen Einflusses der ter-

. [110]

tidren Base bewirke Aufgrund der 2005 publizierten explosiven Eigenschaften von

HOBt " und der daraus resultierenden Auflagen fiir den Transport ist dieses mittlerweile
nicht mehr kommerziell erhéltlich. Sowohl eigene Beobachtungen als auch Untersuchungen
in der Literatur197:112] deuten jedoch auf eine nahezu identische Kupplungseffizenz ohne
den Zusatz von HOBt hin.

(o}

[¢]
o) )k )l\
" Q R Q/Bt\ R NHR'
PyBOP )b | + R'NH, +
R ® — = & S SN -~ 0 - - HOBt
+ DIPEA | || +
e N N—P—N ® .
®
R'NH, OBt Q | HN('Pr)2Et
N +

Abbildung 3.4.: Mechanismus der Aktivierung mit PyBOP. Zur Deprotonierung der Aminosaure ist die Zugabe
einer tertidren Base erforderlich.

|
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Abbildung 3.5.: Mégliches Nebenprodukt bei der Verwendung von Guanidiniumreagenzien.

Im Hinblick auf ihre Reaktivitéit sind die jeweils analogen Guanidinium- und Phospho-

niumsalze nahezu quivalent. '3 Ist eine freie Aminofunktion zugegen (bei ungeschiitzten

30



3.2. Proteinexpression

Seitenketten oder Zyklisierungen iiber ein Lactam), konnen Guanidiniumreagenzien jedoch
eine Nebenreaktion in Form einer N-Guanidinium-Bildung eingehen (Abb. 3.5), was zu
einer irreversiblen Blockierung der Aminofunktion fithrt. 124115 Da die Kupplung bei gin-
gigen Peptidsynthesen im Vergleich zur Bildung des Nebenproduktes sehr schnell verlauft,
tritt das Problem in der Regel nur bei langsamen oder stark gehinderten Kupplungen (wie
z.B. Zyklisierungen) auf. In solchen Fillen wird in der Regel auf Phosphoniumreagenzien
zuriickgegriffen. Bei automatisierten Synthesen wird hingegen trotz der moglichen Neben-
reaktion meist HBTU oder TBTU verwendet, da deren Losungen in DMF stabiler sind. 192

Wesentlich reaktiver als die anderen Vertreter ihrer Gruppe sind die beiden 7-Aza-
Derivate HATU und PyAOP. Durch den elektronenziehenden Effekt des zusétzlich einge-
fithrten Ringstickstoffs in 7-Position wird zum einen eine Stabilisierung der Abgangsgruppe
erreicht, zum anderen wird im Aktivester die Ausbildung eines Nachbargruppeneffektes er-
moglicht (Abb. 3.6).[116] Dies erhoht gleichzeitig die Reaktivitit und triigt zur Erhaltung

der Konfiguration bei. 7]

Abbildung 3.6.: Nachbargruppeneffekt bei der Verwendung von HOAt.

3.2. Proteinexpression

Ab einer Grofle von etwa 60 Aminosduren wird bei der Herstellung von Peptiden und
Proteinen in der Regel auf molekularbiologische Methoden zuriickgegriffen. Dazu werden
Organismen wie beispielsweise Bakterien, Pilze oder Sdugetierzellen gentechnisch so ver-
dndert, dass sie das gewiinschte Protein in grolen Mengen herstellen. Der am héufigsten
verwendete und am besten untersuchte Organismus ist das Darmbakterium Escherichia coli
(E. coli) 8], Es zeichnet sich vor allem durch seine Robustheit und kurze Generationszeiten
aus.

Damit die Bakterien das gewiinschte Protein exprimieren, miissen zunéchst die geneti-
schen Informationen dafiir vorhanden sein. Dies erreicht man durch die sogenannte Trans-
formation. Dabei werden zunéchst die Bakterienzellen kompetent, d.h. die Zellmembran

fiir fremde DNA durchléssig gemacht. Dies wird héufig mit einem Hitzeschock erreicht,
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3. Methoden

wobei die Zellen zunéchst mit CaCly, RbCl oder MnCls behandelt und dann fiir kurze Zeit
auf 42°C erhitzt werden. Salz und Hitze bewirken eine Perforation der Membran, durch
die dann die fremde DNA in die Zelle gelangen kann. Die eingeschleuste DNA enthélt die
genetische Information fiir das zu exprimierende Protein sowie einen oder mehrere Selek-
tionsmarker. Dabei handelt es sich um Resistenzgene gegen bestimmte Antibiotika. Diese
sind wichtig, da iiblicherweise nur ein Bruchteil der eingesetzten Zellen die fremde DNA
aufnimmt. Die transformierten Zellen kénnen dann auf das entsprechende Antibiotikum
enthaltenden Agar-Platten kultiviert werden, wobei sich nur diejenigen Zellen vermehren
bzw. iiberleben, die die entsprechenden Resistenzen und somit auch die Information fiir das

gewiinschte Protein in ihrem Genom tragen.

Der pET-21-Vektor

Das pET-System ist ein hdufig verwendetes System zur Klonierung und Expression von re-

(119] Bs enthélt mehrere Klonierungsstellen, an denen mit

kombinanten Proteinen in E. coli.
verschiedenen Restriktionsenzymen proteinkodierende DNA-Sequenzen eingefiigt werden
konnen. Diese Klonierungsstellen, bzw. die eingefiigten Gene des gewiinschten Proteins, un-
terliegen der Expressionskontrolle des T7-Promotors, der durch die E. coli RNA-Polymerase
nicht erkannt wird.'2%) Daher muss man bei Verwendung dieses Vektors E. coli-Stémme
verwenden, die das T7-RNA-Polymerase-Gen auf ihrer chromosomalen DNA tragen, wie
zum Beispiel E. coli BL21 (DE3).

Die Expression von T7-Polymerase und gewiinschtem Protein werden {iber ein lac-Operon
reguliert. Zugabe von Isopropyl-S-D-thiogalactopyranosid (IPTG) bewirkt eine allosterische
Konformationsdnderung des Lac-Repressors, was die Wechselwirkung mit dem lac-Operator
inhibiert. Dadurch werden schliefflich die Expression von T7-Polymerase und einkloniertem

Protein induziert.

Isolierung des gewiinschten Proteins

Zur Herstellung des gewiinschten Proteins werden die transformierten Zellen auf Agar-
Platten ausgestrichen und iiber Nacht anwachsen gelassen. Einzelne Kolonien werden dann
in zundchst wenigen Millilitern eines antibiotikahaltigen Wachstumsmediums kultiviert.
Die Zellen werden in immer groflere Mengen Nihrlosung iiberfiihrt, wobei stets UV /Vis-
spektroskopisch die optische Dichte kontrolliert wird. Hat man die gewiinschte Zelldichte
erreicht, wird die Uberexpression mit Hilfe von IPTG induziert. Nach einigen Stunden
wird die Zellsuspension abzentrifugiert, die Zellen in geeignetem Puffer resuspendiert und

darin aufgeschlossen. Nach Abzentrifugieren der unloslichen Zellbestandteile kann das ge-
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Abbildung 3.7.: Vektorkarte des pET-21-Vektors. Im Bereich des schwarzen Pfeils sind die Klonierungsstellen
fiir verschiedene Restriktionsenzyme enthalten.

wiinschte Protein mittels chromatographischer Reinigung isoliert werden. Meist werden hier
Tonentauscher-, Gelfiltrations-, und Affinitdtssdulen verwendet.

Die eingesetzten Nahrmedien enthalten alle fiir das Wachstum der Bakterien notwendi-
gen Stoffe und unterscheiden sich zum Teil stark in ihrer Zusammensetzung, je nachdem
welcher Bakterienstamm verwendet wird. Auflerdem muss beriicksichtigt werden, ob wei-
tere Zusétze fiir die Stabilitdt des zu exprimierenden Proteins, beispielsweise bestimmte
Tonen, notwendig sind. Benotigt man fiir NMR-Experimente markierte Proteine, wird die
gesamte Anzucht in sogenanntem Minimalmedium durchgefiihrt, welches nur die fiir das
Wachstum absolut benétigten Substanzen enthélt. Zum Beispiel enthédlt M9-Medium als
Kohlenstoff-, Stickstoff- und Wasserstoff-Quellen lediglich Glukose, Ammoniumchlorid und

Wasser, welche je nach Bedarf unterschiedlich isotopenmarkiert eingesetzt werden koénnen.

3.3. NMR-Spektroskopie

Die NMR-Spektroskopie ist ein vielseitiges Werkzeug zur strukturellen Charakterisierung
von Molekiilen und deren Wechselwirkungen untereinander. Bis Ende der 80er Jahre wur-

den Proteinstrukturen fast ausschlielich durch Rontgenstrukturanalyse aufgeklirt. Seit-
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dem hat die NMR-Spektroskopie bei der Proteinstrukturaufklarung deutlich an Bedeutung
hinzugewonnen. Im Gegensatz zur Rontgenstrukturanalyse werden zur Strukturaufklarung
mit Kernresonanzmethoden meist geléste Probenmolekiile verwendet. Dabei entfallen zeit-
aufwindige Kristallisationsexperimente. Zudem kann unter Bedingungen gemessen werden,
die den physiologischen niher kommen. Ohnehin lassen sich viele Proteine, insbesondere
Membranproteine, nicht oder nur sehr schwer kristallisieren. Ein weiterer Vorteil der NMR-
Spektroskopie ist die Moglichkeit, Protein-Ligand-Wechselwirkungen und molekulare Dy-
namik untersuchen zu kénnen. Welche der beiden Methoden die vorteilhaftere ist, hangt

stets vom zu untersuchenden System ab.

Zur NMR-spektroskopischen Strukturaufklarung von Proteinen miissen diese in der Regel
isotopenmarkiert vorliegen, da die NMR-aktiven Isotope *C und N nur eine sehr geringe
natiirliche Héufigkeit haben. Dies erreicht man entweder durch Einsatz der entsprechend
isotopenmarkierten Aminoséurebausteine (SPPS) oder durch Expression in entsprechend
markiertem Minimalmedium.

Anders als bei der Rontgenstrukturanalyse ist fiir NMR-spektroskopische Methoden die
Proteingrofle ein limitierender Faktor. Ab einer Grofie von 30 kDa muss man iiblicherweise
auf die TROSY-Methodik zuriickgreifen, fiir Proteine iiber 100 kDa steht dariiberhinaus
noch CRIPT bzw. CRINEPT zur Verfiigung. 121124

Bei kleineren Proteinen und Peptiden (bis ca. 10 kDa) ist die Strukturbestimmung oft
auch ohne Isotopenmarkierung moglich. Hierzu nimmt man eine Serie unterschiedlicher
zweidimensionaler Spektren auf und nutzt den jeweils charakteristischen Informationsgehalt
(Tab. 3.1). So erfolgt beispielsweise die Zuordnung der Sequenz anhand von TOCSY- und
NOESY-Spektren. Die Protonenresonanzen der Seitenketten kénnen anhand von TOCSY-
und COSY-Kreuzsignalen eindeutig zugeordnet werden. Kohlenstoff- und Stickstoffverschie-
bungen sind iiber entsprechende HSQC- und HMBC-Experimente zugénglich.

Uber die Kopplungskonstanten lassen sich des Weiteren Informationen iiber Torsions-
winkel erhalten. Atomabstinde kénnen zudem mit Hilfe der NOE-Aufbauraten abgeschétzt
werden. Damit lassen sich mit computergestiitzten Verfahren dreidimensionale Strukturen
berechnen. Ein dazu héufig verwendetes Verfahren ist das sog. simulated annealing, bei
dem in mehreren Zyklen das Erwirmen und das Abkiihlen eines Molekiils simuliert wird.
In der Phase hoher Temperatur wird zunéchst ein grofier Bereich des Konformationsraums
abgesucht. Beim anschliefenden langsamen Abkiihlen werden neben den vom verwende-
ten Kraftfeld abhingigen Parameter (z.B. Bindungslingen und -winkel, Ramachandran-
Plot, Van-der-Waals-Radien) NMR-Strukturinformationen iiber Energieterme, sog. cons-
traints beriicksichtigt, welche bestimmte Konformationen bevorzugen. Wéhrend bei einfa-

chen Energieminimierungen nur das lokale Optimum gefunden wird, besteht beim simulated
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Tabelle 3.1.: Informationsgehalt ausgewihlter NMR-Experimente.

Spektrum  steht fiir Kreuzsignale zu

geminal und vicinal gekoppelten Pro-

COSY Correlated Spectroscopy tonen, selten: long-range Kopplungen
iiber mehr als drei Bindungen
TOCSY Total Correlation Spectroscopy allen Resonanzen eines Spinsystems
HSQC Heteronuclear  Single - Quantum direkt gebundenen Heterokernen
Coherence
Heteronuclear  Multiple Bond Heterokernen, die 2 oder 3 Bindungen
HMBC . .
Correlation entfernt sind
NOESY Nuclear QOwverhauser Enhance- Kernen, die sich in rdumlicher Nihe be-
ment and Exchange Spectroscopy finden (max. 5 - 6 A entfernt)
ROESY Rotating frame QOverhauser Ef- Kernen, die sich in rdumlicher Ndhe be-

fect Spectroscopy finden (max. 5 - 6 A entfernt)

annealing die Chance, viele Strukturen im globalen Optimum zu erhalten. Die endgiiltige
NMR-Struktur wird durch ein Ensemble der Strukturen repréisentiert, die nach dem simu-

lierten Abkiihlen die geringsten Verletzungen der NMR-Strukturinformationen aufweisen.

3.3.1. Homonukleare 2D-NMR-Spektroskopie

Bei homonuklearen zweidimensionalen Spektren sind in der Regel in beiden Dimensionen die
chemischen Verschiebungen von Protonen miteinander korreliert. Dabei kénnen entweder
skalare Kopplungen (iiber kovalente Bindungen) oder dipolare Wechselwirkungen (durch
rdumliche Nihe) ausgenutzt werden. Ersteres kann mittels COSY- und TOCSY-Spektren
beobachtet werden, letzteres durch NOESY- bzw. ROESY-Spektren.

H,H-COSY

Beim COSY-Experiment "2 erhélt man Kreuzsignale von Protonen, die zwei (geminale
Kopplung) oder drei (vicinale Kopplung) Bindungen voneinander entfernt sind. In seltenen
Fallen konnen auch Kopplungen iiber vier oder mehr Bindungen beobachtet werden. Die
dabei zu Grunde liegende Pulssequenz ist 90°,-t1-90°,-FID (Abb. 3.8). Dabei bewirkt der
zweite 90°-Puls einen Polarisationstransfer, der unter anderem von der Kopplungskonstante
zweier Protonen abhingig ist. Durch Inkrementieren der t;-Zeit erhélt man aus einer Serie
von eindimensionalen Spektren das 2D-Spektrum.

COSY-Spektren eines Peptides eignen sich besonders gut zur eindeutigen Zuordnungen
von Protonenresonanzen der Aminosiure-Seitenketten. Ist aus anderen Experimenten bei-

spielsweise die chemische Verschiebung des Amid-Protons einer Aminosiure bekannt, kann
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man von diesem ausgehend die Kette Kreuzsignal fiir Kreuzsignal entlanggehen und damit
die Seitenkettenprotonen eindeutig zuordnen. Auflerdem lassen sich aus phasensensitiven
COSY-Spektren Kopplungskonstanten bestimmen, aus denen Hinweise zu bevorzugten Se-

kundérstrukturmerkmalen erhalten werden kénnen (3.3.4).

H,H-TOCSY oder HOHAHA

Wie bereits beim COSY-Experiment beschrieben, werden auch beim TOCSY-Experiment [126]
skalare Kopplungen ausgenutzt. Der zweite 90°,-Puls wird hier durch einen sogenannten
Spin-Lock ersetzt. Dabei werden die Spins durch mehrere aufeinanderfolgende 180°,-Pulse
in der x,y-Ebene gehalten, analog zum homonuklearen Spin-Echo. Unter diesen Bedingun-
gen starker Kopplung wird die Evolution der chemischen Verschiebungen verhindert, die
Spin-Spin-Kopplung jedoch nicht beeinflusst. Durch Mischung der Spinzustédnde wird so die
Magnetisierung eines Protons auf alle anderen im selben Spinsystem iibertragen. Die Ef-
fektivitdt dieses Prozesses hingt von den jeweiligen Kopplungskonstanten, der Entfernung
(Anzahl der Bindungen) zwischen den koppelnden Kernen und der Dauer der Spinlock-

127,128] T etytere liegt bei Peptiden iiblicherweise zwischen 50 und 150 ms.

Bedingungen ab. |

Im TOCSY-Spektrum erhélt man so fiir jedes Spinsystem mehrere zur Diagonalen sym-
metrische Spuren (jeweils eine ausgehend von jedem Proton). Daher ist diese Methode
besonders gut zur Untersuchung von Peptiden und Oligosacchariden geeignet. Wahrend
man bei letzteren einzelne Spuren fiir jede Zucker-Einheit erhélt, ergeben sich bei Peptiden

charakteristische Muster fiir verschiedene Aminosauren.

H,H-NOESY und H,H-ROESY

Als Kern-Overhauser-Effekt (Nuclear Overhauser Effect, NOE) wird der Effekt bezeichnet,
durch den sich die Intensitdten von NMR-Signalen verdndern, wenn die Besetzungsver-
hiiltnisse anderer Uberginge gegeniiber dem Gleichgewichtszustand verindert werden. Die
Stéarke des Effekts beruht auf der dipolaren Relaxation und héngt dadurch vom réumlichen
Abstand der betreffenden Kerne sowie der Rotationskorrelationszeit ab. Im Gegensatz zur
skalaren Kopplung wirkt die dipolare Wechselwirkung nicht iiber Bindungselektronen, son-
dern durch den Raum ( ,through space*). NOE-Experimente liefern daher Daten iiber Pro-
tonen, die sich zwar rdumlich nahe kommen, aber nicht durch Elektronenpaare miteinander
verbunden sein miissen.

Beim NOESY-Experiment'29 werden also Informationen iiber sich riumlich nahe ste-
hende Protonen erhalten. Die Intensitdt der Kreuzsignale héingt vom rdumlichen Abstand
r der koppelnden Protonen ab und ist in erster Ndherung proportional zu %6 Die Effizienz

des NOE-Transfers wird von der Kreuzrelaxationsrate o bestimmt, welche mit den Doppel-
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(W2) und Nullquanteniibergéingen (WO0) iiber ¢ = W2 — W0 verkniipft ist. Bei kleinen
Molekiilen iiberwiegt der W2-, bei grofieren der WO0-Anteil. Bei W2 = W0 ergibt sich kein
NOE-Signal. Dies ist, abhéngig von der Messfrequenz, der Grofle der Molekiile und der
Viskositdat der Losung, bei Molekiilen mit einem Molekulargewicht von 1 - 2 kDa der Fall.
Hier kann auf das ROESY-Experiment zuriickgegriffen werden (s.u.).

NOE-Kreuzsignale sind bis zu einem Abstand von etwa 5 A beobachtbar. Insbesondere
bei Proteinen konnen NOESY-Spektren wertvolle Strukturinformationen liefern, da Wech-
selwirkungen zwischen Protonen beobachtbar sind, die zwar in der Primérstruktur weit
voneinander entfernt sind, sich aufgrund der Proteinfaltung aber in der Tertidrstruktur
sehr nahe kommen. Die genauesten Abstandsinformationen erhilt man durch Aufnahme
von NOESY-Spektren mit verschiedenen Mischzeiten. Durch Auftragung der erhaltenen
Intensitiat gegen die Mischzeit erhélt man die sog. NOE-Aufbaurate. Sie ist am Anfang
anndhernd linear, sodass sich iiber die Steigung Abstandsinformationen gewinnen lassen.
Ein Problem stellen jedoch die relativ geringen Intensitéiten zu Beginn eines solchen NOE-
Aufbaus dar.

Wie das NOESY-Experiment beruht auch das ROESY (Rotating Frame Nuclear Over-
hauser Enhancement Spectroscopy)-Experiment auf dipolarer Relaxation. Die Relaxations-
prozesse finden allerdings unter Spinlock-Bedingungen statt. Daher kann es in ROESY-
Spektren zu TOCSY-Artefakten kommen. Wihrend der NOE wie oben beschrieben einen
Nulldurchgang hat, der ein Verschwinden von Signalen bei bestimmten Korrelationszeiten
(bzw. Flexibilitdten) bewirken kann, ist der ROE stets positiv (d.h. es ergeben sich stets
Kreuzsignale mit umgekehrten Vorzeichen zur Diagonale). Die maximale Verstarkung ist

allerdings schwicher als beim NOESY-Experiment.

3.3.2. Heteronukleare 2D-NMR-Spektroskopie

Bei heteronuklearen Experimenten werden Resonanzfrequenzen verschiedener Kerne mit-
einander korreliert. Am gingigsten sind Korrelationen von Protonen mit C- oder PN-
Kernen, mit der entsprechenden Hardware sind aber viele weitere Korrelationen moglich.
Da die klassischen heteronuklearen 2D-Verfahren, wie z.B. das C,H-COSY, sehr lange Mess-
zeiten beanspruchen, wird heutzutage standardméfig auf sogenannte inverse Verfahren zu-

riickgegriffen.

HSQC

Das HSQC-Experiment ist ein inverses Verfahren. Dabei wird zunéchst die Polarisation
der 'H-Kerne auf den direkt gekoppelten '3C-Kern iibertragen. Nach der Entwicklung der

13C-chemischen Verschiebung wird zuriicktransferiert und auf dem 'H-Kanal detektiert.
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Abbildung 3.8.: Schematische Darstellung der Pulssequenzen der beschriebenen Experimente. Auf der linken
Seite sind die homonuklearen Experimente dargestellt. A: einfachste Pulssequenz fiir ein COSY-
Experiment; B: Pulssequenz fiir das TOCSY-Experiment; C: NOESY-Experiment. t; ist die
inkrementierte Entwicklungszeit, 7., die jeweilige Mischzeit. Die Pulssequenz fiir das ROESY-
Experiment ist im Prinzip mit der des TOCSY (B) identisch, sie unterscheiden sich jedoch in
der Linge der Mischzeit und der Frequenz des Spin-locks.
Auf der rechten Seite dargestellt sind die Pulssequenzen der beschriebenen heteronuklearen
Experimente HSQC (D) und HMBC (E). Die Zeitintervalle 7 werden so gewahlt, dass die
jeweils gewiinschten Kopplungen selektiert werden kdnnen.

Durch das groflere gyromagnetische Verhéltnis der Protonen resultiert sowohl durch die
Anregung als auch bei der Detektion ein erheblicher Empfindlichkeitsgewinn. Um ein bes-
seres Signal-Rausch-Verhéltnis zu erhalten, wird {iblicherweise wihrend der Aufnahme des
FID breitbandentkoppelt. Dadurch wird verhindert, dass die Signale aufgrund der Jop-

Kopplungen eine Duplett-Feinstruktur aufweisen.

Bei der Strukturaufklirung von Proteinen ist das H,N-HSQC[3% in der Regel das erste
Experiment. Man erhélt Signale fiir direkt an ein Stickstoffatom gebundene Protonen. Die
Anzahl der Signale sollte also in etwa der Anzahl an Aminosdureresten entsprechen, wobei
Proline, im Gegensatz zu Stickstoff-enthaltenden Seitenketten, keine Signale liefern. An-
hand der Dispersion der chemischen Verschiebungen lésst sich relativ schnell beurteilen, ob
ein Protein gefaltet vorliegt oder nicht. Analog dazu erhélt man beim H,C-HSQC Signale

fiir 1 J-gekoppelte Protonen und Kohlenstoffatome. Vor allem bei kleineren Molekiilen eignet
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3.3. NMR-Spektroskopie

sich diese Experiment sehr gut zur Bestimmung der *C-chemischen Verschiebungen. Durch
sogenannte Multiplizitéitseditierung wird in einer speziellen Variante des HSQC bewirkt,
dass Kreuzsignale von CHo-Gruppen umgekehrtes Vorzeichen zu denen von CH- und CHs-
Gruppen haben, was wertvolle Informationen fiir die Zuordnung von Seitenkettenprotonen

von Peptiden oder Proteinen liefern kann.

HMBC

Beim HMBC-Experiment '3 werden Korrelationspeaks fiir Protonen und >C-Kerne erhal-
ten, die zwei oder drei Bindungen voneinander entfernt sind. Damit lassen sich auch 3C-
Verschiebungen von Carbonylgruppen und quaterniren Kohlenstoffen ermitteln, die aus
dem HSQC nicht zuginglich sind. Da 'J-Kopplungen erheblich gréfer als 23 J-Kopplungen
sind, lassen sich diese mit Hilfe eines sogenannten low-pass-Filters unterdriicken. Wie das
HSQC ist auch das HMBC ein inverses Verfahren.

3.3.3. Wasserunterdriickung

Um NMR-Spektren von Biomolekiilen wie Proteinen, Peptiden oder Nukleinséduren in mog-
lichst physiologischer Umgebung aufzunehmen, kommt man nicht umhin, Wasser oder wéss-
rige Puffer als Losungsmittel zu verwenden. Um die Signale der austauschenden Amin- und
vor allem Amidprotonen nicht zu verlieren, kann man in der Regel auch nicht auf D2O zu-
riickgreifen. HoO hat eine Protonenkonzentration von 110 M, wohingegen die Konzentration
der gelosten Probe iiblicherweise im millimolaren Bereich liegt. Selbst bei der Verwendung
von DsO mit einem Deuterierungsgrad von 99,9 % Deuterium liegt die Protonenkonzen-
tration immernoch bei etwa 100 mM. Durch diesen enormen Uberschuss ergeben sich ver-
schiedene Komplikationen, wie zum Beispiel eine Ubersteuerung des Empfiingers, Artefakte
im Spektrum, Verzerrungen der Basislinie oder das sogenannte radiation damping. Dabei
wechselwirkt der durch sehr starke Signale in der Empféingerspule induzierte Strom mit der
transversalen Magnetisierung der Spins, was eine Verkiirzung der Relaxationszeiten und
damit Linienverbreiterung zur Folge hat. Auch sind in der Nihe des Wassersignals gelegene
Peaks unter Umsténden nicht mehr sichtbar.!32133] Es gibt mittlerweile unzihlige Mog-
lichkeiten, das Wassersignal zu unterdriicken. In der Regel wird dies wihrend bzw. vor der
Messung erreicht, wobei auch Methoden beschrieben wurden, bei denen die Unterdriickung

des Wassersignals nach der Aufnahme der Spektren geschieht [133:134],

Presaturation (Presat)

Eine relativ einfache und unkomplizierte Moglichkeit der Wasserunterdriickung ist die se-

lektive Sittigung des Wassersignals vor Anregung und Aufnahme des Spektrums. [13°! Dabei
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wird mit einem kontinuierlichen, schwachen Radiofrequenzfeld auf die Frequenz des Wassers
eingestrahlt. Die Dauer der Einstrahlung liegt iiblicherweise im Bereich von 2 - 5 Sekunden,
wobei eine lingere Pulsdauer zwar eine bessere Signalunterdriickung bringt, die Aufnahme-
zeit sich dadurch jedoch verlangert. Da fiir die Presat-Methode keine komplizierten Pulsfol-
gen notig sind, ldsst sie sich relativ einfach in bestehende Pulsprogramme integrieren. Ein
weiterer Vorteil ist, dass Signale, die nicht in der Néhe der Wasserfrequenz sind, von dem
Séttigungspuls unberiihrt bleiben. Allerdings konnen Resonanzen in der Niahe des Wasser-
signals zum Teil deutlich abgeschwéicht werden. Ebenso kann es durch Sattigungstransfer

zu einer Abschwiichung von Signalen austauschbarer Protonen kommen. [136:137)

Gepulste Feldgradienten

Die heutzutage wahrscheinlich am h&ufigsten verwendete Methode zur Wasserunterdriickung
ist die WATERG ATE-Sequenz (water suppression by gradient-tailored excitation). [126,138,139]
Dabei wird mit Hilfe von gepulsten Feldgradienten die Magnetisierung des Wassers vor der
Aufnahme des FID zerstort. Schematisch kann man die Sequenz als G1-S-G1 beschreiben,
wobei G zwei identische Gradientenpulse sind, die eine 180°-Spin-Echo-Sequenz S um-
schlielen, die alle Magnetisierungen mit Ausnahme der des Wasser refokussiert. Die durch
den Anregungspuls aufgebaute transversale Magnetisierung wird durch den ersten Gradi-
enten dispergiert und durch den zweiten wieder refokussiert, sofern sie zuvor durch einen
180°_,-Puls invertiert wurde. Bettet man diesen 180°,-Puls zwischen zwei auf das Was-
sersignal selektive 90°_,-Pulse, hat das Wasser keine Nettomagnetisierung, wéhrend alle
anderen Spins das Spin-Echo durchlaufen und so durch den zweiten Gradienten wieder re-
fokussiert werden kénnen (Abb. 3.9). Oft werden fiir S Binomialsequenzen verwendet, wie
zum Beispiel die 3-9-19-Sequenz 19, Dadurch erhiilt man fiir die Wasserunterdriickung op-
timierte Anregungsprofile. Auch sind diese Sequenzen weniger empfindlich fiir Phasen- und
Pulsinhomogenitéten. Ein Nachteil ist, dass Signale in der Ndhe der Wasserfrequenz mit-
unter stirker abgeschwicht werden, da nicht mehr komplett selektiv auf diese eingestrahlt
wird.

Eine Weiterentwicklung der WATERGATE-Methode ist das Excitation Sculpting 41,
welches eine sogenannte double pulsed field gradient spin-echo (DPFGSE)-Methode ist,
wihrend es sich beim WATERGATE um eine single pulsed field gradient spin-echo (SPFGSE)-
Methode handelt. Im Prinzip ist es also eine Doppel-Echo-Version der WATERGATE-
Sequenz, die man schematisch mit G1-S-G1-Ga-S-Gg beschreiben kann. Die Vorteile dabei
sind eine bessere Unterdriickung des Losungsmittelsignals, eine gréfiere Toleranz gegeniiber
schlecht kalibrierten Pulsen, Gradientenstérken und Feldinhomogenititen und eine weniger

o, [133]

verformte Basislini AuBerdem kénnen mehrere Losungsmittel gleichzeitig unterdriickt
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3.3. NMR-Spektroskopie

werden. 142] Allerdings ist das Unterdriickungsprofil breiter und die Sequenz zur Wasser-
unterdriickung dauert doppelt so lange. Vor allem bei Probenkopfen mit hohem Q-Faktor
kann zudem radiation damping auftreten. Dem kann entgegengewirkt werden, indem man

die beiden Methoden Ezcitation Sculpting und Presaturation kombiniert.

A

39191993

2-5 Sekunden

Abbildung 3.9.: Pulssequenzen der beschriebenen Wasserunterdriickungsmethoden. In C ist die einfachste Mog-
lichkeit, die sogenannte Presaturation gezeigt. Oben abgebildet sind zwei Beispiele fiir die
WATERGATE-Methode. Bei A wird selektiv auf das Wassersignal eingestrahlt. B zeigt die An-
wendung einer Binomialsequenz. D stellt im Prinzip eine Verdopplung von A dar, das Excitation
Sculpting.

3.3.4. Konformationsanalyse

Wie bereits in Abschnitt 3.3 beschrieben, ist die NMR-Spektroskopie ein wertvolles Werk-
zeug zur Strukturaufklirung von Proteinen. Durch Bestimmung moglichst vieler cons-
traints, wie zum Beispiel Diederwinkeln oder Abstidnden zwischen Protonen, lisst sich so
mit Hilfe computergestiitzter Verfahren ein dreidimensionales Bild von Proteinen erhalten,
insbesondere, wenn grofie Teile davon geordnete Strukturmerkmale wie a-Helices oder (-
Faltbliatter aufweisen. Bei kleineren Proteinen (< 30 Aminoséuren) und Peptiden ist dies
h&ufig nicht mehr moglich, da hier in der Regel verschiedene Konformationen vorliegen,
die schnell ineinander iibergehen. Deshalb erhilt man hier eher Hinweise auf bevorzugte

Sekundirstrukturmerkmale. [143]

Kopplungskonstanten

[144,145]

Mit Hilfe von Kopplungskonstanten kann man iiber die Karplus-Gleichung Aussa-

gen iiber Diederwinkel, wie z.B. ® oder x; machen (Abb. 3.10), die eine grobe Abschét-
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zung der Sekundarstruktur erlauben und wichtige Parameter zur Strukturaufklirung lie-
fern. Es besteht zwar kein eindeutiger Zusammenhang zwischen Kopplungskonstante und
Bindungswinkel, jedoch kénnen damit bestimmte Konformationen ausgeschlossen werden.
Beispielsweise liegen die HY-H®-Kopplungskonstanten in helikalen Bereichen iiblicherweise
bei < 4 Hz, wiahrend bei S-Faltblattern meist Werte > 8 Hz beobachtet werden.

Karplus-Gleichung: 3J = A 4 Bcos® 4 Ccos*® (3.1)

A, B und C sind empirische Parameter, die je nach koppelnden Kernen und chemischer
Umgebung angepasst werden kénnen. Dabei ist zu beachten, dass sich fiir bestimmte Werte

der Kopplungskonstanten mehrere mogliche Winkel ergeben kénnen.

:: &1 \ / \ ' E \f::jg ?

\ / \\ /'/ e ?QC ~~
H

3 (HN-H")-Kopplung in Hz
@
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Torsionswinkel ¢ [Grad]

Abbildung 3.10.: links: Zusammenhang zwischen Kopplungskonstante und ®-Winkel (Karplus-Beziehung). In
dieser Darstellung ist der Torsionswinkel zwischen CO; und CO;_; eines Peptids gegen die
Kopplungskonstante 3'J(HN—HC“) aufgetragen. 1% Rechts: Polypeptidsegment mit den back-
bone-Torsionswinkeln @, ¥ und dem ersten Seitenkettentorsionswinkel Xl-[143]

Sekundarstrukturabhdngige chemische Verschiebungen

Sowohl 'H- als auch '*C-chemische Verschiebungen in Peptiden und Proteinen sind von der
jeweils vorliegenden Sekundiirstruktur abhiingig. 147148] Auswirkungen auf die chemische
Verschiebung haben z.B. Helix-Dipol-Effekte, Flexibilitéit, die Riickgrat-Diederwinkel und
Wasserstoffbriicken. 47 So sind beispielsweise H*-Verschiebungen in helikalen Bereichen im
Vergleich zu random coil-Strukturen zu hoherem Feld verschoben, in g-Faltblittern hin-
gegen in einer dhnlichen Groéflenordnung tieffeldverschoben. Ein Zusammenhang zwischen
chemischer Verschiebung und vorliegender Sekundérstruktur ist in Tab. 3.2 gezeigt.
Genau dieser Zusammenhang wird bei der Chemical Shift Index-Methode (CSI) ausge-
nutzt. Dabei werden die chemischen Verschiebungen der einzelnen Aminoséduren mit den

Werten fiir random coil-Werte verglichen und der Sequenz entlang im Sinne einer Digital-
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3.3. NMR-Spektroskopie

Tabelle 3.2.: Durchschnittliche Differenz der chemischen Verschiebung verschiedener Kerne abhingig von der
vorliegenden Sekundérstruktur im Vergleich zu random coil-Werten (in ppm).[149]

Kern Helix (-Faltblatt
H~ -0,38 0,38

NH -0,19 0,29

ce 2,6 -1,4

CO 1,7 -1,4

N 1,7 1,2

funktion aufgetragen. Je nach Grofie der Differenz und dem Vorzeichen werden den Amino-
sduren die Werte -1, 0 und 1 zugewiesen. Anhiufungen von Werten in die eine oder andere
Richtung (ohne Unterbrechung) weisen auf definierte Sekundérstrukturen hin. Exempla-

risch fiir H*-, C® und CO-Verschiebungen geht man dabei folgendermaBen vor: [149:150]

1. Zun#chst werden mit Hilfe mehrdimensionaler Spektren die chemischen Verschiebun-

gen der einzelnen Reste zugeordnet.

2. Die Werte werden mit den Werten fiir random coil-Verschiebungen aus Tab. 3.3149]
verglichen. Liegt die Differenz im positiven Bereich iiber der angegebenen Toleranz-
schwelle, erhélt der Rest eine 1, liegt sie im negativen Bereich darunter, eine -1. Ist
die chemische Verschiebung innerhalb des Toleranzbereiches, wird der Wert 0 zuge-
ordnet. Diese Werte werden nun entlang der Sequenz aufgetragen, was den jeweiligen
CSI ergibt.

3. Nun werden Gruppierungen von Resten mit demselben Vorzeichen Sekundérstruktu-

ren zugeordnet:

a) Bei Protonen gilt, dass Gruppierungen von mindestens vier aufeinanderfolgen-
den Resten mit dem Wert -1 als Helix definiert werden, wenn sie nicht durch
einen Rest mit dem Wert 1 unterbrochen sind. Folgen drei Reste mit dem Wert
1 aufeinander, die nicht durch einen Rest mit dem Wert -1 unterbrochen sind,
handelt es sich um ein S-Faltblatt. Die restlichen Regionen werden als coil defi-

niert.

b) Bei den '3C-Verschiebungen gilt dasselbe mit umgekehrtem Vorzeichen, also

viermal 1 entspricht einer helikalen Region, dreimal -1 einem S-Faltblatt.

4. Lingere strukturierte Bereiche erfordern einen mindestens 70 %igen Anteil des glei-

chen Vorzeichens. Endpunkte von Helices oder (-Faltblattern werden durch einen
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Rest mit umgekehrtem Vorzeichen oder zwei aufeinanderfolgenden Resten mit dem
Wert 0 definiert.

Tabelle 3.3.: Random coil-Werte und Toleranzgrenzen fiir die Zuordnung der jeweils vorliegenden Sekundér-

struktur. 149
Aminosidure H%-Bereich C%-Bereich CO-Bereich
Ala 4,35 + 0,10 52,2 (+0,8;-0,5) 177,6 £ 0,5
Cys 4,65 £ 0,10 56,8 (+0,8;-0,5) 174,1 +£ 0,5
Asp 4,76 +£ 0,10 53,9 (+0,8;-0,5) 176,8 + 0,5
Glu 4,29 £ 0,10 56,5 (+0,8;-0,5) 176,6 + 0,5
Phe 4,66 + 0,10 57,9 (+0,8;-0,5) 1755 + 0,5
Gly 3,97 + 0,10 45,0 (+0,8;-0,5) 173,6 + 0,5
His 4,63 £ 0,10 55,5 (+0,8;-0,5) 174,9 + 0,5
Ile 3,95 + 0,10 61,2 (+0,8;-0,5) 176,5 + 0,5
Lys 4,36 £ 0,10 56,5 (+0,8;-0,5) 176,5 + 0,5
Leu 4,17 + 0,10 55,0 (+0,8;-0,5) 176,9 £ 0,5
Met 4,52 £ 0,10 55,2 (+0,8;-0,5) 177,0 £ 0,5
Asn 4,75 £ 0,10 52,7 (+0,8; -0,5) 175,6 + 0,5
Pro 4,44 + 0,10 63,0 (+0,8;-0,5) 176,0 £ 0,5
Gln 4,37 £ 0,10 56,0 (+0,8;-0,5) 175,6 = 0,5
Arg 4,38 + 0,10 56,0 (+0,8;-0,5) 176,6 £ 0,5
Ser 4,50 £ 0,10 58,1 (+0,8;-0,5) 174,7 + 0,5
Thr 4,35 + 0,10 62,0 (+0,8;-0,5) 175,5 £ 0,5
Val 3,95 +£ 0,10 62,2 (4+0,8;-0,5) 176,0 £ 0,5
Trp 4,70 + 0,10 57,6 (+0,8;-0,5) 175,6 £ 0,5
Tyr 4,60 £ 0,10 58,0 (+0,8;-0,5) 175,9 +£ 0,5

Das hier beschriebene Verfahren ist vor allem bei grofleren, definiert gefalteten Proteinen
praktikabel. Bei Peptiden hingegen liegen meist verschiedene Konformationen vor, die mit-
einander im Gleichgewicht stehen. Daher kann man in solchen Féllen durch Auftragen der
Differenz der chemischen Verschiebungen im Vergleich zu den random coil-Werten gegen
die Sequenz eher Tendenzen hin zu einer definierten Sekundérstruktur erhalten.

Da die chemische Verschiebung einzelner Aminoséurereste zu einem gewissen Teil auch
von der chemischen Umgebung, d.h. den benachbarten Aminoséuren abhingt1°! erscheint
es sinnvoll, diesen Einfluss zu quantifizieren und zu beriicksichtigen. Um Korrekturwerte fiir
die Sequenzabhéngigkeit der chemischen Verschiebung in random coil-Strukturen zu erhal-
ten, synthetisierten Schwarzinger et al. 20 Pentapeptide des Typs GGXGG, wobei X jeweils
eine der natiirlich vorkommenden Aminoséuren ist. Durch Vergleich der chemischen Ver-
schiebungen der Glycin-Reste 1,2,4 und 5 im Vergleich zum Modellpeptid GGGGG konnten

so Korrekturfaktoren fiir die 19 restlichen Aminosiduren erhalten werden. Wie zu erwarten
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wurde beobachtet, dass der Einfluss auf die direkt benachbarten Reste 2 und 4 deutlich
starker ist als auf die weiter entfernten. Mit dieser Methode wurden Korrekturfaktoren fiir
NH, Ha, Ca, CO und N erhalten. 152

3.4. CD-Spektroskopie

Chirale Molekiile haben die Eigenschaft, die Ebene des linear polarisierten Lichts zu drehen.
Dies ist eine Folge davon, dass sie die beiden Anteile von zirkular polarisiertem Licht unter-
schiedlich stark absorbieren. Dies wird bei der CD-Spektroskopie ausgenutzt. Die hdufigste

Anwendung ist die Sekundérstrukturbestimmung von Proteinen und Oligonukleotiden.

Wiéhrend der Feldvektor von linear polarisiertem Licht in einer Ebene oszilliert, kann
dieser bei zirkular polarisiertem Licht als um diese Flédche rotierend angesehen werden, mit
gleichen Anteilen in beide Richtungen. Die Absorption von unpolarisiertem Licht ist durch
das Lambert-Beersche Gesetz (Gleichung 3.2) definiert:

Lambert-Beersches Gesetz: Ay =¢)-c-d (3.2)

Dabei ist Ay die wellenldingenabhéingige Absorption, € der wellenlingenabhéngige mola-
re dekadische Extinktionskoeffizient [—L—]. ¢ die Konzentration [2] und d die Schicht-
dicke [cm)].

Bei zirkular polarisiertem Licht kann man molare Extinktionskoeffizienten fiir beide Dreh-
richtungen definieren. Die Differenz wird als molarer Zirkulardichroismus Ae bezeichnet:

Ajinks — A
Ae = Elinks — Erechts — ( binks TeChtS) (33)

c-d

Sowohl in der Literatur als auch bei vielen Gerédten wird als Einheit héufig die molare

Elliptizitiat [©] angegeben. Diese steht in linearem Zusammenhang mit Ae und ist definiert

als:

~100-©
- cod

Da die Absorption, und damit auch der Zirkulardichroismus, wellenléingenabhéingig ist,

[©] —3208-Ac  mit ©=32,93-AA (3.4)

wird bei CD-Messungen iiber einen gewissen Spektralbereich gemessen, welcher je nach
zu untersuchender Spezies variiert. Zur Erzeugung des zirkular polarisierten Lichtes wird
monochromatisches Licht zunéichst linear polarisiert. Danach wird es mit Hilfe eines Modu-
lators in die beiden Drehrichtungen aufgespalten. Der Detektor (z.B. ein Photomultiplier)

ist fiir die Detektion der beiden Drehrichtungen mit derselben Frequenz moduliert wie der
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Abbildung 3.11.: Typische CD-Spektren fiir die jeweiligen Sekundarstrukturen von Peptiden und Proteinen (ent-
nommen aus www.proteinchemist.com).

Modulator, so dass die Absorption fiir die jeweilige Drehrichtung separat registriert werden

kann.

3.4.1. Anwendung

Wie oben bereits erwihnt, wird die CD-Spektroskopie sehr hiaufig zur Sekundérstrukturbe-
stimmung von Biomolekiilen eingesetzt. So kann bei Oligonukleotiden neben der Identifika-
tion des vorliegenden Helix-Typs (A, B oder Z) auch der Ubergang zwischen ihnen verfolgt
werden. Durch temperaturabhéingige Messungen kann auflerdem die Aufschmelztemperatur
von Doppelstréingen bestimmt werden.

Bei Peptiden und Proteinen kann man die vorliegende Sekundérstruktur bzw. deren
Anteile bestimmen. Als Chromophor dient hier die Amidbindung zwischen den einzelnen
Aminoséureresten, deren Zirkulardichroismus stark davon abhéngt, ob sie sich innerhalb
einer a-Helix, eines g-Faltblattes oder einer random coil-Struktur befindet. Die charakte-
ristischen Ubergiinge sind der n7*-Ubergang bei etwa 220 nm und der n7*-Ubergang bei
etwa 190 nm. Der spektrale Bereich bei der Untersuchung von Peptiden und Proteinen liegt
dementsprechend iiblicherweise zwischen 160 und 260 nm.

In Abb. 3.11 sind typische CD-Spektren fiir die verschiedenen Sekundérstrukturen in
Proteinen dargestellt. a-Helices zeigen zwei negative Banden bei 222 nm und 208 nm sowie

eine starke positive Bande bei 190 nm. CD-Spektren von S-Faltblittern sind in der Regel
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simpler und weniger intensiv mit zwei relativ schwachen negativen Absorptionsbanden bei
217 nm und 180 nm sowie einer positiven bei 195 nm, wobei hier eine griéfiere Variabi-
litéit als bei a-Helices beobachtet wird.!1%3) Ungefaltete Peptide zeichnen sich durch eine
intensive negative Bande um 200 nm aus. Auflerdem kénnen schwache Banden bei hoheren
Wellenldngen auftreten, die sowohl negativ als auch positiv sein kénnen.

Durch Titrationsexperimente und Verfolgen der Anderungen im CD-Spektrum kénnen

Interaktionen zwischen Bindungspartnern beobachtet werden.

3.5. Oberflachenplasmonenresonanz-Spektroskopie

3.5.1. Theoretische Grundlagen

Die Oberflichenplasmonenresonanz-Spektroskopie (Surface Plasmon Resonance, SPR) ist
eine sehr sensitive Methode zur Untersuchung von Wechselwirkungen zwischen Biomolekii-
len. Das Phinomen wurde erstmals 1902 von R.M. Wood beschrieben !5 eine Beschrei-
bung der physikalischen Grundlagen wurde 1959 von T. Turbadar versffentlicht 155, Weite
Verbreitung und kommerzielle Anwendung in der Biochemie fand sie allerdings erst inner-
halb der letzten 20 Jahre.

Das Phidnomen der Oberflichenplasmonenresonanz tritt auf, wenn totalreflektierendes
Licht an der Grenzfliche zwischen zwei Medien mit unterschiedlichem Brechungsindex auf
eine elektrisch leitende Schicht, z.B. Gold, trifft. Jenseits der reflektierenden Schicht ent-
steht in diesem Fall ein elektrisches Feld (evaneszierendes Feld), welches mit den freien
Elektronenwolken in der Goldschicht wechselwirkt. Die dadurch entstehenden elektrischen
Wellen (electron charge density waves), sogenannte Plasmonen, kénnen nun von dem ein-
gestrahlten linear polarisierten Licht angeregt werden und die Intensitéit des reflektierten
Lichts verringern. Bei Resonanz ist dieser Effekt am stéirksten. Der Resonanzwinkel, bei
dem die grofite Intensitétsverringerung auftritt, ist abhéngig vom Brechungsindex jenseits
der Reflexionsebene.

Heutige Sensorchips tragen iiblicherweise eine funktionalisierte Dextranschicht auf der
Goldoberfléiche, auf der einer der beiden Bindungspartner (Rezeptor) immobilisiert werden
kann. Der zweite Bindungspartner (Ligand) wird in Losung iiber die Oberfliche geleitet.
Im Falle einer Wechselwirkung édndert sich die Konzentration des Liganden in der Néhe der
Goldschicht, was zu einer Anderung des Brechungsindex fiihrt. Diese Anderung ist in guter
Niherung proportional zur Masse des gebundenen Liganden. ['*” Der zeitliche Verlauf der
Interaktion wird in einem Sensorgram dargestellt, in dem auf der y-Achse sogenannte Re-
sponse Units (RU) aufgetragen werden, wobei 1 RU einer Massendifferenz von 1 pg/mm?

entspricht. In Abb. 3.13 ist exemplarisch ein solches Sensorgram gezeigt. In der Assozia-
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Abbildung 3.12.: Schematische Abbildung des SPR-Messprinzips (links) und typische Darstellung der erhaltenen

Daten (rechts).[*%

tionsphase binden immer mehr Ligand-Molekiile an den immobilisierten Bindungspartner,
das Signal nimmt zu. Hat sich das Gleichgewicht der Belegung eingestellt, erreicht die Kur-
ve eine Sattigung. Wird nun statt der Ligandlésung nur noch Puffer iiber die Oberflache
gespiilt, 16st sich der Ligand und der Brechungsindex verringert sich, was an einer Abnahme

des Signals zu beobachten ist. Um die vollsténdige Dissoziation zu beschleunigen wird die
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Oberfliche meist mit einer Regenerationslosung behandelt.
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Abbildung 3.13.: Typischer Verlauf einer SPR-Messung. Aus RU-Werten im Sattigungsbereich bei mehreren
Ligandkonzentrationen lassen sich iiber steady state affinity K p-Werte ermitteln. Die kinetische
Auswertung erfolgt anhand des Kurvenverlaufs in der Assoziations- und Dissoziationsphase.

Abbildung entnommen aus %,
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3.5. Oberflidchenplasmonenresonanz-Spektroskopie

Unter Annahme einer 1:1 Wechselwirkung zwischen immobilisiertem Rezeptor R und

mobilem Ligand L ergibt sich ein Gleichgewicht

[R]+ [L] = [RL] mit Kp =-——+ = — (3.5)
Fiir die Bildung des Rezeptor-Ligand-Komplexes gilt:

dRU

W = k‘a[R] [L] - kd[RL] (3~6)
mit einer Bildungsgeschwindigkeit
RU(t) = RUyq - [1 — e %vs 1] mit kops = ko - Lo + kg (3.7)

wobei RU,, der Signalausschlag im Gleichgewichtszustand, Ly die Konzentration des
Liganden und k., die beobachtete Geschwindigkeitskonstante der Assoziation sind. Diese
ergibt sich als Anfangssteigung aus der Auftragung von d%U gegen RU(t).

Im Pufferstrom und unter der Annahme, das rebinding-Effekte vernachlassigbar sind, gilt

analog fiir die Dissoziation des Komplexes

dRU
——— =kq-|[LR 3.8
L — ke LR (33)
mit einer Dissoziationsgeschwindigkeit
RU(t) = RU.,-e Fat (3.9)

kq lasst sich mit Hilfe von Gleichung 3.9 in der Dissoziationsphase ermitteln. Damit, und
unter Zuhilfenahme von Gleichung 3.7, l4sst sich die Dissoziationskonstante Kp ausgehend

von Gleichung 3.5 mit

Kp = Ka it kg = 22 ¢ (3.10)

bestimmen.

Im Falle sehr schneller Bindungsreaktionen #dhnelt das Sensorgram einer Kastenform
und ldsst sich nicht mehr kinetisch auswerten. Hier ldsst sich die Dissoziationskonstante
iiber Verdiinnungsreihen bestimmen. Durch Auftragen der Gleichgewichtsbelegung gegen

die Ligandkonzentration ldsst sich mit Hilfe der sogenannten steady state affinity iiber

LO . Rmax

RU,., =
“" Kp+ Loy

(3.11)
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die Dissoziationskonstante bestimmen.

Um K p-Werte mit hoher Genauigkeit zu bestimmen, sollte zum einen eine Séttigung der
aufgetragenen Kurve erreicht werden, zum anderen die héchste verwendete Konzentration
Ly des Liganden mindestens doppelt so hoch wie die ausgegebene Dissoziationskonstante

sein.

3.5.2. Anwendung

Die Vorziige der SPR-Spektroskopie sind vielféltig. So lassen sich biomolekulare Wechsel-
wirkungen verschiedenster Art praktisch in Echtzeit verfolgen. Auch der Substanzbedarf, im
Speziellen der des immobilisierten Bindungspartners, ist im Vergleich zu anderen Methoden
duflerst gering. Abhéngig von der Natur der Substanzen und den verwendeten Bedingungen
lassen sich mit einem einmal immobilisierten Molekiil sehr viele Bindungstests durchfiihren.
Je nach Herangehensweise und moglicher Variation der Bedingungen lassen sich neben den
in 3.5.1 beschriebenen kinetischen Konstanten zudem thermodynamische Konstanten wie
AG? AH?, ASY und ACY, bestimmen.

Zu bedenken ist auf der anderen Seite, dass sich bei weitem nicht alle biomolekularen
Systeme fiir SPR-spektroskopische Untersuchungen eignen. Auch wenn auf ein komplexes
Label, wie beispielsweise bei Fluoreszenzmessungen oder der EPR-Spektroskopie nétig, ver-
zichtet werden kann, muss dennoch bei einem der beiden Bindungspartner eine funktionelle
Gruppe zur Immobilisierung auf den Chip vorhanden sein. Diese sollte nach Moglichkeit
nicht an der zu beobachtenden Interaktion beteiligt sein. Auch muss man sich stets be-
wusst sein, dass ein Bindungspartner auf einer komplexen Oberfliche immobilisiert ist, was
mitunter erhebliche Abweichungen von den Bedingungen in Losung nach sich zieht. Ob
sich ein zu untersuchendes System fiir SPR-Messungen eignet, muss daher von Fall zu Fall

untersucht werden.

Immobilisierungsstrategien

Die auf die Goldoberfliche aufgetragene Dextran-Matrix kann eine Vielzahl funktioneller
Gruppen tragen, an die Rezeptormolekiile gebunden werden kénnen. Neben der Art der
funktionellen Gruppen kann auch die Linge, die Dichte und der Grad der Funktionali-
sierung der Matrix variieren. Die wahrscheinlich am haufigsten verwendeten Sensorchips
weisen Carboxymethyldextran-Funktionalitéiten auf. Mit geeigneten Kupplungs- bzw. Ak-
tivierungsreagenzien lassen sich hierauf selektiv Molekiile mit -NHs, -SH, -CHO, -OH und
-COOH-Gruppen kovalent immobilisieren. Bei biomolekularen Fragestellungen ebenfalls

héufig verwendete Oberflichen sind Streptavidin- und NTA-funktionalisierte Matrices, wel-
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3.6. Isotherme Titrationskalorimetrie

che zur Bindung biotinylierter Rezeptoren bzw. His-tag-modifizierter Proteine geeignet sind.
Dartiiber hinaus gibt es eine Vielzahl weiterer Immobilisierungsmoglichkeiten wie beispiels-

weise Antikorper, einzelstringige Oligonukleotide oder lipid monolayers.

3.6. Isotherme Titrationskalorimetrie

Bei der isothermen Titrationskalorimetrie (ITC) wird die Wérmeénderung bei der Mi-
schung /Reaktion zweier Komponenten gemessen. Die meisten chemischen Reaktionen, also
auch die Bildung von Komplexen zwischen Proteinen, Oligonukleotiden oder niedermole-
kularen Verbindungen, gehen mit einer Anderung der Enthalpie AH einher. Dabei kann
Wirme an die Umgebung abgegeben (exotherme Reaktion) oder von ihr aufgenommen
(endotherme Reaktion) werden.

Die Gleichgewichtskonstante K eines 1:1-Komplexes (Gleichung 3.5) ist direkt mit der
freien Reaktionsenthalpie AG verkniipft, welche sich wiederum aus der Reaktionsenthalpie

AH, der Reaktionsentropie AS und der Temperatur zusammensetzt:

— RTInK = AG = AH — TAS (3.12)

Neben diesen thermodynamischen Werten lédsst sich auflerdem noch die Stéchiometrie
einer Reaktion und, wenn bei verschiedenen Temperaturen gemessen wird, die Anderung
der Wirmekapazitit der Reaktion bestimmen. 159

Der schematische Aufbau eines isothermen Titrationskalorimeters ist in Abb. 3.14 gezeigt.
In einem thermisch von der Umgebung abgeschirmten Gefafl befinden sich zwei unabhéngig
voneinander beheizbare Zellen. Diese werden mit einem mess- und kontrollierbaren Heiz-
strom auf konstanter Temperatur gehalten. Eine der Zellen (die Referenzzelle) wird mit
Puffer befiillt, in der anderen (Probenzelle) wird einer der beiden Bindungspartner vorge-
legt. Mit Hilfe einer Mikroliterspritze wird der zweite Bindungspartner (idealerweise bis zu
einem dreifachen Uberschuss) intervallweise in die Probenzelle titriert. Die durch die Kom-
plexbildung verursachte Temperaturinderung in der Probenzelle wird mit einer Erh6hung
(endotherme Reaktion) oder Erniedrigung (exotherme Reaktion) der Heizleistung ausge-
glichen. Eine exemplarische Auftragung der Heizleistung, abziiglich der der Referenzzelle,
gegen die Zeit ist in Abb. 3.14 rechts oben gezeigt.

Die freigesetzte Warmemenge wird durch Integration der einzelnen Spikes erhalten und
gegen das molare Verhiltnis der Reaktanden aufgetragen. Im Idealfall erhélt man eine
sigmoide Kurve, anhand deren Verlauf man direkt folgende Konstanten ablesen kann (Abb.
3.14 rechts unten):

- AH ist die Differenz der y-Werte zu Beginn und am Ende der Messung
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Abbildung 3.14.: Links: schematische Darstellung eines isothermen Titrationskalorimeters. 1% Auf der rechten
Seite ist eine exemplarische Messung dargestellt. Aus den erhaltenen Messdaten (oben) lassen
sich durch Integration und Auftragung gegen das molare Verhiltnis der Reaktanden direkt die
eingezeichneten thermodynamischen Konstanten bestimmen (unten).

- der x-Wert in der Mitte der sigmoiden Kurve gibt die Stochiometrie der Reaktion

wieder

- aus der Steigung im linearen Teil der sigmoiden Funktion ldsst sich die Gleichge-

wichtskonstante K bestimmen

Mit Hilfe von Gleichung 3.12 lassen sich so die restlichen thermodynamischen Konstan-
ten der Reaktion bestimmen. Eventuell entstehende Reaktionswirmen, die auf Wechsel-
wirkungen mit dem Puffer, Solvatationseffekte, Konformationsdnderungen oder #hnliches
zuriickzufithren sind, lassen sich durch entsprechende Referenzmessungen identifizieren bzw.

korrigieren.

Durch die stete technische Weiterentwicklung und Miniaturisierung der Kalorimeter koén-
nen mittlerweile Messungen mit sehr kleinen Substanzmengen durchgefiihrt werden. Trotz-
dem liegen diese, zumindest im Falle eines der beiden Bindungspartner, noch immer um
Groflenordnungen iiber den bei der SPR-Spektroskopie verwendeten Mengen. Auch lassen
sich bei der ITC lediglich thermodynamische Groflien bestimmen, iiber die Kinetik einer
Reaktion konnen keine Aussagen getroffen werden.

Die Vorteile der I'TC liegen darin, dass die Messungen ausschliellich in Lésung vorgenom-

men werden. So kann zum einen auf eine zur Immobilisierung oder Detektion notwendige,
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3.6. Isotherme Titrationskalorimetrie

nicht natiirliche Funktionalitdt in einem der beiden Bindungspartner verzichtet werden,
zum anderen lassen sich Artefakte, die durch Oberflichenreaktionen entstehen, ausschlie-

Ben.
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide

basierend auf der Struktur von
dsRBP-ZFa

Wie bereits in Abschnitt 1.1.3 beschrieben, wurde 2005 von Moller et al.® die NMR-
Struktur eines Konstruktes der ersten beiden Zinkfingerdoménen von dsRBP-ZFa (Amino-
siuren 2-128, Protein 1) verdffentlicht. Die mutmaflich fiir die dsSRNA-Erkennung verant-
wortlichen Zinkfingerdoménen sind durch einen langen, unstrukturierten Bereich separiert.
Das legt unter anderem die Vermutung nahe, dass fiir die Erkennung von dsRNA nicht
zwingend beide Doménen kooperativ verantwortlich sein miissen.

Mit Hilfe des aus den beiden ersten Zinkfingerdoménen bestehenden Konstruktes 1 wur-
den Bindungsexperimente mit diversen Oligonukleotidmotiven durchgefiihrt. Zur NMR-
spektroskopischen Charakterisierung, sowie um die Moglichkeit zu haben, NMR-Bindungs-
studien durchfiihren zu koénnen, wurde das Protein '>N-markiert exprimiert.

Der Fokus dieser Arbeit lag auf der Entwicklung peptidischer Substrukturen der beiden
Zinkfingerdoménen ZF1 und ZF2. Basierend auf den Sequenzen der Heliz-turn-heliz-Motive
wurden verschiedene Peptide synthetisiert und wenn moglich strukturell charakterisiert. Ge-
nerell wurde die native Aminosiauresequenz weitestgehend beibehalten. Variationen wurden
lediglich N-terminal eingefiihrt, um die Peptide fiir SPR-Interaktionsstudien immobilisieren
zu konnen. Auflerdem wurden zyklische Peptide synthetisiert, um die Zinkkoordination zu
imitieren, sowie entsprechende lineare Peptide mit Modifikationen an den Positionen der
beiden koordinierenden Histidine, um den Einfluss der Zyklisierung und der Zinkkoordina-

tion zu untersuchen.

4.1. Verwendete Oligonukleotide

Eine mogliche Wechselwirkung von Protein- bzw. den Peptiden mit unterschiedlichen Oli-
gonukleotidmotiven wurde anhand verschiedener RNAs und DNAs untersucht, wobei diese
einzel- und doppelstrangig und in verschiedenen Langen vorlagen. In Abb. 4.1 sind sieben

verschiedene Sequenzen dargestellt. Links zu sehen (2, 3, 4, 5) sind vier zusammengeho-
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa

rende Sequenzen, je ein 24 Basen umfassender DNA- und RNA-stem-loop mit korrespon-
dierender Sequenz sowie jeweils ein entsprechender Einzelstrang, bestehend aus den jeweils
ersten 12 Basen. Die doppelstringige RNA leitet sich von einer fiir Bindungsstudien bereits
verwendeten dsRNA 28161 ab. Bei den drei Sequenzen auf der rechten Seite (6, 7, 8) han-

delt es sich um DNA-Einzelstringe, die zufillig ausgewéhlt wurden und in keinem Kontext

zu den anderen stehen.

5'-G-G-A-A-A-A-U-A-A-C-U\y

5'-dC-dG-dT-dC-dG-dA-dC-dC-dG-dC-dG-dT-3'
5'-dC-dG-dT-dC-dG-dA-dC-dG-dT-dC~dA-dT-3'

5'-dC-dA-dT-dA-dG-dA-dC-dT-dA-dG-dT-dA-3'

2 L L
3'-C-C-U-U-U-U-A-U-U-G~g~

3 5'-G-G-A-A-A-A-U-A-A-C-U-U-3
5'-dG-dG-dA-dA-dA-dA-dT-dA-dA-dC-9 TNy p

4 e e N | I
3'-dC-dC-dT-dT-dT-dT-dA-dT-dT-dG~ g5 3¢

5 5'-dG-dG-dA-dA-dA-dA-dT-dA-dA-dC-dT-dT-3'

Abbildung 4.1.: Sequenzen einiger Oligonukleotide, mit denen die Wechselwirkungen abhéngig vom Strukturtyp
untersucht wurde. Zur besseren Unterscheidung zwischen RNA und DNA sind sind Desoxynu-
kleotide mit einem d gekennzeichnet.
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Abbildung 4.2.:

Aufgrund der von Zhou et al. publizierten Komplexstrukturen von DMATase mit tRNA %2
und der von Andreeva et al. gefundenen Strukturhomologie zwischen den Zinkfingerregio-
nen von DMATase und dsRBP-ZFal?® (s. 1.1.3) wurde tRNA als mogliches Substrat von
dsRBP-ZFa vermutet. Um diese These zu iiberpriifen, wurden Bindungsexperimente mit

tRNA durchgefithrt. Dazu wurde zum einen eine kommerziell erhéltliche tRNA-Mischung
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Mittels mfold 12 berechnete Struktur der Cystein-tRNA 10 (links) sowie der korrespondierenden
DNA 11 (rechts). Komplementire Basenpaarungen sind mit gestrichelten Linien gekennzeichnet,
Paarungen zwischen G und U, bzw. T, mit etwas diinneren.
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4.1. Verwendete Oligonukleotide

5 - T-A-A-T-A-C-G-AC-T-C-A-C-T-A-T-A~G-G-A-C-C-C-T-G-A-A-G-T-A-C-A-G-C-T-C-C-A-C—C-A-G-C—G" 1 T, 12
L e e e (A T

3'-A-C-T-G-G-G-A-C-T-T-C-A-A-G-T-A-G-A-C-G-T-G-G-T —G—G—C\T/T/

5‘—G—G—A—C—C—C—T—G—A—A—G—T—A—C—Z—\—G—C—T—C—C—A—C—C—A—G—C—G/T\T\
L e I A A A 13

3-A-C-T-G-G-G-A-C-T-T-C-A-A-G-T-A-G-A-C-G-T-G-G-T-G-G-Cnp.T
5'-T-A-A-T-A-C-G-A-C-T-C-A-C-T-A-T-A-G-3' 14

S‘fG—G—A—C—C—C—T—G—A*A—G—T—T—C—A—T—C—T*G—C—A—C—C—A—C—CfG/T\T\ 15
| T
/

3'-A-C-T-G-G-G-A-C-T-T-C-A-A-G-T-A-G-A-C-G-T-G-G-T-G-G-Cx..T
T

5'-G-G-A—C-C—~C-T—-G-A-A-G-T-A-C—-A-G—-C-T-C-C-A-C—-C-A-G-C-G~ I\p
[ I e I [ [ L [ |
3'“A-C-T-G-G-G-A-C-T-T-C-A-A-G-T-A-G-A-C-G-T-G-G-T-G-G~C~g

5'-G-C-C-T-G-A-A-G-T-A-C-A-G-C-T-C-C-A-C-C-A-G-C-G" 1 >T,
e O A N T 17

3'-A-G-G-A-C-T-T-C-A-A-G-T-A-G-A-C-G-T-G-G-T-G-G-CrpT

5'-G-G-A-A-G-T-A-C-A-G-C-T-C-C-A— -cfAfefcfc/T\T\
[ . [ [ [ |
3'-A-C-T-T-C-A-A-G-T-A-G-A-C-G-T

5‘*G—G—T—A—C—A—G—C—T*C—C—Z—\—C—C—A—G—C—G/T\T\
[ [ [ 1 [ s 19

3'-A-C-A-A-G-T-A-G-A-C-G-T-G-G-T-G —G—C\T/T

5'-G-C-A-G-C-T-C-C-A-C-C-A-G-C-G’ 1 T,
N 20

3'-A-G-T-A-G-A-C-G-T-G-G-T —G—G—C\T/T/

5'-G—C-T-C—C—A-C-C-A-G-C—G" 1 T,
I Ll [ T 21

3‘—Z—\—G—A—C—G—T—G—G—T—G—G*C\T/T/

Abbildung 4.3.: Sequenzen der eingesetzten DNA-Motive. Oligonukleotid 14 entspricht dem Einzelstrangiiber-
hang von Verbindung 12. Samtliche hairpin-Motive mit fiinf Basen haben einen TTTTT-
pentaloop, der tetraloop bei Verbindung 16 besteht aus der Sequenz TTCG.

aus S. cerevisiae (9, Sigma-Aldrich) verwendet. Zum anderen wurde Cystein-kodierende
tRNA (tRNACY®) aus S. cerevisiae (10) selbst transkribiert. Um die Spezifitit beziiglich
der tRNACYS zu verifizieren, wurde ebenfalls die sequenzanaloge DNA 11 eingesetzt (Abb.
4.2).

Bei Voruntersuchungen mit peptidischen Nachbildungen der zweiten Zinkfingerdoméne
wurde eine sehr starke Wechselwirkung mit einem dsDNA hairpin-Konstrukt mit penta-
loop und Einzelstrangiiberhang (12) beobachtet. Ausgehend davon wurden verschiedene
dsDNA-Konstrukte eingesetzt, die sich in der Beschaffenheit des Einzelstrangiiberhanges,
der loop-Region, der Anzahl an Fehlpaarungen und der Linge des Doppelstranges unter-
schieden (Abb. 4.3).

Um den Einfluss des Einzelstrangiiberhanges zu untersuchen, wurde dieser bei Verbin-
dung 13 weggelassen, wohingegen Verbindung 14 ausschliefllich diesen darstellt. Verbin-
dung 12 enthilt in der doppelstréangigen Region vier Fehlpaarungen. Um deren Einfluss
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa
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Abbildung 4.4.: Von mfold**¥ berechnete Struktur der beiden dsRNA-Motive 22 (oben) und 23 (unten). Kom-
plementdre Basenpaarungen sind mit gestrichelten Linien gekennzeichnet, Paarungen zwischen
G und U mit etwas diinneren.

zu untersuchen, wurden bei Konstrukt 15 vier Basen so verédndert, dass im doppelstrin-
gigen Bereich keine Fehlpaarung mehr vorlag. Die verwendeten RNA-hairpin-Konstrukte
wiesen allesamt einen tetraloop auf, wohingegen die hier beschriebenen DNA-Konstrukte
einen TTTTT-pentaloop haben. Daher wurde bei Konstrukt 16 dieser durch einen TTCG-
tetraloop ersetzt. Die Basenfolge des loops ergab sich in Analogie zu den bereits verwendeten
hairpin-Konstrukten 2 und 4. Dabei wurde auch die restliche Sequenz bertiicksichtigt, da
ausgeschlossen werden sollte, dass es eine vorteilhaftere Moglichkeit der Basenpaarung als
die bei den anderen Konstrukten vorliegende gibt. Schliellich sollte noch der Einfluss der
Lénge des Doppelstranges auf die Interaktion mit den Peptiden untersucht werden. Da-
zu wurden verschiedene Konstrukte verwendet, bei denen der doppelstrangige Bereich um
drei (17), sechs (18), neun (19), zwolf (20) und fiinfzehn (21) Basenpaare verkiirzt wurde
(Abb. 4.3).

Zudem wurden mit den beiden bereits fiir andere Experimente immobilisierten dsRNA-
Konstrukten 22 und 23 (Abb. 4.4) erste SPR-Experimente mit verschiedenen Peptiden

ausgehend von der zweiten Zinkfingerdoméne durchgefiihrt.

4.2. Das ZF1 und ZF2 enthaltende Proteinfragment dsRBP-ZFa
2-128

Transformation, Expression und Reinigung des Proteinkonstruktes erfolgte grofitenteils
analog zur Herstellung des Konstruktes fiir die Bestimmung der NMR-Struktur. [15-163]
FEine grobe strukturelle Charakterisierung erfolgte mit NMR- und CD-spektroskopischen
Methoden. Interaktionsstudien mit verschiedenen Oligonukleotidmotiven wurden mit Hilfe

von SPR-Spektroskopie und I'TC durchgefiihrt.
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4.2. Das ZF1 und ZF2 enthaltende Proteinfragment dsRBP-ZFa 2-128

4.2.1. Transformation und Optimierung der Expressionsbedingungen

Das Plasmid (pET-21a-Vektor mit der einklonierten Sequenz fiir die Reste 2-128) wurde
von Prof. Peter E. Wright, The Scripps Research Institute, La Jolla, USA, fixiert auf einem

Filterpapier zur Verfiigung gestellt. Daraus wurde es mit Hilfe von Tris-Puffer extrahiert.

Zur Transformation wurden E. coli BL21 (DE3) Rosetta-Zellen (erhalten von der Ar-
beitsgruppe Boos, Universitit Konstanz) zunéchst in DYT-Medium und anschlieffend in
SOC-Medium kultiviert. Als Selektionsmarker diente jeweils Chloramphenicol, da dieser
Bakterienstamm eine entsprechende Resistenz triagt. Die Zellen wurden durch kurzes Er-
hitzen auf 42 °C und anschliefendes Abkiihlen auf 0 °C kompetent gemacht und mit dem
Plasmid inkubiert. Zur ausschliefllichen Selektion der transformierten Zellen wurden eini-
ge pl auf DYT-Agar-Platten kultiviert, welche neben Chloramphenicol auch Carbenicillin

enthielten, gegen welches eine Resistenz auf dem einklonierten Plasmid vorhanden war.

Zur Verifizierung der erfolgreichen Transformation wurde eine Plasmidpréparation mit
anschlieBender Sequenzierung durchgefiihrt. Dazu wurden einige Milliliter LB-Medium mit
Ampicillin mit einzelnen Kolonien der nach der Transformation kultivierten Zellen ange-
impft. Die Plasmidpraparation wurde nach einem entsprechenden Protokoll von Qiagen[lm}
durchgefiihrt. Es wurden ca. 50 pl Losung mit einer DNA-Konzentration von 250 pg/ml
erhalten. Diese wurde mit Wasser 1:2 verdiinnt und von der Firma GATC (Konstanz)
sequenziert.

Da die DNA-Sequenz des Plasmids nicht bekannt ist, wurde die erhaltene Sequenz in die

n16% und mit ExPASy auf Sequenz-

korrespondierende Aminosiuresequenz umgeschriebe
homologie zu dem gewiinschten Proteinfragment untersucht 16, In Abb. 4.5 sind unten die
moglicherweise entstehenden Proteine, getrennt durch einen Punkt, gezeigt. Der markierte
Teil entspricht zu 100% der gewiinschten Proteinsequenz. Die Transformation verlief somit

erfolgreich.

Zur Evaluation verschiedener Wachstumsmedien wurden die in Tab. 4.1 gezeigten Medi-
en mit einzelnen Kolonien angeimpft und die Absorption bei 600 nm (ODgoo) zeitabhéingig
beobachtet. Nach entsprechendem Wachstum wurden ZnSOy4 und zur Induktion der Uber-
expression IPTG zugegeben. Abb. 4.6 zeigt, dass eine signifikante Bande im Bereich der
Masse des Proteins (14-15 kDa) nur bei Wachstum und Uberexpression in LB-Medium zu
erkennen ist. Ebenfalls ist zu sehen, dass eine zu lange Uberexpression ein Verschwinden
der Bande zur Folge hat. Die intensive Bande nach Induktion in LB-Medium deutet aber

ebenfalls darauf hin, dass die Transformation erfolgreich war.
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa

tCTTtcgGCtTGttncaGCCGGaTCTCaGTGGTGGTGGTGGTGGTGCTCGAGTGCGGCCGCAAGCITGTCGA
CGGAGCTCGAATTCGGATCCTATTATTGCTCCCGCAGCCTTAAATTTTITGATGTGTGTTTTTCCGATGT
AATGGGATTCAGCGACAACCGGGGAAGAGAATGTCATGTTGCATACGGGACAGCACTTGCTTCTGTC
TTCTCCATCGCTGATCTCAGCAGGCGCTGCTTTAAACTTCTTCGCAGGAACGGAGTCCTCCCCCTGGT
TTATCGCCATATAGCGGCGTACTTTATTTGCATGTTTCCGGCTCTGATAGTGTGCAAGCTTTTGAGATT
CCGAAATTAGCACTGCACTGCATACTTTACACTGGGTGTCTGAAAATATATGACTGTTCTCCCGGATC
AAAGAATTAACTGCGTCCTTTCCCACTGGCAAATCCAACGCGTCCCCGTTACCGAACTCGTCCGCCAT
ATGTATATCTCCTTCTTAAAGTTAAACAAAATTATTTCTAGAGGGGAATTGTTATCCGCTCACAATTCC
CCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCGCGGGATCGAGATCTCGATCCTCTACGCCGGACGCATCGTGGCC
GGCATCACCGGCGCCACAGGTGCGGTTGCTGGCGCCTATATCGCCGACATCACCGATGGGGAAGAT
CGGGCTCGCCACTTCGGGCTCATGAGCGCTTGTTTCGGCGTGGGTATGGTGGCAGGCCCCGTGGCC
GGGGGACTGTTGGGCGCCATCTCCTTGCATGCACCATTCCTTGCGGCGGCGGTGCTCAACGGCCTCA
ACCTACTACTGGGCTGCTTCCTAATGCAGGAGTCGCATAAGGGAGAGCGTCGAGATCCCGGACACCA
TCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAgGAGTCAATTCAGGGTGGTGA
ATGTGAAACCAGTAACGTTATACGATGTCGCAgAGTATGCCGGTGTCTCTTATCAgGACCGTTTCCCGCGT
GGTGAACCAGGCCAGCCaCGTTTCTGecgaAAAcgcGGGAAAAagiGGAageggega

VRDLDALPYATPALGSSPVVG.GR.APPPQGMVHARRW RPTVPRPRGLPPYPRRNKRS.ARSGEPDLPHR.C
RRYRRQQPHLWRR.CRPRCVRRRGSRSRSREINTTHYRGIVSG.QFPSRNNFV .L.EGDIHMADEFGNGDAL
DLPVGKDAVNSLIRENSHIFSDTQCKVCSAVLISESQKLAHYQSRKHANKVRRYMAINQGEDSVPAKKFKAA
PAEISDGEDRSKCCPVCNMTFSSPVVAESHYIGKTHIKNLRLREQ..D

Abbildung 4.5.: Ergebnis der bei GATC durchgefiihrten DNA-Sequenzierung (oben). Kleine Buchstaben indi-
zieren unsicher bestimmte Basen. Der fett markierte Teil wurde in die korrespondierende Pro-
teinsequenz umgeschrieben (unten). Gelb markiert ist die Sequenz von dsRBP-ZFa 1-128. Die
moglichen entstehenden Proteine sind durch Punkte getrennt. Allerdings ist nur am Anfang der
Sequenz des gewiinschten Proteins ein Startkodon vorhanden.

Da das Protein fiir NMR-Experimente isotopenmarkiert hergestellt werden sollte wurde
versucht, Bedingungen fiir optimales Wachstum und Uberexpression in Minimalmedium zu

[15] wurde mit einem anderen Bakteri-

finden. Die veroffentlichte Priaparation des Proteins
enstamm als dem hier verwendeten durchgefiihrt, weshalb eine Anpassung der Bedingungen
notig war. Dazu wurden zwei Parameter variiert, die in besonderem Mafle das Wachstum
der Bakterien beeinflussen kénnen: das zur Selektion eingesetzte Antibiotikum und der Zeit-
punkt der Zinkzugabe. Da auf dem transformierten Plasmid auch eine Ampicillin-Resistenz
vorhanden ist, ergeben sich hier gewisse Variationsmoglichkeiten. Die Zugabe von Metal-
lionen kann zu Stressbedingungen fiir die Bakterien fithren. Um dies zu evaluieren, wurden
Versuche durchgefiihrt, bei denen Zink einmal erst bei der Induktion mit IPTG und einmal
bereits zu Beginn der Anzucht zugegeben wurde. In Abb. 4.7 ist zu sehen, dass die Ge-
genwart von Zink bereits zu Beginn der Wachstumsphase zu deutlich besseren Ergebnissen

fiithrt als wenn es erst direkt vor der Induktion zugegeben wird.

Die Anderung des Antibiotikums hin zu Ampicillin brachte ebenfalls eine Verbesse-
rung der Wachstumsbedingungen. Dies war bereits anhand des Bewuchses der DYT-Agar-

Platten erkennbar. Uber Nacht bei 37 °C waren hier bereits einzelne, schon separierte Ko-
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4.2. Das ZF1 und ZF2 enthaltende Proteinfragment dsRBP-ZFa 2-128

Tabelle 4.1.: ODgoo-Werte verschiedener Medien nach Animpfen mit Kolonien der transformierten Zellen. In der
letzten Zeile sind die Werte nach der Induktion mit IPTG aufgefiihrt, in Klammern die Zeit nach

IPTG-Zugabe.
t DYT LB M9 + Celtone M9
1h 0,01 0,03 0 0
4h 0,01 0,26 0,02 0
6h 0,02 0,62 0,02 0
24 h 0,96 - 0,16 0,02
48 h - - 0,95 0,80

nach Ind. (h)~ 0,89 (24 h) 0,40 (18h) 0,93 (20h) 0,86 (20 h)

97,4kDa |
66,2 kDa |

45,0 kDa

31,0 kDa

21,5 kDa

14,4 kDa

Marker M9 +C M9 +C M9

| Ind Ind In Ind Ind
1 (48 h) (18 h)

Abbildung 4.6.: Vergleich der Uberexpression von dsRBP-ZFa 2-128 in verschiedenen Wachstumsmedien. Ei-
ne scharfe Bande im erwarteten Bereich zwischen 14 und 15 kDa ist nur bei Expression in
LB-Medium mit Chloramphenicol zu erkennen. Diese ist bei zu langer IPTG-induzierter Uber-
expression nicht mehr zu sehen.
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa

97,4 kDa
66,2 kDa

45,0 kDa
31,0 kDa

21,5 kDa

14,4 kDa

Marker LB M9 +C M9 +C M9+C M9+C+2Zn M9+C+Zn
Ind+Zn Ind +2Zn Ind Ind - J——
Y

Abbildung 4.7.: Vergleich der Uberexpression von dsRBP-ZFa 2-128 in Abhingigkeit vom Zeitpunkt der Zink-
zugabe. Ist Zink schon wihrend des Wachstums zugegen, erhilt man nach Induktion mit IPTG
eine intensive Bande im Bereich der gewiinschten Masse (die beiden rechten Spuren). Gibt man
das Zink erst zusammen mit dem IPTG zu, ist keine prominente Bande in diesem Bereich zu
beobachten. Als Antibiotikum wurde Ampicillin zugesetzt.

lonien gewachsen. Im Fall von Carbenicillin und Chloramphenicol musste in der Regel
zwei Tage gewartet werden. Um das optimierte Expressionssystem (M9-Medium mit Cel-
tone und Zink, Ampicillin als Antibiotikum) zu testen, wurden entsprechende Vorkulturen
angezogen, das Wachstum UV /Vis-spektroskopisch verfolgt (Tab. 4.2) und die Uberex-
pression mittels SDS-PAGE verifiziert (Abb. 4.8). Als Negativkontrolle wurde eine Probe
M9-Medium identisch wie die anderen behandelt, jedoch nicht mit Zellen angeimpft (M9
+ C + Zn (blank)).

Tabelle 4.2.: ODggo-Werte verschiedener Medien nach Animpfen mit Kolonien der transformierten Zellen. In der
letzten Zeile sind die Werte 48 h nach der Induktion mit IPTG aufgefiihrt.

t M9+ C+7Zn (1) M9+ C+Zn(2) M9+ C+ Zn (blank) LB

2h 0,01 0,01 0,02 0,03

4h 0,03 0,02 0,00 0,05

6h 0,01 0,00 0,00 0,04

24 h 0,73 0,94 0,02 0,34
48 hnach Ind. 087 084 015 0,81

4.2.2. Praparative Expression und Reinigung

Zur priparativen Expression wurde M9-Medium mit NH4Cl, "N-markiertem Celtone,
ZnSO4 und Ampicillin als Selektionsmarker verwendet (sieche Abschnitt 8.5.2, S. 189). Das
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4.2. Das ZF1 und ZF2 enthaltende Proteinfragment dsRBP-ZFa 2-128

97,4 kDa

66,2 kDa —

45,0 kDa — S e
31,0 kDa ——

21,5 kDa -

14,4 kDa T a— C

Marker M9+ C+2Zn M9+C+2ZnM9+C +Zn LB
Ind (1) ind(2) 1 Ind (blank) Ind

Abbildung 4.8.: Wachstum und Uberexpression in M9-Medium mit Celtone und Zink. Bei M9 + C 4 Zn (blank)
wurden alle Schritte analog zu den anderen Kulturen durchgefiihrt, jedoch nicht angeimpft. Bei
der rechten Spur wurde LB-Medium ohne Zink verwendet. Es zeigt sich, dass die Bakterien zwar
anwachsen (Tab. 4.2), das gewiinschte Protein jedoch nicht exprimiert wird.

Wachstum der Zellen wurde UV /Vis-spektroskopisch verfolgt und die Menge des Néahrme-
diums sukzessive vergroflert. Nach Erreichen einer ausreichenden optischen Dichte wurde
mit IPTG die Uberexpression von Protein 1 induziert. Die Absorption wurde in kurzen
Intervallen tiberpriift, nach Erreichen einer Plateauphase wurden die Zellen geerntet. Die

jeweiligen Absorptionswerte sind in Tab. 4.3 aufgelistet.

Zur Isolierung des Proteins wurden die Zellen in Lyse-Puffer suspendiert, mit Hilfe einer
French Press aufgeschlossen und anschlieffend bei etwa 100.000 g in einer Ultrazentrifuge

abzentrifugiert.

Da das Protein keine die Reinigung vereinfachende Modifikation wie z.B. einen His-tag
enthélt, konnte nicht auf affinitdtschromatographische Reinigungsmethoden zuriickgegrif-
fen werden. Es wurde daher zunéchst eine Vorreinigung mit Hilfe von Ionentauschersiulen
durchgefithrt. Dazu wurden ein Anionen- und zwei Kationentauscher hintereinander ge-
schalten. Nach Elution des Durchflusses wurde der Anionentauscher, an dem negativ gelade-
ne Zellbestandteile wie z.B. Oligonukleotide gebunden sein sollten, aus dem System entfernt,
und die am Kationentauscher gebundenen, positiv geladenen Zellbestandteile, eluiert. In
Abb. 4.10 ist ein SDS-Gel der beiden Hauptfraktionen der Ionenaustauschchromatographie
(Abb. 4.9) nach Aufkonzentrieren sowie deren entsprechende Filtrate dargestellt. Sowohl
der Durchfluss als auch die kleineren Peaks zeigten keine Bande im Bereich der gewiinsch-
ten Masse (nicht gezeigt). Es ist eindeutig zu erkennen, dass sich der hauptséichliche Anteil
des Proteins in den Fraktionen 35 - 44 befand. Das Konzentrat der gepoolten Fraktionen

der beiden Hauptpeaks wurde per Groflenausschlusschromatographie aufgereinigt.
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa

Tabelle 4.3.: ODgoo-Werte bei der praparativen Expression von dsRBP-ZFa 2-128. ,M9 (blank)" steht fiir nicht
angeimpftes Medium und diente als Negativkontrolle. Die Kulturen wurden bis zu einer ODggo von
0,6 - 0,8 wachsen gelassen und dann entweder in der nichstgroBeren Menge Medium verdiinnt,
oder mit IPTG versetzt um die Uberexpression zu induzieren.

t M9 (1) M9 (2) M9 (3) M9 (blank)

nach Animpfen von je 100 ml Medium

18h 70,07 0,05 0,05 0,01
22h 0,06 0,06 0,04 0,03
26h 006 014 005 0,04
40h 0,61 0,80 0,07 0,00

15h° 0,76 0,78 - .
3h 084 085 _ -
4h 084 0,78 _ ;

Dazu wurde das Konzentrat auf eine dquilibrierte Superdex 75-Séule aufgetragen und
isokratisch aufgereinigt. Dabei konnte sowohl das Protein als auch das Hauptnebenprodukt
separat isoliert werden. Letzteres hatte eine Masse von ca. 60 kDa und wurde nicht weiter

charakterisiert.

Zur Charakterisierung des Proteins und zur Verifizierung, dass es im gefalteten Zustand
vorlag, wurden N-HSQC-NMR- und CD-Spektren aufgenommen. Das NMR-Spektrum
zeigte eine deutliche Dispersion der Signale, was sehr stark auf ein gefaltetes Protein hindeu-
tet. Ein Vergleich mit einem Spektrum von Heiko Moller, welches zur Strukturaufklarung
verwendet wurde['%], zeigte eine sehr hohe Ubereinstimmung (Abb. 4.13). Es konnte also
davon ausgegangen werden, dass das gewiinschte Protein in gefaltetem Zustand erhalten

wurde.

Das erhaltene CD-Spektrum (Abb. 4.12) untermauert diese Vermutung. Wéhrend random-
coil-Strukturen in der Regel Minima bei Wellenldngen unterhalb von 200 nm aufweisen,
sind diese bei gefalteten Proteinen zwischen 205 und 225 nm zu finden (vgl. Abb. 3.11, S.
46). Dies ist im gezeigten Spektrum der Fall. Desweiteren zeigen a-Helices und S-Faltblétter
im Gegensatz zu random-coil-Strukturen positive Werte bei kurzen Wellenldngen, was beim
CD-Spektrum von 1 ebenfalls beobachtet wird.
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Abbildung 4.9.: Chromatogramm der lonenaustauschchromatographie. In den Fraktionen 1 und 2 ist der Durch-
fluss enthalten, also alles, was weder an die Anionen-, noch an die Kationentauschersiule bindet.
Griin dargestellt ist der NaCl-Gradient von 0 - 100 %.

97,4 kDa —

66,2 kDa -—: Pr— —
45,0 kDa - - _—
31,0 kDa ——

21,5 kDa

14,4 kDa :

Marker 25-34 M Filtrat Filtrat Roh- Lade-

25-34 35-44 extrakt puffer

Abbildung 4.10.: Die beiden intensivsten Peaks der lonenaustauschchromatographie nach Aufkonzentrieren.
Ebenfalls aufgetragen wurden das Filtrat und der Ladepuffer, wo jeweils keine Banden im
Bereich der gesuchten Masse gefunden wurden.
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa

mAu

6.0

50

4.0

3.0

Abbildung 4.11.: Chromatogramm der GroBenausschlusschromatographie der nach der lonenaustauschchroma-

tographie aufkonzentrierten Fraktionen 35 - 44. Der rote Pfeil markiert den Peak des Proteins
dsRBP-ZFa 2-128. Die sehr schwachen Absorptionswerte sind durch eine falsche Einstellung

der UV-Lampe am Gerédt bedingt.

\Vat

d
[Bepw] ao

200 220 240 260 280
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Abbildung 4.12.: CD-Spektrum des exprimierten Proteinkonstruktes 1, gemessen in HBS-Puffer, pH = 7,0. Die
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Minima bei relativ langen Wellenlangen deuten auf eine vorliegende Sekundé&rstruktur hin, bei
ungeordneten Strukturen sind diese typischerweise bei Wellenlangen unterhalb von 200 nm zu
finden. Auch die positiven Werte bei kurzen Wellenlangen sind charakteristisch fiir a-Helices

und [-Faltblatter.
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Abbildung 4.13.: Vergleich des 600 MHz **N-HSQC-Spektrums von dsRBP-ZFa 2-128 bei 293 K (bestimmt mit
MeOH) in Tris-NMR-Puffer pH = 6,8 (schwarz) mit einem '*N-HSQC-Spektrums der Probe,
die fiir die Strukturberechnung verwendet wurde (rot)*®!. Die beiden Spektren sind nahezu
identisch. Die geringen Abweichungen kdnnen durch Unterschiede in der Pufferzusammenset-
zung, dem pH-Wert oder der Temperatur hervorgerufen werden.
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa

4.2.3. Interaktionsstudien mit Oligonukleotiden
SPR-Experimente

Nachdem das Protein also erfolgreich préapariert werden konnte, sollten als néchstes die
geplanten Interaktionsstudien mit Oligonukleotiden folgen, um die Wechselwirkung der
Zinkfinger mit DNA/RNA zu untersuchen. Hierzu wurde das Protein 1 iiber eine Amid-
kupplung auf einem CM5-Sensorchip immobilisiert. Die Carboxylgruppen des Chips wurden
dazu vorher mit EDC/NHS aktiviert. Nach Immobilisieren und anschliefendem Waschen
mit Ethanolamin ergab sich eine Nettobelegung von etwa 3000 Response Units (RU). Als

Referenzzelle wurde Flusszelle (FC) 1 unmodifiziert verwendet.

Tabelle 4.4.: Bei SPR-Experimenten mit immobilisiertem Protein 1 untersuchte Oligonukleotidmotive (siehe
Abblidungen Abb. 4.1 S. 56, Abb. 4.2 S. 56 und Abb. 4.3 S. 57). Im Falle von Verbindung 2 wurde
zunachst keine Wechselwirkung beobachtet. Ein genaueres Studium der einzelnen Sensorgramme

zeigte ein fiir keine Interaktion untypisches Verhalten.

Verbindung max. Konzentration [pM]| Bindung

2 6,9 )
6 100 -
9 100 -
10 0,4 ;
11 100 -
13 100 -
14 100 -
20 100 -

Als mogliche Bindungspartner wurden die in Tab. 4.4 aufgefithrten Oligonukleotidmotive
bei verschiedenen Konzentrationen untersucht. Bei Auftragung von Konzentration gegen
RU-Wert (steady-state-affinity) ergab sich bei allen Verbindungen eine Gerade, was auf
keine bzw. auf eine unspezifische Wechselwirkung hindeutet. Auch zeigten fast alle Sen-
sorgramme eine fiir unspezifische Oberflichenbindung typische Rechteckform, die aus einer
extrem schnellen Kinetik resultiert. Eine Ausnahme bildeten die Sensorgramme mit der
doppelstriangigen RNA 2. In Abb. 4.14 sind verschiedene Darstellungen der experimentel-
len Ergebnisse gezeigt. Bei Betrachtung der Sensorgramme der belegten Flusszelle abziiglich
der Referenzzelle (A) kann man zwar einen fiir Wechselwirkung typischen Kurvenverlauf
erkennen, allerdings ist zu Beginn der Injektion jeweils ein sehr starker Signalabfall zu beob-
achten. Daher kann durch Auftragung der steady-state-affinity kein verniinftiger Kp-Wert
bestimmt werden (C). In Teilbild B sind die RU-Werte der Referenzzelle fiir die in Tab.
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Abbildung 4.14.: Verschiedene Darstellungen der Wechselwirkung von immobilisiertem Protein 1 mit der dsRNA
2. A: Sensorgramme der belegten Flusszelle abziiglich der Referenzzelle. Die jeweils verwendete
RNA-Konzentration ist den Kurven zugeordnet. B: Bindung der untersuchten Oligonukleotide
aus Tab. 4.4 an die Referenzzelle. Eingerahmt sind die Zyklen mit der dsRNA 2 mit steigender
Konzentration von links nach rechts. C: Auftragung von dsRNA-Konzentration gegen RU der
Differenz von belegter Flusszelle abziiglich der Referenzzelle (steady-state-affinity). D: , kinetic
fit* der belegten Flusszelle (ohne Abzug der Referenzzelle) nach einem 1:1 Bindungsmodell.

4.4 aufgefithrten Oligonukleotide bei verschiedenen Konzentrationen gezeigt. Einzig fiir die
doppelstringige RNA 2 (eingerahmt) sind Ausschldge bei steigenden Konzentrationen zu
sehen, was die atypische Form der Sensorgramme in Teilbild A erklirt. In Abb. 4.14 D
ist ein kinetic fit nach einem 1:1 Bindungsmodell (schwarz) mit den Sensorgrammen der
belegten Flusszelle (rot) gezeigt. Die sehr gute Ubereinstimmung von Sensorgrammen und
fit deutet ebenfalls auf eine Wechselwirkung hin. Allerdings ist zu beachten, dass hier die
Werte der unbelegten Referenzzelle, was dem Anteil an unspezifischer Bindung entspricht,
nicht subtrahiert wurden. Die Dextranmatrix des CM5-Chips ist negativ geladen, was eine
starke Wechselwirkung mit der ebenfalls negativ geladenen RNA unwahrscheinlich erschei-
nen lisst. Quantitative Aussagen iiber eine Wechselwirkung kénnen dennoch nicht gemacht

werden.

Aufgrund der Indizien fiir eine Wechselwirkung zwischen Protein 1 und dsRNA 2 und der
mutmaflichen Interaktion der RNA mit der unbelegten Referenzzelle wurde in einem wei-
teren Experiment RNA 2 in biotinylierter Form (24, s. Abb. 4.15) auf einem Streptavidin-

modifizierten Sensorchip immobilisiert. In Abb. 4.15 sind die erhaltenen Sensorgramme der
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa

belegten Flusszelle abziiglich der Referenzzelle (links), sowie die Auftragung der steady-
state-affinity dargestellt. Letztere ergab einen Kp-Wert von 22,2 nM. Die Sensorgramme
zeigten einen Kurvenverlauf mit einer gut zu erkennenden Assoziations- und Dissoziati-
onsphase. Auch sind die erhaltenen RU-Werte relativ hoch. Der ermittelte Kp-Wert ist
deutlich grofler als der fiir #hnliche dsRNA-Motive mit Hilfe von electrophoretic mobility
shift assays von Finerty et al. verdffentlichte 28], Ein maglicher Grund fiir die Abweichungen

konnten beispielsweise Multivalenzeffekte sein.

RU 50 uM RU

22,2+1,9 M )
1600 /

1200

1500

1000
S'Biotin-G-G-A-A-A-A-U-A-A-C-Usy
|

T A A
800 3'-CC-U-U-U-U-BA-U-U-G~g-

500

400

500 s 0 10 20 30 40 50 UM

Abbildung 4.15.: SPR-Experimente mit iiber Biotin/Streptavidin immobilisierter RNA 24 und Protein 1. Links
dargestellt sind die Sensorgramme bei verschiedenen Proteinkonzentrationen, rechts die Auftra-
gung der steady-state-affinity. Die dsSRNA-Belegung betrug ~ 1000 RU. Als Laufpuffer diente
HBS-RNA, die Flussrate betrug 5 ul/min. Zur Regenerierung wurde nach jedem Zyklus dreimal
60s 1 M NaCl-Losung injiziert.

ITC-Experimente

Als alternative Methode zu den SPR-Experimenten wurden I'TC-Experimente mit den bei-
den RNA-Motiven 9, der kommerziellen tRNA-Mischung, und 2, dem oben beschriebenen
hairpin-Motiv, durchgefithrt. In Abb. 4.16 sind die Titrationsexperimente mit vorgeleg-
tem Protein 1 und der tRNA-Mischung 9 dargestellt. Links abgebildet ist die eigentliche
Titration von RNA in Protein, beide gelost in HBS-Puffer. Der eingezeichnete Kurvenver-
lauf resultiert aus einer Ndherung nach einem one-site-binding-model. Um Artefakte, wie
zum Beispiel Solvatationseffekte, bei der RNA-Zugabe auszuschlieffen, wurde bei der in der
mittleren Abbildung dargestellten Messreihe RNA in die nur Puffer enthaltende Messzelle
titriert. Als weitere Negativkontrolle wurde Puffer aus der Spritze in die Puffer enthaltende
Messzelle titriert (rechts in Abb. 4.16). Hierbei wurde keine Wérmeentwicklung beobachtet.

Die Titration der tRNA-Mischung 9 zum in der Messzelle vorgelegten Protein ergab eine
abfallende Kurve, die jedoch nicht den fiir ITC-Experimente typischen sigmoiden Verlauf
zeigte. Dennoch lieen sich anhand der erhaltenen Daten einige Informationen iiber die
Wechselwirkung erhalten. Zunéchst einmal lief sich aufgrund des positiven Vorzeichens der
Reaktionswirmen sagen, dass es sich um eine endotherme Reaktion handelt. Die in Abb.

4.16 B gezeigte Zugabe der tRNA in Puffer ergab Heizraten mit negativem Vorzeichen,
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4.2. Das ZF1 und ZF2 enthaltende Proteinfragment dsRBP-ZFa 2-128
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Abbildung 4.16.: ITC-Titrationsexperimente mit Protein 1 und der tRNA-Mischung 9. Die Experimente wurden
bei 25 °C durchgefiihrt. Beide Komponenten waren in dem bereits bei den SPR-Experimenten
verwendeten HBS-RNA-Puffer geldst. A: Titration mit vorgelegtem Protein 1 und zugegebener
tRNA 9. Es ist eine deutliche Anderung der Wirmeentwicklung bei fortschreitender Titration
zu beobachten. B: Titration von 9 in die mit HBS-Puffer befiillte Messzelle. Es sind zwar Aus-
schldge zu erkennen, allerdings mit umgekehrtem Vorzeichen zum in A gezeigten Experiment,
was dagegen spricht, dass es sich bei der dort beobachteten Wechselwirkung um ein Artefakt
handelt. C: Titration von Puffer in Puffer. Es ist keine Warmeentwicklung zu beobachten.

die sich in einem relativ konstanten Bereich bewegen. Daher kann davon ausgegangen wer-
den, dass es sich bei dem in Abb. 4.16 A beobachteten Kurvenverlauf tatsidchlich um eine
Wechselwirkung zwischen Protein und RNA handelt.

Aus der Naherung nach dem one-site-binding-model ergibt sich eine Stochiometrie von
0,922 + 0,273, die ausgegebene Dissoziationskonstante liegt bei 435 pM. Da es sich bei
der eingesetzten RNA um eine Mischung verschiedener tRNAs handelte und trotz mehr-
facher Nachfrage beim Hersteller keine weiteren Informationen dazu erhéltlich waren, sind
die bestimmten thermodynamischen Konstanten jedoch eher fragwiirdig und werden hier
nicht weiter diskutiert. Es ist jedoch zweifelsohne eine Interaktion zwischen Protein 1 und

zumindest einer oder mehrerer Komponenten aus 9 zu beobachten.

In einem weiteren Titrationsexperiment wurde zu der in der Messzelle vorgelegter Protein-
l6sung die dsRNA 2 schrittweise hinzugegeben. Die entstehenden Reaktionswérmen sowie
die Auftragung der Integrale gegen das molare Verhiltnis sind in Abb. 4.17 dargestellt. Auch
hier ergab sich ein fiir ITC-Experimente untypischer Kurvenverlauf. Die eingezeichnete rote
Linie resultiert aus einer Naherung anhand eines two sequential binding sites-Modells und

passt relativ gut zu den erhaltenen Werten. Mit allen anderen zur Verfiigung stehenden
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa
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Abbildung 4.17.: ITC-Titrationsexperiment mit Protein 1 und der doppelstrangigen RNA 2. Links gezeigt ist
die Heizleistung bei sukzessiver RNA-Zugabe. Rechts dargestellt ist die Integration der links
erhaltenen Peaks, aufgetragen gegen das molare Verhiltnis. Die rot eingezeichnete Linie ist
eine Ndherung nach einem two sequential binding sites-Modell.

Modellen war keine Ndherung moglich. Das two sequential binding sites-Bindungsmodell
basiert auf der Annahme von zwei Bindungsstellen mit unterschiedlichen Kp-Werten. Die-
se betrugen bei der gezeigten Néherung Kp; = 57,5 + 5,3 pM und Kps = 2,9 + 0,3 pM.
Aufgrund der relativ niedrigen absoluten Heizleistung und dem untypischen Kurvenverlauf
sind diese Werte mit Vorsicht zu genieflen. Von der Gréfienordnung her stimmen sie aber
mit den bei den SPR-Experimenten erhaltenen Kp-Werten relativ gut iiberein.

Nach einem steilen Ansteigen miindet die Kurve bei einem molaren Verhéltnis von 0,4 -
0,5 in einer Séttigung. Dies konnte so gedeutet werden, dass zwei Proteinmolekiile an ein
Molekiil RNA binden. Aufgrund der zwei mutmaflich dsRNA-bindenden Zinkfingerdomé-
nen im eingesetzten Proteinkonstrukt wiirde das bedeuten, dass vier Zinkfingerdoménen
an einen RNA-Doppelstrang binden. Ebenfalls denkbar wéire, dass nur eine der beiden
Doménen mit zwei Bindungsstellen an die RNA bindet.

Desweiteren wurde das Protein in vierfach verdiinnter Konzentration eingesetzt (Daten
nicht gezeigt). Ziel war es zum einen, den steilen Kurvenverlauf am Anfang der Titration
nither zu untersuchen, zum anderen sollte das Verhalten bei groferem RNA-Uberschuss
beobachtet werden. Der Nachteil einer solchen Verdiinnung sind die noch geringeren ent-
stehenden Reaktionswérmen. Der Kurvenverlauf entsprach ziemlich genau dem gezeigten

und brachte somit keine weiteren Erkenntnisse.

Die Ergebnisse aus den ITC-Experimenten zeigten eindeutig eine Wechselwirkung zwi-

schen Protein 1 und beiden untersuchten RNAs, der kommerziellen tRNA-Mischung 9 aus
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4.2. Das ZF1 und ZF2 enthaltende Proteinfragment dsRBP-ZFa 2-128

S. cerevisiae und der doppelstringigen RNA 2. Aufgrund der komplexen und weitgehend
unbekannten Zusammensetzung der tRNA 9 konnten jedoch keine genaueren Aussagen
iiber die Interaktion mit dieser gemacht werden.

Im Fall der dsRNA 2 konnte ausschliellich eine Ndhrung nach einem two sequential
binding sites-Modell den Kurvenverlauf beschreiben. Die Kurve miindete nach steilem An-
stieg bei einem molaren Verhiltnis von Protein:dsRNA von ca. 2:1 in einer Sattigung. Dies
wiirde bedeuten, dass an ein dsRNA-Molekiil zwei Molekiile Protein 1 binden. Weitere
ITC-Experimente, beispielsweise eine Titration von Protein in in der Messzelle vorgelegte

RNA, konnten weitere Aufschliisse iiber das Bindungsverhalten geben.
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa

4.3. Von dsRBP-ZFa abgeleitete Peptide

Die zugrundeliegende Idee der Entwicklung von peptidischen Nachbildungen des double-
stranded RNA-binding protein ZFa ist die isolierte Darstellung des dsRNA-Erkennungsmo-
tivs. Da vermutlich beide Zinkfingerdoménen dsRNA-Affinitdt haben, wurden von beiden
Peptide synthetisiert, die dem Bereich des jeweiligen Helixz-turn-heliz-Motivs (HTH-Motiv)
entsprechen. Im Protein wird die geknickte Geometrie durch Zinkkoordination der beiden
Histidin-Reste stabilisiert, von denen jeweils einer in einer der beiden Helices lokalisiert ist
(Abb. 1.7). Eine Moglichkeit, die Zinkkoordination zu imitieren, ist eine kovalente Zykli-
sierung iiber zwei Seitenkettenfunktionalitéiten. Dabei sollte der rdumliche Anspruch dieser
Zyklisierung moglichst der der Koordination im Protein entsprechen.

In einer fritheren Arbeit 167 wurden verschiedene Maglichkeiten einer side chain-to-side
chain Zyklisierung mit Hilfe von molecular modelling und Molekiildynamik Simulationen
evaluiert. Aufgrund dieser Ergebnisse wurde ein zyklisches Peptid synthetisiert, welches das
HTH-Motiv der zweiten Zinkfingerdoméne imitieren sollte. Die beiden das Zink koordinie-
renden Histidine wurden dabei durch ein Lysin und ein Glutamat substituiert, iiber deren
Seitenketten durch kniipfen einer Laktambindung zyklisiert wurde (25).

Generell sollte die zweite Zinkfingerdoméne als Vorlage fiir ein Peptid geeigneter sein, da

sie:

- insgesamt einfacher aufgebaut ist. Im Gegensatz zur ersten Zinkfingerdoméne fehlt
ihr die N-terminale a-Helix, die in der ersten Doméne senkrecht gegen die N-terminale
Helix des HTH-Motivs gepackt vorliegt, sowie das erweiterte S-Faltblatt, welches wie
die N-terminale Helix ebenfalls hydrophobe Interaktionen mit Helix a2 ausbildet,

- aufgrund weniger hydrophober Seitenketten leichter wasserloslich sein diirfte,

- im Gegensatz zur ersten Zinkfingerdoméne keine schwefelhaltigen Aminoséduren im in
Frage kommenden Sequenzabschnitt enthélt, was sowohl fiir die Synthese als auch fiir

die weitere Handhabung vorteilhaft ist.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Peptide ausgehend von der Sequenz von beiden Zink-
fingerdoménen synthetisiert, unter anderem auch mit N-terminalen Modifikationen zur spé-
teren Immobilisierung fiir Bindungsexperimente. Neben dem oben beschriebenen zyklischen
Vertreter wurden hauptséchlich lineare Sequenzen hergestellt. Abgesehen von der deutlich
unkomplizierteren Synthese haben Voruntersuchungen Hinweise darauf geliefert, dass diese
besser als Mimetika geeignet sein kénnten (s.u.). Zwar ist bei diesen der Knick zwischen
den Helices nicht fixiert, was einer exakten Nachbildung der aktiven Proteindoméne entge-
genwirken konnte. Allerdings sind die offenkettigen Peptide deutlich flexibler, was bei der

Komplexbildung mit Oligonukleotiden wiederum von Vorteil sein kénnte 168169,

74



4.3. Von dsRBP-ZFa abgeleitete Peptide

Sémtliche Peptide wurden an fester Phase unter Zuhilfenahme der Fmoc/tBu-Strategie
synthetisiert. Die Kupplungen wurden teilweise von Hand in Spritzen mit eingesetzter PE-
Fritte, teilweise am Peptidsynthesizer durchgefiihrt. Nach Abspalten vom polymeren Tréger
wurden die Peptide mittels RP-HPLC gereinigt. Die Charakterisierung erfolgte in der Regel
mit MALDI-TOF-Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie. Die genauen Reaktions-
und Reinigungsbedingungen sowie die durchgefiihrte Analytik sind in Abschnitt 8.3 fiir
jedes Peptid detailliert beschrieben.

Die NMR-spektroskopische Charakterisierung erfolgte wie in Kapitel 3.3 beschrieben. In
Abschnitt 4.3.1 ist anhand von Peptid 31 das Vorgehen fiir die Resonanzzuordnung exem-
plarisch dargestellt. Fiir alle weiteren Peptide wurde analog dazu verfahren, die Zuordnung
von 'H- und '3C-Verschiebungen sowie die ermittelten Kopplungskonstanten sind ebenfalls
in 8.3 aufgefiihrt.

4.3.1. Nachbildungen der zweiten Zinkfingerdomane

Ausgehend von der zweiten Zinkfingerdoméne wurden sowohl zyklische, als auch lineare
Peptide synthetisiert. Das oben beschriebene Zyklopeptid 25 entspricht dem Sequenzaus-
schnitt V108 - L125, wobei die Histidinreste 113 und 119 durch ein Lysin, bzw. ein Glutamat
ersetzt wurden, {iber die eine amidische Seitenkettenzyklisierung ausgebildet wurde. Eben-
falls zyklisch, aber ohne den sich an die Zyklisierung anschlieenden N-terminalen Teil, ist
Peptid 26 (Abb. 4.19). Als Nebenprodukte wurden zwei lineare Spezies erhalten, Peptid
27, bei dem die Aminofunktion des Lysins acetyliert ist, und Peptid 28, welches die gleiche
Sequenz wie Peptid 27 ohne das Glutamat an der Stelle von Histidin 113 hat.

Zur eventuellen Stabilisierung der helikalen Konformation wurde bei Peptid 29 ein lan-
gerer Proteinausschnitt gewihlt (S106 - Q128), die beiden Histidinreste wurden jedoch
auch in diesem Fall substituiert. Um diesen Effekt zu untersuchen, wurde desweiteren ein
Peptid mit der nativen Sequenz S106 - Q128 synthetisiert (30). Als Negativkontrollen bei
Bindungsexperimenten wurden auflierdem die beiden jeweils inversen Sequenzen 31 und 32
hergestellt.

Die Immobilisierung von Peptiden auf SPR-Sensorchips erfordert in der Regel das Ein-
fithren von zu den Seitenketten orthogonalen Funktionalitédten. Zwar ist auch eine Immobili-
sierung iiber beispielsweise Carboxyl- oder Amidgruppen méglich. Dabei besteht jedoch die
Gefahr einer Maskierung der mutmaflich interagierenden Region. Daher wurden von den
im letzten Abschnitt beschriebenen Peptiden jeweils Analoga mit einem N-terminalen, in
der Seitenkette mit Biotin funktionalisierten Glutamatrest (Abb. 4.18) synthetisiert (Pepti-
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa
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Abbildung 4.18.: Zur Einfiihrung des Biotinylrestes verwendetes Glutaminsiurederivat Fmoc-Glu(PEG-biotinyl)-
OH.

de 34, 35, 36 und 37). Aufgrund anhaltender Probleme mit den Streptavidin-modifizierten
Sensorchips wurden ebenfalls Analoga mit einem N-terminalen Cysteinrest hergestellt (Pep-

tide 38, 39, 40 und 41), um eine alternative Immobilisierungsmethode zu untersuchen.

Beschreibung
90 100 110 120 128
SDGEDRSKCCPVCNMTFSSPVVAESHYIGKTHIKNLRLREQ dsRBP-ZFa 1-128
25 VVAESEYIGKTKIKNLRL V108 - L125, zyklisch, H113 & H119 subst.
[E——
26 EYIGKTKIKNLRL E113 - L125, zyklisch, H113 & H119 subst.
[
27 VVAESEYIGKTKIKNLRL V108 - L125, H113 & H119 subst., K119 acetyliert
28 VVAES YIGKTKIKNLRL V108 - L125, del. H113 & H119 subst., K119 acetyliert
29 SPVVAESEYIGKTKIKNLRLREQ 5106 - Q128, H113 & H119 subst.
30 SPVVAESHYIGKTHIKNLRLREQ 5106 - Q128
31 QERLRLNKIKTKGIYESEAVVPS Q128 - S106, H113 & H119 subst.
32 QERLRLNKIHTKGIYHSEAVVPS Q128 - S106
34 Biotin-SPVVAESHYIGKTHIKNLRLREQ 5106 - Q128 mit N-term. Biotin-tag
35 Biotin-QERLRLNKIHTKGIYHSEAVVPS 0128 - S106 mit N-term. Biotin-tag
36 Biotin-SPVVAESEYIGKTKIKNLRLREQ 5106 - L125, H113 & H119 subst., mit N-term. Biotin-tag
37 Biotin-QERLRLNKIKTKGIYESEAVVPS Q128 - S106, H113 & H119 subst., mit N-term. Biotin-tag
38 C-SPVVAESHYIGKTHIKNLRLREQ 5106 - Q128 mit N-term. Cystein
39 C-QERLRLNKIHTKGIYHSEAVVPS Q128 - S106 mit N-term. Cystein
40 C-SPVVAESEYIGKTKIKNLRLREQ 5106 - Q128, H113 & H119 subst., mit N-term. Cystein
41 C-QERLRLNKIKTKGIYESEAVVPS Q128 - S106, H113 & H119 subst., mit N-term. Cystein

Abbildung 4.19.: Synthetisierte Peptide ausgehend von der zweiten Zinkfingerdoméane, verglichen mit der ur-
spriinglichen Proteinsequenz. Schwarz dargestellt sind Aminosédurereste, die mit der Proteinse-
quenz identisch sind, rot solche, die nicht mit der Sequenz tibereinstimmen.

Samtliche von der zweiten Zinkfingerdoméne abgeleiteten Peptide sind in Abb. 4.19,
verglichen mit der urspriinglichen Proteinsequenz, dargestellt. Rot eingefarbte Aminoséu-
rebausteine markieren eine Abweichung von der nativen Proteinsequenz.

Fast alle Peptide wurden wie oben beschrieben nach Standardmethoden hergestellt. Einen

Sonderfall stellen die side chain-to-side chain zyklisierten Peptide 25 und 26 dar. Hier wur-
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4.3. Von dsRBP-ZFa abgeleitete Peptide

de die Peptidkette zunéichst bis zur zweiten zu zyklisierenden Aminosidure an fester Phase
synthetisiert, wobei die Seitenketten der zu zyklisierenden Aminosduren mit Schutzgrup-
pen orthogonal (O-Allyl / N-Aloc) zu den restlichen (sdurelabilen) Schutzgruppen geschiitzt
wurden. Nach selektivem Entschiitzen der Allylschutzgruppen mit Pd(PPhg)4 und HNBMey
wurde unter Zuhilfenahme von PyAOP und HOAt die Amidbindung gekniipft, bevor die
Synthese konventionell fortgesetzt wurde.

Bei den Peptiden mit Biotinrest wurden teilweise in nicht unerheblichem Mafle Nebenpro-
dukte mit einer Massendifferenz von 416 gefunden. Es wird vermutet, dass es sich hierbei
um eine Oxidation des Biotins zum Biotinsulfoxid handelt. Zum einen wurde das Auftre-
ten dieser Massendifferenz nur bei den biotinylierten Peptiden beobachtet, was den Schluss
nahelegt, dass die Modifikation hier zu suchen ist. Zum anderen handelt es sich bei einer
Massenzunahme von 16 hdufig um einen zusétzlichen Sauerstoff. Auch ist die Oxidation

von Biotin, wenn auch in anderem Kontext, ein durchaus bekanntes Phiinomen. [170-171]

Charakterisierung der Peptide

Die Charakterisierung der Peptide erfolgte in der Regel mit MALDI-MS und zweidimensio-
nalen NMR-Experimenten. Zur Zuordnung der Protonenresonanzen wurden TOCSY, CO-
SY und NOESY-Spektren aufgenommen, die Zuordnung der '*C-Resonanzen erfolgte mit
Hilfe von HSQC-Experimenten. Zunéchst wurden mit Hilfe des TOCSY-Spektrums die cha-
rakteristischen Amidspuren identifiziert. Davon ausgehend konnten im NOESY-Spektrum
einander benachbarte Aminoséuren identifiziert werden und den Spuren so ihre Position in
der Sequenz zugeordnet werden. Zur genauen Zuordnung der Seitenkettenprotonen wurden
COSY-Spektren verwendet. Durch dieses Zusammenspiel konnten die meisten Protonenre-
sonanzen der synthetisierten Peptide eindeutig bestimmt werden. Exemplarisch ist in Abb.
4.20 das vollstéandig zugeordnete TOCSY-Spektrum von Peptid 31 dargestellt. Das dazuge-
horige NOESY-Spektrum ist in Abb. 4.21 gezeigt. Markiert sind die HV-H®-Kreuzsignale
der jeweiligen Aminosiure. Diese sind mit Linien iiber die HY-H*!-Kreuzsignale mit ihren
jeweils in der Sequenz benachbarten Aminosdureresten verbunden.

Mit Hilfe der zugeordneten 'H-Verschiebungen konnten nun anhand des HSQC-Spektrums
viele der ¥C-Verschiebungen der synthetisierten Peptide zugeordnet werden. Gerade bei
groferen Peptiden ist dies aufgrund der Signaliiberlagerung in der Regel nicht fiir alle
Resonanzen eindeutig moglich gewesen. Dies wére unter Umstdnden mit Hilfe von HMBC-
Spektren moglich gewesen. Aufgrund der deutlich geringeren Empfindlichkeit im Vergleich
zum HSQC wurde aber in den meisten Féllen darauf verzichtet, da die Zuordnung der Pro-
tonenresonanzen zur eindeutigen Charakterisierung der Peptide ausreichte. Das vollstdndig
zugeordnete HSQC-Spektrum von Peptid 31 ist in Abb. 4.22 dargestellt.
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Abbildung 4.20.: Amid-Bereich von Peptid 31 eines 600 MHz TOCSY-Spektrums bei 300 K und pH = 3.1*@ Das
nicht zugeordnete Spinsystem Nr. 30 (ca. 8,5 ppm) kdnnte von einem isomerisierten Serinrest
oder einer Verunreinigung stammen. Bei 7,525 ppm (Spinsystem 25) und 7,2 ppm (Spinsystem
23) sind die Spuren ausgehend von den Amid- bzw. Guanidinprotonen der Seitenketten von

Lysin und Arginin zu sehen.
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Abbildung 4.21.: Sequenzbestimmung von Peptid 31 anhand des Amid-Bereiches eines 600 MHz NOESY-
Spektrums bei 300 K und pH = 3.07 Dije HY-H*~!-Kreuzsignale sind durch vertikale und
horizontale Linien mit den Signalen der entsprechenden Aminosiuren verbunden. Die Sequenz-
folge konnte bis auf den C-terminalen Teil Val21-Ser23 und das nicht eindeutig zu erkennende
Kreuzsignal von Alal9 zu Glul8 komplett ermittelt werden.
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa
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Abbildung 4.22.: 600 MHZ HSQC-Spektrum von Peptid 31 bei 300 K und pH = 3.1 Links oben ist der
Bereich der aromatischen CH-Kreuzsignale von Tyrl5 gezeigt.
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4.3. Von dsRBP-ZFa abgeleitete Peptide

Neben der zweifelsfreien Charakterisierung der synthetisierten Peptide bietet die Zu-
ordnung der NMR-Spektren eine weitere mogliche Anwendung: die strukturelle Charakte-
risierung. Hinweise iiber eventuell vorliegende Sekundéarstrukturen erhélt man dabei aus
Kopplungskonstanten sowie aus dem Vergleich der bestimmten chemischen Verschiebungen
mit tabellierten, fiir bestimmte Sekundérstrukturmerkmale typischen Werten (siche Kapitel
3.3.4).

In Abb. 4.23 sind die chemischen Verschiebungen einiger Peptide mit den tabellierten
und bzgl. der Sequenz korrigierten Werten fiir random-coil-Strukturen 11152 verglichen.
Negative Werte fii HY und H® in den Balkendiagrammen deuten auf eine Tendenz zu

a-helikalen Strukturen hin, positive eher auf eine g-Faltblatt-Struktur.

Insgesamt ist die Mehrzahl der Balken fiir alle gezeigten Peptide im negativen Bereich.
Allerdings sind die Bereiche negativer Werte bei den meisten untersuchten Peptiden ent-
weder von positiven Werten unterbrochen oder die Abweichung ist so gering, dass eher
von einer Tenzdenz hin zu a-helikalen Strukturen ausgegangen werden kann. Besonders
ausgepragt ist dies bei Peptid 29, dem N-terminalen Teil von Peptid 30 und, mit Abstri-
chen, dem C-terminalen Teil von Peptid 31 zu erkennen. Peptide dieser Grofle sind in der
Regel so flexibel dass, im Gegensatz zu gefalteten Proteinen, meist nur Tendenzen hin zu
geordneten Sekundérstrukturen beobachtet werden konnen (vgl. Abschnitt 3.3.4, S. 42).

Die bestimmten HV-H*Kopplungskonstanten hingegen liegen allesamt im Bereich von

6 - 8 Hz. Daraus lassen sich keine Hinweise auf eine geordnete Sekundéirstruktur ableiten.

Die in Abb. 4.24 abgebildeten CD-Spektren lassen ebenfalls keine Tendenzen hin zu ge-
ordneten Sekundérstrukturen erkennen. Dabei ist anzumerken, dass die Spektren in 10 mm-
Kiivetten aufgenommen wurden. Idealerweise verwendet man fiir Peptide und Proteine
Kiivetten mit kiirzerem Strahlengang. Auch hétten sich unter Umsténden die Pufferbedin-
gungen noch optimieren lassen. Da der eventuelle Mehrwert optimierter CD-Spektren fiir

diese Arbeit aber relativ gering gewesen wire, wurde hierauf verzichtet.

Wie bereits in Kapitel 3.3.4 beschrieben, liegen Peptide in Losung meist in mehreren
Konformationen vor. Daher kann mit den hier diskutierten Methoden allenfalls eine Ten-
denz hin zu einer bestimmten Sekundarstruktur beobachtet werden. Hinzu kommt, dass
die NMR-Spektren bei pH = 3 aufgenommen wurden, was der Ausbildung einer helikalen

Konformation nicht forderlich ist.

Anhand der strukturellen Charakterisierung lésst sich bei einigen Peptiden zumindest ei-
ne Préferenz fiir das teilweise Vorliegen helikaler Strukturen ableiten. Besonders ausgeprégt
ist dies beim Vergleich der chemischen Verschiebungen mit den tabellierten random-coil-
Werten bei Peptid 29 zu beobachten.
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa
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Abbildung 4.23.: Auftragung der HY- und H*-chemischen Verschiebungen einiger ZF2-Mimetika gegen die ta-
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Abbildung 4.24.: CD-Spektren der ZF2-Mimetika 25 und 30 (oben), sowie 29 und 38 und deren inverser Sequen-
zen 31 und 39. Keines der Spektren deutet auf das Vorliegen einer a-helikalen Struktur hin. Die
Messungen wurden in 10 mM Phosphatpuffer bei pH = 7,0 durchgefiihrt. Die Konzentration
der Peptide betrug 10 uM.

Zink-Koordination

Im Proteinkontext ist der Knick zwischen den beiden Helices des HTH-Motives von ZF1 und
ZF2 mutmaflich durch die Koordination der beiden jeweils in einer der Helices lokalisierten
Histidin-Reste induziert. Zudem binden die Thiolgruppen zweier weiterer Cysteinreste, die
in den an das HTH-Motiv anschliefenden [-Faltblédttern lokalisiert sind, an das jeweilige
Zinkion, woraus sich eine insgesamt tetraedrische Koordination des Zn?*-Ions ergibt. Al-
ternativ zur kovalenten Seitenkettenzyklisierung, wie bei Peptid 25, sollte daher versucht
werden, die Zinkkoordination iiber zwei Histidinreste im Peptidkontext zu realisieren.

Dazu wurde als HTH-Mimetikum ein N-terminal um eine Aminoséure verkiirztes Derivat
von Peptid 30 verwendet (Peptid 42). Zur Nachbildung der Cysteinkoordination wurde das
Tetrapeptid 43 synthetisiert, bei dem die zwei Cysteinreste (Cysg; und Cysigp) analog zur
Proteinsequenz durch ein Valin und ein Prolin separiert sind. Die Sequenzen der beiden
Peptide sind in Abb. 4.25 dargestellt.

Die Koordination der Peptide an Zn?*-Ionen sollte mit Hilfe von NMR-Titrationen durch
Beobachtung einer eventuellen Verschiebung von Signallagen untersucht werden. Eine Re-

sonanzverschiebung kann dabei sowohl durch die eigentliche Koordination als auch durch
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa
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Abbildung 4.25.: Mogliche Zinkkoordination der beiden Peptide 42 und 43 3hnlich der im Proteinkontext beob-
achteten Komplexierung.

strukturelle Veréinderungen entstehen. Fiir die Koordination der Peptide an das Zinkion

ergeben sich folgende Moglichkeiten:

keines der beiden Peptide geht eine Zinkkoordination ein,

- eines der beiden Peptide koordiniert zweifach im Sinne eines Hy-Zn?*- oder Cy4-Zn?*-

Komplexes,

- es entsteht, wie im Protein, eine CoHs-Zn-Koordination mit jeweils einem der bei-
den Peptide, wobei sich hier aufgrund der Chiralitit am Zinkion weitere Variationen

ergeben,

- bei Zinkzugabe entsteht zunéchst ein Komplex zwischen einem der Peptide und dem
Zinkion. Durch Zugabe des zweiten Peptides entsteht eine andere Komplexzusam-
mensetzung. Auch in diesem Fall ergeben sich aufgrund der Chiralitdt am Zinkion

mehrere Moglichkeiten.

Es wurden zwei NMR-Titrationsexperimente durchgefiithrt. Dabei wurde jeweils eines
der beiden Peptide vorgelegt und zunichst eine Zn?tT-Ionen enthaltende Losung bis zu
dquimolarer Konzentration schrittweise hinzutitriert. Danach wurde das andere Peptid in
dquimolarer Konzentration hinzugegeben.

Eine Schwierigkeit bei der NMR-spektroskopischen Analyse der Zinkkoordination ist der
pH-Wert. Die Resonanzzuordnung von Peptiden wird in der Regel in saurer Lésung durch-
gefiihrt. Durch die so erreichte Protonierung der Amid-Stickstoffatome lassen sich die ein-
zelnen Reste mit Hilfe von zweidimensionalen Experimenten eindeutig zuordnen. Die Ver-
suche zur Zinkkoordination konnten jedoch nicht im Sauren durchgefiihrt werden, da fiir die

Koordination der Histidine an das Zn?* pH-Werte im neutralen Bereich am geeignetsten
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4.3. Von dsRBP-ZFa abgeleitete Peptide

sind. Der optimale pH-Wert ist stark von den den Histidinen benachbarten Aminosiduren
abhéngig, ein Wert von pH = 6,5 sollte aber unabhéngig davon eine Koordination ermog-
lichen. [173]

Da sich der pH-Wert bei Zugabe einer Zn?*-Losung verindern kann, wurde zunichst
versucht, die Titration in gepufferter Losung durchzufiihren. Allerdings bildete sich bei
Zugabe einer wissrigen ZnSOy-Losung sowohl in Phosphat- als auch in Tris-gepufferter Lo-
sung ein weifler Niederschlag. Dies kénnte im Falle des Phosphatpuffers auf die Entstehung
von wasserunloslichem Zngz(POy)s zuriickzufiihren sein. Die Titrationsexperimente wurden
daher in wassriger Losung durchgefiihrt, wobei der pH-Wert nach jedem Titrationsschritt
kontrolliert bzw. mit HCl/NaOH neu eingestellt wurde (Abb. 4.26).

Um zu verhindern, dass das Tetrapeptid 43 inter- oder intramolekulare Disulfidbindun-
gen bildet, wurde in ersten Versuchen 1,4-Dithiothreitol (DTT) zugesetzt. Dieses bildete
aber ebenfalls einen weiflen Niederschlag bei Zugabe von wéssriger ZnSO4-Losung, weshalb
bei den Titrationsexperimenten darauf verzichtet wurde.

Auch bei Vorlegen von Tetrapeptid 43 in wissriger Losung wurde die Entstehung eines
Niederschlages beobachtet. Dieser 16ste sich jedoch in Gegenwart von Tris(2-carboxyethyl)-
phosphin (TCEP).

Bei der in Abb. 4.26 gezeigten Titration wurde zunichst das die beiden Histidinreste
enthaltende Peptid 42 in wissriger Losung bei pH = 6,5 vorgelegt (schwarzes Spektrum).
Danach wurde bis zu einem #quimolaren Verhiltnis Peptid : Zn?t in mehreren Schritten
0,1 M ZnSOy4-Losung hinzutitriert (griines Spektrum). Bereits bei 50 %iger Zinkkonzen-
tration (rotes Spektrum) war eine deutliche Signalverbreiterung sowie die Verschiebung
einzelner Resonanzen zu beobachten. Nach Zugabe von Tetrapeptid 43 (blaues Spektrum)
wurden die Signale deutlich schérfer, auch waren einige neue zu erkennen, die nicht im
Spektrum des reinen Peptids 43 (gelbes Spektrum) zu finden sind, z.B. die Signale bei ca.
9,3 ppm, die in keinem der beiden Spektren der isolierten Peptide zu finden sind. Eine wei-
tere Zugabe von ZnSO,4-Losung bis zu einem 1,5-fachen Uberschuss brachte keine weitere
Verdnderung im NMR-Spektrum (nicht gezeigt).

In Abb. 4.27 ist das NMR-Titrationsexperiment gezeigt, bei dem ZnSOy4-Losung zu Pep-
tid 43 hinzutitriert wurde. Wie oben bereits erwéhnt, wurde bei der wéssrigen Losung von
Peptid 43 die Entstehung eines weilen Niederschlages beobachtet. Dieser 16ste sich nach
Zugabe von TCEP (rotes Spektrum), die Signale des Peptids wurden deutlich intensiver.
Im Gegensatz zu Peptid 42 ist hier keine signifikante Verdnderung des NMR-Spektrums
bei sukzessiver Zinkzugabe zu beobachten. Nach Zugabe von ZnSOy4 bis zu dquimolarer
Konzentration wurde Peptid 42 in identischer Menge zugegeben. In Abb. 4.28 sind die bei-

den Spektren nach jeweils beendeter Titration miteinander verglichen. Das Spektrum, bei
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa
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Abbildung 4.26.: NMR-Titrationsexperiment bei 300 K und pH = 6,5, bei dem zunichst das langere, die beiden
Histidinreste enthaltende Peptid 42 vorgelegt und mit ZnSO4-Ldsung versetzt wurde. Mit
steigender Zinkkonzentration ist eine deutliche Verbreiterung der Signale zu beobachten. Nach
Zugabe von Tetrapeptid 43 werden diese wieder scharfer. Auch ist das Auftreten von neuen
Signalen zu beobachten.

dem das lange Peptid vorgelegt wurde (schwarzes Spektrum) hat die deutlich schirferen
Signale. Auch sind die im Laufe der Titration jenseits von neun ppm neu auftretenden Si-
gnale intensiver. Das die Unterschiede in den beiden Spektren alleine auf die Anwesenheit
von TCEP zuriickzufiihren sind ist eher unwahrscheinlich, kann aber aufgrund fehlender

Vergleichsexperimente nicht ausgeschlossen werden.

Weitere Faktoren fiir Unterschiede in den beiden Spektren kénnten nicht ganz identischer
Konzentrationsverhéltnisse sein, da die Peptide fiir die jeweiligen Titrationsexperimente
separat eingewogen wurden. Auch eine unterschiedliche Koordination an das Zinkion oder
eine mogliche Kompetition verschiedener Komplexformen abhéngig von der Menge der sich
jeweils in Losung befindlichen Peptide konnte fiir Abweichungen hinsichtlich Signalschérfe

oder Intensitat verantwortlich sein.

Es war daher schwierig, in diesem Fall anhand der NMR-Titrationen definitive Aus-
sagen iiber die Zinkkoordination der beiden Peptide zu machen. Die Linienverbreiterung
der Signale von Peptid 42 in den Spektren in Abb. 4.26 nach Zugabe von ZnSO4-Losung
deuten auf eine Koordination der Histidinreste hin. Nach Zugabe von Tetrapeptid 43 wur-
den die Signale wieder schérfer. Die Ursache hierfiir konnte sein, dass sich die beiden Cy-

steinreste ebenfalls an das Zinkion anlagern und so, analog zum Protein, ein CysoHiso-
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Abbildung 4.27.: NMR-Titration des Tetrapeptids 43 mit ZnSO4 bei 300 K und pH = 6,5. In wéssriger L6-
sung des Peptids wurde das Entstehen eines weiBen Niederschlages beobachtet, welcher sich
nach Zugabe von TCEP wieder aufldste (rotes Spektrum). Zugabe von Zink bis hin zu einer
dquimolaren Konzentration bewirkte keine sichtbare Anderung im NMR-Spektrum.
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Abbildung 4.28.: Vergleich der Spektren der beiden Titrationsreihen nach beendeter Zugabe von Zinksulfat
und dem jeweils anderen Peptid. Bei der Aufnahem es roten Spektrums war zusatzlich TCEP
zugegen (Signal bei 2,6 ppm). Das schwarze Spektrum, bei dem zunichst das lange Peptid
vorgelegt wurde, zeigt die deutlich scharferen Signale.
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa

Zinkkomplex entsteht. Das Entstehen weiterer und schérferer Signale kann mit einer lang-
sameren Austauschgeschwindigkeit des Zinkions im CysoHise-Komplex, verglichen mit dem
Hiso-Komplex, bzw. einer grofieren Stabilitéit dessen erkliart werden. Auch der Vergleich der
oberen drei Spektren in Abb. 4.26 deutet auf die gewiinschte Komplexbildung hin. Zum
einen sind die Signale von Tetrapeptid 43 (gelbes Spektrum) in Gegenwart von Zn?*-Ionen
und Peptid 42 (blaues Spektrum) nicht deckungsgleich. Zum anderen treten die Signale
in der Gegend von 9,3 ppm ausschliefllich in Gegenwart aller drei Komponenten auf, also

weder bei Titration von Peptid 42, noch bei der von Peptid 43 mit ZnSO4-Losung.

Dass sich das Spektrum des Tetrapeptids bei Zinkzugabe nicht verédndert, kann mehre-
re Ursachen haben. Denkbar ist zum Beispiel, dass sich kein Cyso-Zn?*- oder Cysy-Zn?*-
Komplex zwischen Peptid und Zn?*-Ion ausbildet bzw. ein solcher aufgrund einer niedrigen
Bindungskonstante nicht im NMR-Spektrum zu sehen ist. Dagegen scheint ein CysoHiso-
Zn?*t-Komplex in Gegenwart eines zusitzlichen Hiso-Liganden wesentlich stabiler zu sein.
FEine weitere Moglichkeit wire ein storender Einfluss des bei der zweiten Titration zugege-
benen TCEPs. Gegen einen solchen Einfluss spricht die relativ grofie Ahnlichkeit der beiden
nach beendeter Titration aufgenommen Spektren (Abb. 4.28) im Vergleich zu den Spektren
der reinen Peptide. Allerdings sind die bei der ersten Titration neu entstandenen Signale
im Bereich von 9,3 ppm in den Spektren der zweiten Titration nur sehr schwach zu sehen.
FEin Vergleich mit den chemischen Verschiebungen im Spektrum des Proteinkonstruktes
1015 brachte keine eindeutige Erklirung fiir die neu auftretenden Signale. Zwar sind dort
vier Amidprotonen mit einer chemischen Verschiebung von mehr als neun ppm zu finden,
allerdings gehoren diese zu Aminosiureresten der ersten Zinkfingerdoméne (K37, E46 und
R56) bzw. befinden sich auf der N-terminalen Seite von dieser (H29). Es kann also durch-
aus zu solchen chemischen Verschiebungen im gefalteten Zinkfingerkontext kommen. Da
bei den hier beschriebenen Titrationen ein von der zweiten Zinkfingerdoméne abgeleitetes

Konstrukt eingesetzt wurde sind direkte Riickschliisse aber nicht méglich.

Die hier gezeigten Experimente deuten also darauf hin, dass es moglich ist, Peptide
mit zwei Histidinresten in passendem Abstand voneinander mit Hilfe von Zinkionen in
Gegenwart eines Cysy-Liganden mit einer eventuell einhergehenden strukturellen Anderung
zu komplexieren. Fiir genauere Aussagen hinsichtlich des Komplexierungsverhalten und

dessen Kinfluss auf die Struktur der Peptide wéren aber weitere Experimente notwendig.

NMR-Titrationen mit verschiedenen Oligonukleotiden

Mit dem Zyklopeptid 25 wurden NMR-Titrationen mit den vier verschiedenen Oligonu-
kleotidmotiven 2 - 5 aus Abb. 4.1, S. 56 (links) durchgefiihrt (Abb. 4.29). Die Peptidkon-
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Abbildung 4.29.: Titrationsreihe des Zyklopeptids 25 mit den vier Oligonukleotidmotiven 2, 3, 4 und 5. Im
Gegensatz zu den einzelstringigen Vertretern (unten) ist bei den doppelstringigen Oligonu-
kleotiden eine Linienverbreiterung bei verschiedenen Resonanzen deutlich zu erkennen (oben).
Die Spektren wurden in acetatgepufferter Lésung (pH = 4,5) bei 300 K aufgenommen. Die
Peptidkonzentration lag bei etwa 150 1M. Zur Prozessierung wurde eine Exponentialfunktion
(Linienbreite 2 Hz) verwendet.
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zentration betrug jeweils ungefihr 150 nM. Es wurde bis zu einer zweifachen Oligonukleo-

tidkonzentration titriert.

Vergleicht man die einzelnen Titrationsreihen miteinander, so fillt auf, dass sowohl bei
der dsRNA 2 als auch bei der dsDNA 4 eine relativ starke Linienverbreiterung zu beob-
achten ist, die bereits bei relativ niedrigen Konzentrationen einsetzt. Im Gegensatz zur
dsDNA scheint diese bei der dsRNA spezifischer zu sein. Betrachtet man zum Beispiel den
Bereich der aliphatischen Protonen, verbreitern sich die weniger tieffeldverschobenen Si-
gnale sehr stark, wihrend sich die restlichen in diesem Bereich nur sehr wenig &ndern. Die
betroffenen Signale sind den Leucin- und Isoleucinseitenketten zuzuordnen. Auch die Signa-
le der aromatischen Tyrosinprotonen (Dubletts bei 6,82 und 7,12 ppm) zeigen eine starke
Linienverbreiterung sowie eine Verschiebung der Signallagen bereits bei relativ niedrigen
RNA-Konzentrationen. Bei der dsDNA hingegen ist eine Verbreiterung aller Signale der
aliphatischen Protonen zu beobachten. Bei den beiden einzelstringigen Liganden hingegen

ist nahezu keine Verdnderung im Peptidspektrum zu erkennen.

Es scheint also eine Wechselwirkung zwischen Zyklopeptid und doppelstrangigen Nukleo-
tidmotiven stattzufinden. Die Bindung an dsRNA koénnte dabei angesichts der Unterschiede
spezifischer sein als die Bindung an dsDNA. Mit einzelstréngigen Vertretern scheint keine

Interaktion stattzufinden.

Bei (spéter beschriebenen) SPR-Experimenten wurde eine starke Interaktion des Pep-
tidmimetikums 29 der zweiten Zinkfingerdoméne mit der doppelstrangigen DNA 13 be-
obachtet. NMR-Titrationsexperimente konnten néhere Informationen iiber diese Wechsel-
wirkung liefern. Dazu wurden das Peptid 29 sowie, als Negativkontrolle, dessen inverse
Sequenz 31, in acetatgepufferter Losung vorgelegt und schrittweise mit dsDNA 13 ver-
setzt. Die urspriinglichen Spektren sowie zwei Titrationspunkte sind in Abb. 4.30 gezeigt.
Bereits bei geringer DNA-Zugabe (rotes Spektrum) ist in beiden Spektren eine Verédnderung
in Form von Linienverbreiterung zu beobachten, die sich bei weiterer Zugabe weiter ver-
stérkt (griines Spektrum). Bei Fortsetzen der Oligonukleotidzugabe wurden keine weiteren

signifikanten Anderungen beobachtet.

Die beobachtete Linienverbreiterung deutet zunéchst auf eine Wechselwirkung zwischen
Peptid und DNA hin. Da diese aber sowohl bei Peptid 29 als auch bei dessen inverser
Sequenz 31 zu beobachten ist, muss in diesem Fall von einer unspezifischen und nicht von
der 3D-Struktur des Peptidliganden abhéngigen, evtl. ladungsvermittelten Wechselwirkung

ausgegangen werden.
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4.3. Von dsRBP-ZFa abgeleitete Peptide
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Abbildung 4.30.: NMR-Titrationsexperimente der beiden Peptide 29 und dessen inverser Sequenz 31 mit der
doppelstrangigen DNA 13. Bei beiden Titrationsreihen ist eine Linienverbreiterung einzelner
Signale zu erkennen. Dies konnte auf eine unspezifische, ladungsvermittelte Wechselwirkung
hindeuten. Die Spektren wurden in acetatgepufferter Lsung (pH = 4,5) bei 300 K aufgenom-
men. Die Peptidkonzentration betrug 150 nuM.

HHR-Assays

Ribozyme finden in zunehmendem Mafle Anwendung in der Biotechnologie. Das dabei
am héufigsten verwendete Ribozym ist das Hammerhead-Ribozym (HHR). Dabei han-
delt es sich um eine kleine, katalytisch aktive RNA, die sich selbst und andere RNA-
Molekiile intermolekular spalten kann. 174 Diese Eigenschaft kann man sich in Testsystemen
zunutze machen, indem man als Substrate Fluoreszenzresonanzenergie-Transfer-(FRET)-
Oligonukleotide verwendet.

Bei dem hier verwendeten System wurde als Substrat ein mit den Chromophoren 6-
Carboxyfluoreszein (FAM) am 5’-Ende und 6-Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA) am
3’-Ende markierter RNA-Strang verwendet. 17 Durch die riiumliche Niihe der beiden Chro-
mophore tritt Fluoreszenzloschung ein. Wird das Substrat vom Ribozym gespalten, ist ein

Anstieg der Fluoreszenz zu beobachten. Da fiir die Spaltungsreaktion Mg?T-Ionen essentiell
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa

sind, kann die Reaktion zu einem definierten Zeitpunkt gestartet und in Echtzeit verfolgt
werden. In Abb. 4.31 ist der Ribozym-Substrat-Komplex (rechts) und der Reaktionsme-

chanismus (links) schematisch dargestellt. 176l
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Abbildung 4.31.: Mechanismus (links) und Ribozym-Substrat-Komplex (rechts) der HHR-Testreaktion. 176177]

Fithrt man die Reaktion in Gegenwart von Substanzen durch, die an das Ribozym
und/oder den Ribozym-Substratkomplex binden, kann die Spaltung inhibiert werden, was
durch eine Abnahme des Fluoreszenzanstieges detektierbar ist. Da sowohl im HHR alleine,
als auch im Komplex mit dem Substrat doppelstrangige Bereiche vorliegen, kénnte dieses

Testsystem zur Identifizierung von dsRNA erkennenden Peptiden geeignet sein.

Zur Evaluierung der Testreaktion wurden zunéchst einige Peptide bei verschiedenen Kon-
zentrationen untersucht (Abb. 4.32). Die stérkste Inhibition der Spaltungsreaktion zeigte
das kurze zyklische Peptid 26. Auch bei Peptid 28 war ein inhibierender Effekt zu beob-
achten. So gut wie keinen Effekt auf die Spaltungsreaktion hatte das Zyklopeptid 25, mit

dem die oben beschriebenen NMR-Titrationen durchgefithrt wurden, wohingegen dessen
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4.3. Von dsRBP-ZFa abgeleitete Peptide

lineares Analogon 29 sowie die korrespondierende inverse Sequenz 31 eine Beschleunigung
der Spaltungsreaktion bewirkten. Im Falle von Verbindung 29 erreichte die relative Spal-
tungsrate sogar einen mehr als doppelt so hohen Wert. Der Grund fiir diesen Effekt konnte
nicht gekldart werden. Es deutet aber in jedem Fall auf eine Interaktion zwischen Peptid
und dem Ribozym, dem Substrat oder dem Komplex aus beiden hin, wobei die Art der
Wechselwirkung jedoch unklar bleibt.

Einfluss verschiedener Peptide auf die Spaltungsrate

250

200 //\- —a— 25
///\‘/_ —=— 26
el

100 g.’,‘f —u— 29

relative Spaltungsrate [%)]

* \-/'\-

0,01 011 1‘ 1‘0
Konzentration Peptid [uM]

Abbildung 4.32.: HHR-Spaltungsreaktion in Gegenwart verschiedener Peptide. Aufgetragen ist die Konzentration
gegen die relative Spaltungsrate. Das kurze zyklische Peptid 26 zeigt eine deutliche Inhibition
der HHR-Reaktion, wihrend das lineare ZF2-Mimetikum 29, sowie dessen inverse Sequenz 31
einen beschleunigenden Effekt haben.

Mit den beiden beschleunigenden (29 und 31) und dem am stérksten inhibierenden (26)
Peptiden wurden Kompetitionsstudien mit den vier bei den oben beschriebenen NMR-
Titrationen verwendeten Oligonukleotidmotiven 2, 3, 4 und 5 durchgefiihrt. Die Konzen-
tration der Peptide betrug 2 nM, fiir die Oligonukleotide wurden Konzentrationsreihen von
0,1 nM bis 10 pM hergestellt.

Bei Bindung eines Oligonukleotids an die Peptide sollte sich eine Verédnderung bei der
relativen Spaltungsrate der HHR-Reaktion beobachten lassen. In Abb. 4.33 sind drei Dia-
gramme, jeweils eines fiir das entsprechende Peptid, mit den vier Oligonukleotiden darge-
stellt. Signifikante Veréinderungen waren kaum zu beobachten. Bei dem kurzen zyklischen
Peptid 26 stieg die relative Spaltungsrate bei sehr hohen Konzentrationen der doppel-
stringigen DNA 4 etwas an, wiahrend die beiden doppelstriangigen Motive 2 und 4 die
Beschleunigung der Spaltungsreaktion durch das lineare ZF2-Mimetikum 29 bei hohen

Konzentrationen etwas verminderten.
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa
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Abbildung 4.33.: Kompetitionsstudien mit den vier verschiedenen Oligonukleotidmotiven 2 (griin), 3 (blau), 4
(schwarz) und 5 (rot). Getestet wurde der Einfluss auf die Inhibition bzw. Beschleunigung der
HHR-Spaltungsreaktion in Gegenwart verschiedener Kompetitorkonzentrationen.
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4.3. Von dsRBP-ZFa abgeleitete Peptide

Wihrend die Werte der relativen Spaltungsrate bei den Experimenten von Peptid 26 in
Gegenwart von Kompetitoren bei nahezu 0 liegen, betragt der Grad der Abschwéchung ohne
Kompetitoren nur etwa 40 %. Durch die Notwendigkeit der Herstellung einer zusétzlichen
Verdiinnungsreihe bei den Experimenten mit Kompetitor ergibt sich eine deutliche léngere

Verweilzeit von Peptid und Ribozym in Losung.
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Abbildung 4.34.: Untersuchung des Einflusses der Inkubationszeit auf die relative Spaltungsrate der HHR-
Reaktion in Gegenwart von Peptid 26. Ebenfalls variiert wurden Substratkonzentration und
Inkubationstemperatur.

Um den Einfluss der Inkubationszeit zu untersuchen, wurden zeitabhéngige Inhibitions-
experimente durchgefiihrt. Dabei wurde zusétzlich der Einfluss der Temperatur (4 °C und
Raumtemperatur) und der Substratkonzentration (250 nM und 500 nM) untersucht.

In Abb. 4.34 sind die entsprechenden Kurven gezeigt. Aufgetragen wurde jeweils die rela-
tive Spaltungsrate gegen die Zeit, incl. den oben beschriebenen Variationen in Temperatur
und Substratkonzentration. Es ist zu erkennen, dass die Temperatur bei der Inkubation eine
eher untergeordnete Rolle spielt, wiahrend eine niedrigere Substratkonzentration offensicht-
lich eine geringere relative Spaltungsrate bewirkt. Allen Kurven gemein ist ein deutlicher
Abfall bei zunehmender Inkubationszeit, was die vorangegangenen Beobachtungen besté-
tigt. Moglich wire eine Prézipitation von HHR oder Substrat mit dem Peptid, worauf auch
weiterfithrende Experimente mit radioaktiv markiertem Ribozym hindeuteten.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass die Inhibitionsexperimente mit dem Hammerhead

Ribozym durchaus vielversprechende Ergebnisse gezeigt haben. Allerdings miissten fiir eine
geeignete Anwendung des Systems im beschriebenen Kontext Bedingungen ohne Prézipi-

tation gefunden werden.
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa

SPR-Experimente

Erste Bindungsexperimente wurden mit den immobilisierten RNA-Motiven 22 und 23 (S.
58) durchgefiihrt. Dabei konnte keinerlei Wechselwirkung mit den finf in Tab. 4.5 aufge-

fiihrten eingesetzten HTH-Mimetika der zweiten Zinkfingerdoméne nachgewiesen werden.

Tabelle 4.5.: Erste SPR-Bindungsexperimente mit immobilisierten RNA-Konstrukten und verschiedenen Mime-
tika der zweiten Zinkfingerdoméne.

Peptid Konzentration [pM] Bindung an RNA 22 Bindung an RNA 23

25 10 - -
26 10 - -
28 10 - -
29 10 - -
31 10 - -

Da die Proteindoméne im Gegensatz zu den Oligonukleotidsubstraten bekannt ist, wur-
de bei weiteren Experimenten zunéchst versucht, die Peptide zu immobilisieren. Dadurch
kénnen unter Einsatz weniger Sensorchips verschiedenste, unmodifizierte Oligonukleotide
auf ihre Wechselwirkung mit den Peptiden hin untersucht werden.

Dazu wurden zunichst die oben beschriebenen biotinylierten Peptide (Abb. 4.19) synthe-
tisiert und auf Streptavidin-modifizierte SA-Sensorchips immobilisiert. Erste Vortests mit
jeweils 10 pM Losungen der Oligonukleotide 2 bis 8 ergaben nur sehr schwache Signale.
Mit dem DNA-hairpin-Motiv 12, das am 5-Ende einen 18 Basen umfassenden Einzel-
strangiiberhang enthilt, wurde hingegen eine sehr starke Wechselwirkung beobachtet. Eine
Titrationsreihe mit Konzentrationen von 2 nM bis 10 pM ist in Abb. 4.35 gezeigt. Der Kp-
Wert wurde durch Auftragen der steady-state-affinity bestimmt und sieht mit einem Wert
von 18 nM zunéchst einmal sehr vielversprechend aus. Dabei ist allerdings zu beachten, dass
fiir die Auftragung nur die Kurven bis zu einer Konzentration von 62,5 nM herangezogen
wurden (rot dargestellte Sensorgramme). Bei den Sensorgrammen mit héheren Konzentra-
tionen (blaue Sensorgramme) wurde keine Séttigung erreicht. Nach anfianglich typischem
Verlauf stellte sich im Bereich der erwarteten Sdttigung ein linearer Anstieg mit relativ
grofler Steigung ein, der eine serivse Auswertung unméglich macht. Desweiteren wurde ein
Ansteigen der Basislinie nach jedem Zyklus beobachtet. Bei Auftragen der steady-state-
affinity werden zwar nur die Differenzen bei den einzelnen Sensorgrammen beriicksichtigt.
Da die Unregelméfigkeit der Basislinie aber in der Gréfenordnung dieser Differenzen liegt,
konnen auch daraus Fehler bei der Bestimmung des Kp-Wertes resultieren. Das Ansteigen
der Basislinie konnte beispielsweise durch unzureichende Regenerationsbedingungen oder

einen carry-over-Effekt hervorgerufen werden.
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Abbildung 4.35.: Sensorgramme der Wechselwirkung zwischen immobilisiertem Peptid 36 und DNA 12 (links).

Aufgrund eines linearen Anstieges im Bereich der erwarteten S&ttigung wurden die blauen

Kurven nicht fiir die Bestimmung des Kp-Wertes herangezogen (rechts).

Bei weiterfithrenden Experimenten wurde neben Peptid 36 dessen inverse Sequenz 37

als Negativkontrolle auf jeweils demselben Sensorchip immobilisiert. Die Belegung betrug
jeweils etwa 600 RU. Um die an der Interaktion mit Peptid 36 beteiligten Bereiche der DN A

12 zu identifizieren, wurden die in Abb. 4.36 dargestellten Variationen als Bindungspartner

untersucht.

12

13

16

14

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII“
I T N I |

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII“
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII‘(

%
B I,

IIIIIIIIIIIIIIIIIIiIl‘(

IIIIIIIIIIIIIIIIIIII!IIII!"

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII‘(

T,
¢TI

vIIIIIIIIIIIIIIIIIV(

19

18

17

Abbildung 4.36.: Schematische Darstellung der eingesetzten DNA-Motive. Griin dargestellt sind einzelstrangige
Bereiche. Rot gestrichelte Linien stellen Basenpaarungen dar. Samtliche hairpin-Motive mit
fiinf Basen haben einen TTTTT-pentaloop, der tetraloop bei Verbindung 16 besteht aus der
Sequenz TTCG. In Abb. 4.3 auf S. 57 sind die hier gezeigten Strukturen mit ihrer jeweiligen
Sequenz gezeigt.

Zunéchst wurden Voruntersuchungen mit diversen Oligonukleotidmotiven durchgefiihrt.

Diese wurden mit einer Konzentration von 1 pM in einzelnen Injektionen auf ihre Wech-
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa

selwirkung mit den beiden immobilisierten Peptiden untersucht. Die erhaltenen RU-Werte
sind in Tab. 4.6 aufgelistet. Da der Ausschlag von der gebundenen Masse und nicht von
der Anzahl der gebundenen Molekiile abhéngt, wurden die RU-Werte in den letzten beiden

Spalten auf die Masse von 14 normiert.

Tabelle 4.6.: Absolute und relative, auf das Molekulargewicht normierte, RU-Werte verschiedener Oligonu-
kleotide bei einfacher 1 uM Injektion. Das N-terminal Biotin-modifizierte Peptid 36 der zwei-
ten Zinkfinger-Domane und dessen inverse Sequenz, ebenfalls N-terminal Biotin-modifiziert (37
wurden mit einer Belegung von ca. 600 RU auf einem Streptavidin-funktionaliserten Sensorchip
immobilisiert. Die in den beiden rechten Spalten angegebenen Werte wurden auf die Masse von 14
(5467 Da) normiert.

Oligp MW [Da] RU 36 RU 37 rel. RU 36 rel. RU 37

2 7603 0 0 0 0
3 3827 0 0 0 0
4 7342 4,4 0 3,3 0
5 3678 0 0 0 0
6 3622 0 0 0 0
7 3521 0 0 0 0
8 3654 0 0 0 0
12 23402  146,2 53,8 34,2 12,6
13 18203  139.3 37 41,8 11,1
14 5467 0 0 0 0
15 18169 2518 9438 75,8 28,5
16 17909  109.8 25,2 33,5 7.7
17 16349 1542 39,1 51,6 13,1
18 14494 96,5 17,7 36,4 6,7
19 12641 32,5 3 14,1 1,3
20 10779 23,3 2,5 11,8 1,3
21 8901 13,1 0 8,0 0
44 15088 67,9 15 24,6 5,4
55 10368 25 0 13,2 0

Ausschlage wurden fiir die doppelstriangigen DNA-Derivate von 12 erhalten, wobei die
Intensitét bei abnehmender Doppelstranglinge geringer wird. Auch scheint die Beschaffen-
heit des loops nicht entscheidend fiir die Bindung zu sein. Ebenfalls eine positive Antwort
lieferten die dsDNA 4 und die in Kapitel 5 beschriebene dsRNA 55, sowie das zu dessen
Herstellung verwendete DNA-Templat 44.

Mit den unterschiedlich langen dsDNAs wurden Verdiinnungsreihen durchgefiihrt, um
das Bindungsverhalten in Abhéngigkeit von der Liange des doppelstrangigen Bereiches ge-
nauer zu untersuchen. Anhand der bestimmten Kp-Werte konnte zum einen die in Tab.
4.6 gezeigte Tendenz bestétigt werden, dass eine gewisse Lénge des doppelstringigen Be-

reiches (etwa 20 BP) fiir eine Wechselwirkung notwendig ist. Zum anderen ergaben sich bei
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4.3. Von dsRBP-ZFa abgeleitete Peptide

Tabelle 4.7.: Bestimmte Kp-Werte aus den Verdiinnungsreihen mit verschiedenen dsDNA-Motiven. In Klammern
gesetzte Werte sind groBer als die halbe eingesetzte Maximalkonzentration. Die sehr hohen Werte
weisen auf keine Wechselwirkung hin. Sie wurden jedoch zur Unterscheidung von Verdiinnungsrei-
hen ohne Ausschldge im Sensorgramm explizit aufgefiihrt (vgl. Tab. 4.6). Die hier beobachteten
Effekte konnten in einem zweiten Experiment nicht reproduziert werden.

Oligo Typ Basen/BP max. Konz. [pM] Kp 40 [pM] Kp 41 [pM]
12 ssDNA/dsDNA 76/26 1 (1,1 +£0,14) (150800)
13 dsDNA 59/26 1 (2,3 £0,52) (134000)
14 ssDNA 18/0 1 . .

17 dsDNA 53/23 1 0,34 £ 0,04 (87000)
18 dsDNA 47/20 1 0,42 £ 0,20 -
19 dsDNA 41/17 1 (144000) -
20 dsDNA 35/14 1 - -
21 dsDNA 29/11 1 - -

Auftragung der steady-state-affinity fiir die inverse Sequenz 37 keinerlei Anzeichen fiir eine
bindende Wechselwirkung mit einem der Oligonukleotide. Die bestimmten Kp-Werte fiir
beide Peptide sind in Tabelle Tab. 4.7 dargestellt. Die maximale Oligonukleotidkonzentra-
tion betrug 1 puM, weshalb Kp-Werte > 0,5 pM in Klammern gefithrt werden. Bei einem
weiteren Experiment konnten diese Ergebnisse nicht reproduziert werden.

Die Experimente mit Biotin-funktionalisierten Peptiden, immobilisiert auf Streptavidin-
funktionalisierten Sensorchips, brachten interessante Ergebnisse. Die Unregelméfigkeiten
der Basislinie, die teilweise auf unter hundert Zyklen beschrinkte Verwertbarkeit der Sen-
sorchips, die mutmafBlichen Pufferprobleme (Ansteigen der Basislinie unter Pufferfluss, keine
Bindung mehr beobachtbar nach einigen Stunden unter Pufferfluss, u.d.) und die Tatsache,
dass die Ergebnisse nicht reproduziert werden konnten deuten aber darauf hin, dass es sich
noch nicht um den optimalen Ansatz handelt. Daher wurde versucht, die Peptide iiber
kovalente Verkniipfung auf einem Sensorchip zu immobilisieren.

Der einfachste und wohl am h#ufigsten verwendete Ansatz fiir eine kovalente Immobi-
lisierung auf Sensorchips ist die Bindung von Aminogruppen (z.B. Lysinseitenketten oder
N-terminale NHy-Gruppe) des Liganden an die zuvor, z.B. mit EDC/NHS, aktivierten Car-
boxylfunktionalitdten auf dem Sensorchip. Da die Lysinreste der zu untersuchenden Peptide
im mutmaflich fiir die Interaktion verantwortlichen Bereich lokalisiert sind, wurde eine an-
dere Strategie verwendet. Dabei wurden die zu immobilisierenden Peptide N-terminal mit
einem Cysteinrest modifiziert, iiber den selektiv eine kovalente Immobilisierung auf dem
Sensorchip ermoglich werden sollte.

Dazu werden die Carboxylgruppen zunichst mit EDC/NHS in einen aktivierten NHS-
Ester tiberfithrt. Daran wird N-(3-Maleimidopropionsiure)-Hydrazid (BMPH) mit der Hy-
drazidgruppe gebunden, sodass die Oberfliche Maleimid-funktionalisiert ist. Damit kann

dann die Thiolgruppe des Cysteins selektiv in einer Michael-Addition reagieren (Abb. 4.37).

99



4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa

a
l—
o
L
o
|
S
L B L5
o = 0 0
JjN q N
= Ji
EDC 0%0 HN S0 | HN S0
NHS \ BMPH SH \

Abbildung 4.37.: Schema der Immobilisierung von Thiol-modifizierten Peptiden unter Zuhilfenahme von BMPH.

Die Cystein-modifizierte Nachbildung der zweiten Zinkfingerdoméne 40, sowie dessen
inverse Sequenz 41, wurden mit Hilfe von BMPH iiber ihre N-terminalen Cysteinreste
auf einem CMS5-Sensorchip immobilisiert. In Tab. 4.8 sind die injizierten Oligonukleotide
inklusive der maximal verwendeten Konzentration und der mit Hilfe der steady-state-affinity
bestimmten Kp-Werte aufgefiithrt. Eine besonders starke Wechselwirkung wurde dabei mit
der transkribierten tRNA 10 beobachtet. Hier ergaben sich K p-Werte von 0,1 pM fiir Peptid
40 und 0,07 pM fiir die inverse Sequenz 41 (Abb. 4.38). Fiir die korrespondierende DNA
ergaben sich um etwa eine Gréflenordnung héhere Bindungskonstanten, ebenfalls fiir beide
Peptide. Im selben Rahmen bewegten sich die erhaltenen Kp-Werte fiir die kommerziell
erhiltliche tRNA-Mischung 9.
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Abbildung 4.38.: Auftragung der steady-state-affinity der Peptide 40 und 41 mit der transkribierten Cystein-
kodierenden tRNA 10. Sowohl die absoluten RU-Werte als auch der Verlauf der Kurven in
einen gesattigten Bereich deuten auf vertrauenswiirdige Ergebnisse hin.

Wechselwirkung mit DNA wurde lediglich fiir das lange dsDNA-Konstrukt 13 beob-
achtet, mit Kp-Werten von 1,7 nM fiir Peptid 40 und 1,4 pM fiir Peptid 41. Mit dem
verkiirzten doppelstringigen Fragment 21 wurde hingegen keine Interaktion beobachtet.

Dies steht auf der einen Seite in Einklang mit den in Tab. 4.7 aufgefiihrten Ergebnissen,
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4.3. Von dsRBP-ZFa abgeleitete Peptide

Tabelle 4.8.: SPR-Experimente mit den immobilisierten Thiol-modifizierten Peptiden 40 und 41. Die angegebe-
nen Kp-Werte wurden mit Hilfe der Auftragung der steady-state-affinity bestimmt. Bei Verbin-
dungen 3, 4, 14 und 21 war die gemessene RU-Differenz auch bei hohen Konzentrationen < 10,
weshalb hier kein aussagekraftiger Wert erhalten wurde. Als Puffer wurde HBS-N verwendet, die
Flussrate betrug 10ul/min.

Oligo Typ Basen/BP  max. Konz. [pM] Kp 40 [uM] Kp 41 [pM]
3 ssRNA 12/0 10 - ]
4 dsDNA 24/10 10 : -
9 tRNA/dsRNA nicht bekannt 10 1,21 £ 0,16 0,92 £ 0,19
10 tRNA/dsRNA 72/24 5) 0,10 £ 0,01 0,07 £ 0,01
11 DNA/dsDNA 72/16 10 2,00 £ 0,46 1,05 £ 0,24
13 dsDNA 59/26 10 1,67 £ 0,38 1,36 £ 0,40
14 ssDNA 18/0 10 - -
21 dsDNA 29/11 10 - -

die eine doppelstranglingenabhingige Wechselwirkung der ZF2-Mimetika mit dsDNA na-
helegen. Im Gegensatz dazu wurden bei den hier beschriebenen Ergebnissen aber fiir die

inverse Peptidsequenz dhnliche Bindungskonstanten erhalten.

Keine Wechselwirkung beobachtet wurde mit dem einzelstrangigen DNA-Fragment 14,
sowie der dsDNA 4 und der ssRNA 3.

Mit der in Abschnitt 4.2.3 immobilisierten biotinylierten dsRNA 24 wurden verschie-
dene Peptide als Liganden untersucht. Eine Auflistung der verwendeten Verbindungen ist
in Tab. 4.9 gezeigt. Zundchst wurden Vortests mit einzelnen Injektionen mit 10 ntM Pep-
tidkonzentration durchgefiithrt. Um Stabilitit und Reproduzierbarkeit der Experimente zu
gewéhrleisten, wurde alle zehn Zyklen ein 1 pM Aliquot von Protein 1 injiziert. Dabei blieb
der Ausschlag wéhrend der 30 durchgefiithrten Zyklen konstant (Abb. 4.39). Desweiteren
wurden fiir die meisten der in Tab. 4.9 aufgefithrten Peptide Verdiinnungsreihen bis zu
einer Maximalkonzentration von 50 pM durchgefiihrt.

Bei den Vortests mit 10 ntM Peptidkonzentration wurde fiir die Peptide 25 und 28 ein
signifikanter Ausschlag erhalten. In Abb. 4.40 sind die Sensorgramme und die Auftragung
der steady-state-affinity der beiden Peptide gezeigt (A und B bzw. E und F). Letztere ergab
jeweils eine Gerade, weshalb keine Bindungskonstanten bestimmt werden konnten. Griinde
dafiir konnen entweder eine unspezifische Wechselwirkung mit der immobilisierten RNA

oder eine Bindungskonstante weit oberhalb der maximal eingesetzten Konzentration sein.

Keine Ausschldge bei den Vortests, aber ein bindungstypischer Verlauf der Sensorgramme

wurde bei den beiden Peptiden 29 (Abb. 4.40 C und D) und 26 (Abb. 4.40 G und H)
beobachtet. Wahrend Peptid 29 bei der Auftragung der steady-state-affinity ein dhnliches
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa
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Abbildung 4.39.: SPR-Experimente mit immobilisierter dsSRNA 2 und verschiedenen Peptiden als Liganden. Ein-
gerahmt ist die Verdiinnungsreihe mit Protein 1. Markiert sind nur die Signale von Peptiden, die
einen signifikanten Ausschlag zeigten. Zur Kontrolle wurde alle zehn Zyklen ein 1 ntM Aliquot
Protein 1 injiziert. Peptide 45 und 46 werden in Kapitel 4.3.2 diskutiert. Die dsSRNA-Belegung
betrug 1300 RU, als Laufpuffer diente HBS-RNA. Die Flussgeschwindigkeit betrug 10 pl/min.
Zur Regeneration wurde nach jedem Zyklus 60s 1 M NaCl-Losung injiziert.

Verhalten wie die beiden Peptide 25 und 28 zeigte, wurde fiir Peptid 26 eine Kurve erhalten,
die ein beginnendes Sattigungsverhalten andeutet. Aufgrund der sehr geringen absoluten
RU-Werte und der nicht erreichten Séttigung der Kurve ist der bestimmte Kp-Wert von

10 pM aber nicht als sehr vertrauenswiirdig anzusehen.

Electrophoretic mobility shift assay

Electrophoretic mobility shift assays sind eine beliebte Methode zum Nachweis von Oligo-
nukleotid-bindenden Proteinen. Dabei wird ein Bindungspartner mit verschiedenen Konzen-
trationen des anderen auf einem Polyacrylamid-Gel inkubiert. Durch Anlegen von Spannung
wandern die Komponenten abhéngig von Ladung, Konformation und Groéfie unterschied-
lich schnell im elektrischen Feld. Detektiert wird in der Regel mit Hilfe von radioaktiver
Markierung des Oligonukleotids.

Bei den oben beschriebenen SPR-Experimenten mit verschiedenen dsDNA-Konstrukten
zeigten die Biotin- bzw. Cystein-funktionalisierten Derivate von Peptid 29 (36 bzw. 40)
eine relativ starke Interaktion, die mit abnehmender Doppelstrangléinge immer schwécher
wurde. Die inversen Derivate von Peptid 31 (37 bzw. 41) hingegen zeigten keine bzw. nur
sehr schwache Bindung an die getesteten Oligonukleotide (s. Tab. 4.6 und Tab. 4.7).
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4.3. Von dsRBP-ZFa abgeleitete Peptide
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Abbildung 4.40.: Sensorgramme und Auftragung der steady-state-affinity einiger Peptide mit immobilisierter
dsRNA 2, die bei den Vortests bzw. ndherem Betrachten der Sensorgramme der Verdiinnungs-
reihen Anzeichen auf Wechselwirkung zeigten. A, B: Peptid 25. Trotz relativ groBer absoluter
Ausschlage lieferte die Auftragung der steady-state-affinity eine Gerade, die keine Bestimmung
der Dissoziationskonstante zuldsst. C, D: Peptid 29. Die absoluten RU-Werte sind zwar relativ
gering, der Kurvenverlauf deutet aber auf eine bindende Wechselwirkung hin. Die Auftragung
der steady-state-affinity lieferte ebenfalls eine Gerade. E, F: Peptid 28. Hier ergibt sich ein
zu Peptid 25 analoges Bild. G, H: Peptid 26. Die Auftragung der steady-state-affinity ergibt
eine Kurve mit beginnender Sattigung, aus der sich ein Kp-Wert von 10 ptM bestimmen |3sst.
Die absoluten Ausschlége sind aber so gering, dass dieser Wert nicht als vertrauenswiirdig
angesehen werden kann. Als Laufpuffer diente bei allen Experimenten HBS-RNA. Die Flussge-
schwindigkeit betrug 10 ul, zur Regeneration wurde dreimal 60s 1 M NaCl-Ldsung injiziert.
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa

Tabelle 4.9.: Peptide, die als Liganden mit der immobilisierten dsRNA 2 untersucht wurden. Der bestimmte Kp-
Wert fiir Peptid 26 ist aufgrund der sehr geringen Signalausschlage nicht vertrauenswiirdig und
daher in Klammern gesetzt. Die Diskussion zu den Mimetika der ersten Zinkfingerdomine (Peptide
45 und 46) ist in Abschnitt 4.3.2 zu finden. Die Peptide 51 und 52 gehdren zum in Kapitel 5
beschriebenen Projekt.

Peptid ZF-Doméne RU 10 pM  Verd. Reihe max. Konzentration Kp [nM]

1 1&2 387 (5 uM) Vi 50 uM 222 + 1,9 uM
25 2 194 YV 50 M (10,1 £ 5,1 pM)
26 2 - vV 50 pM -
28 2 132 v 50 pM -
29 2 - Vv 50 pM -
30 2 44 - - -
31 2 - vV 50 pM -
38 2 - v 50 pM -
39 p - Vi 50 pM -
45 1 1198 V 50 pM 4,41 + 0,30 uM
46 1 1340 v 50 pM 3,58 + 0,15 pM
51 - - - - -
52 - - - - -

Um diese Wechselwirkung weiter zu untersuchen, wurde ein Electrophoretic mobility shift
assay mit der doppelstrangigen DNA 17 und den beiden Peptiden 29 und dessen inverser
Sequenz 31 durchgefiihrt. Dazu wurde zunéichst das DNA-Fragment mit Hilfe von v-ATP
(an der -Phosphat-Position mit 3P markiertes ATP) und T4-Polynukleotidkinase am 5'-
FEnde radioaktiv markiert. Diese wurde dann mit verschiedenen Konzentrationen der beiden
Peptide auf ein nicht denaturierendes Polyacrylamidgel geladen. Die Verdiinnungsreihe der
Peptide wurde durch sukzessive 1:1-Verdiinnung erstellt und umfasste Konzentrationen zwi-
schen 0,01 pM und 10 pM. Nach beendeter Auftrennung im elektrischen Feld wurde das Gel
mit Hilfe eines Phosphorimagers ausgelesen. Die Banden der radioaktiv markierten DNA
waren deutlich zu erkennen. Allerdings zeigten alle Banden ein identisches Laufverhalten,
unabhéngig von der eingesetzten Peptidkonzentration. Es konnte also mit dieser Methode
keine Wechselwirkung zwischen der dsDNA 17 und Peptid 29 bzw. dessen inverser Sequenz
31 nachgewiesen werden. Unter Umsténden ist die Bindung zwischen Peptid und DNA zu
schwach um sie mit dieser Methode mit den eingesetzten Konzentrationen zu beobachten.
Auch werden mit dieser Methode in der Regel gréflere Proteine untersucht, die Versuchs-
bedingungen (wie beispielsweise der verwendete Puffer oder der Vernetzungsgrad des Gels)

konnten fiir die eingesetzten Peptide nicht optimal gewesen sein.
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4.3. Von dsRBP-ZFa abgeleitete Peptide

4.3.2. Nachbildungen der ersten Zinkfingerdomane

Da die erste Zinkfingerdoméne, wie oben beschrieben, in einigen Punkten als die schlech-
tere Vorlage fiir ein peptidische Nachbildung angesehen wurde, wurden ausgehend von
dieser Substruktur weniger Peptide als von ZF2 synthetisiert. Neben einem linearen, 23
Aminoséuren umfassenden Fragment, bestehend aus den Resten Serd5 - Ala67 (45), sowie
dessen inverser Sequenz 46, wurden zur Immobilisierung auf SPR-Sensorchips von beiden
Peptiden jeweils Varianten mit N-terminaler Biotin-Funktionalisierung (47 und 48), sowie
zusitzlichem Cystein-Rest am N-Terminus (49 und 50) hergestellt (Abb. 4.41).

40 0 60 70 Beschreibung
QCKVCSAVLISESQKLAHYQSRKHANKVRRYMAINQGED dsRBP-ZFa

45 SESQKLAHYQSRKHANKVRRYMA S45 - A67

46 AMYRRVKNAHKRSQYHALKQSES A67 - S45

47 BRiotin-SESQKLAHYQSRKHANKVRRYMA S45 - A67 mit N-term. Biotin-Tag
48 Biotin-AMYRRVKNAHKRSQYHALKQSES A67 — S45 mit N-term. Biotin-Tag
49 C-SESQKLAHYQSRKHANKVRRYMA S45 - A67 mit N-term. Cystein
50 C-AMYRRVKNAHKRSQYHALKQSES A67 - S45 mit N-term. Cystein

Abbildung 4.41.: Synthetisierte Peptide ausgehend von der Sequenz der ersten Zinkfingerdoméne, verglichen
mit der urspriinglichen Proteinsequenz. Schwarz dargestellt sind Aminosédurereste, die mit der
Proteinsequenz identisch sind, rot solche, die nicht mit der Sequenz {ibereinstimmen.

Synthese, Aufreinigung und Charakterisierung der Peptide erfolgte wie im einleitenden
Abschnitt 4.3 beschrieben. Im Gegensatz zu den Peptiden abgeleitet von der zweiten Zink-
fingerdoméne ist bei denen der ersten ein Methionin in der Sequenz enthalten. Dieses kann
zu Oxidation zum Methioninsulfoxid neigen, was zu einer Massenzunahme von +16 fiihrt.
Entsprechende Nebenprodukte wurden auch tatsédchlich gefunden. Bei den biotinylierten
Peptiden wurden im HPLC-Chromatogramm insgesamt vier prominente Peaks gefunden,
neben der Verbindung mit der gewiinschten Masse zwei mit m/z 416 und einer mit m/z +32
(Abb. 4.42). Hierbei handelte es sich vermutlich um eine parallele Oxidation von Methionin
und Biotin (vgl. 4.3.1).

Eine Reduktion von Methioninsulfoxid zu Methionin unter Zuhilfenahme von NH4I und
Dimethylsulfid ist in der Literatur beschrieben. 17 Aufgrund der chemisch dhnlichen Um-
gebung des Schwefels kénnte eine analoge Reduktion auch beim Biotin funktionieren. Da
fir die SPR-Experimente jedoch nur sehr geringe Substanzmengen vonnéten waren und
sich die Nebenprodukte einfach abtrennen liefen, wurde hier auf weitere Versuche verzich-
tet. Die aufgereinigten Peptide waren in lyophilisiertem Zustand bei -20 °C iiber Monate
stabil.
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa
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Abbildung 4.42.: RP-HPLC-Chromatogramme von Peptid 45 (links) und 47 (rechts). Der mit M gekennzeich-
nete Peak entspricht der Masse des gewiinschten Produktes, bei den anderen ist die Differenz
dazu angegeben. Der Gradient betrug 10 - 30 % B in 20 min.

Charakterisierung der Peptide

Die NMR-spektroskopische Charakterisierung der Peptide erfolgte wie fiir die der zweiten

Zinkfingerdoméne beschrieben. In Abb. 4.44 sind die chemischen Verschiebungen der Pepti-

de 45 und dessen inverser, N-terminal Cystein-modifizierter Sequenz 50, verglichen mit den

fiir random-coil-Strukturen typischen Verschiebungen gezeigt. Vor allem im N-terminalen

Bereich zeigte sich hier bei Peptid 45 eine Tendenz hin zu einer a-helikalen Struktur. Auch

sind bei diesem Peptid einige Kopplungskonstanten deutlich kleiner als 7 Hz, was ebenfalls

typisch fiir a-Helices ist.
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Abbildung 4.43.: Auftragung der HY- und H%-chemischen Verschiebungen der ZF1-Mimetika 45 und 50 gegen
die tabellierten Werte fiir random-coil-Strukturen 151152, Negative Werte deuten auf eine a-
helikale Konformation hin. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurde fiir die beiden Peptide
nicht die selbe Skalierung der y-Achse verwendet.
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4.3. Von dsRBP-ZFa abgeleitete Peptide
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Abbildung 4.44.: CD-Spektren der Verbindungen 45 und 46. Beide Spektren liefern keine eindeutigen Hinweise

fiir das Vorliegen a-helikaler Strukturen. Die Messungen wurden in 10 mM Phosphatpuffer bei
pH = 7,0 durchgefiihrt. Die Konzentration der Peptide betrug 10 pM.

Das CD-Spektrum von Peptid 45 (Abb. 4.44) zeigte ebenfalls eine ganz leichte Verschie-
bung des Minimums hin zu ldngeren Wellenléingen, was auf teilweise helikale Strukturen
hindeuten wiirde. Diese ist jedoch nicht als signifikant zu bewerten. Hinsichtlich der ver-
wendeten Kiivetten und Pufferbedingungen gilt hier das bereits bei den ZF2-Mimetika
beschriebene.

Peptid 45 scheint aber zumindest partiell in einer helikalen Konformation vorzuliegen.

SPR-Experimente

Zur Untersuchung der Wechselwirkung von 45 und 46 mit verschiedenen Oligonukleotidmo-
tiven wurden die beiden biotinylierten Analoga 47 und 48 auf einem SA-Sensorchip immo-
bilisiert. Bei der Bestimmung der Bindungsaffinitdten diente eine unbehandelte Flusszelle
als Referenz.

Die untersuchten Oligonukleotidmotive sind mitsamt der bestimmten Kp-Werte fiir bei-
de Peptide in Tab. 4.10 dargestellt. Die Differenz der RU-Werte lag bei den bindenden
Oligonukleotiden auch bei Konzentrationen von 250 nM noch im zweistelligen Bereich, was
fiir ein gutes Signal/Rausch-Verhiltnis spricht und relativ zuverlissig auf eine tatsichliche
Wechselwirkung schlieflen l#sst.

Bei Betrachtung der Basislinie iiber ein lingeres Zeitintervall fallt auf, dass diese in nicht
unerheblichem Mafle ansteigt. Dies ist sowohl fiir die Flusszelle mit immobilisiertem Peptid
47, als auch fiir die Zelle mit der inversen Sequenz 48 der Fall. Der RU-Wert der Basislinie
der Referenzzelle nimmt zwar mit der Zeit etwas ab, dennoch erhélt man fiir die Differenz
von belegter Zelle abziiglich Referenzzelle iiber 100 Zyklen eine Verénderung von mehreren

hundert RU. Das Verhalten der Basislinie von Refenzzelle, belegter Zelle und der Differenz
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa

Tabelle 4.10.: SPR-Experimente mit den immobilisierten Biotin-modifizierten HTH-Mimetika 47 und 48. Die
angegebenen Kp-Werte wurden mit Hilfe von steady-state-affinity bestimmt. Werte in Klammern
indizieren einen unsicheren Wert, da in diesen Fillen die maximale Ligand-Konzentration kleiner
als das doppelte des bestimmten Kp-Wertes war. Als Puffer wurde PBS (mit Azid) verwendet,
die Flussrate betrug 15 pl/min. Die Belegung lag bei beiden Peptiden bei etwa 1000 RU.

Oligo Typ Basen/BP max. Konz. [pM] Kp 47 [nM]  Kp 48 [uM]
2 dsRNA 24/10 1 ] ]
4 dsDNA 24/10 1 : .
12 ssDNA/dsDNA  76/26 1 0,23 £ 0,07 0,14 + 0,04
13 dsDNA 59/26 1 0,18 £ 0,04 0,13 + 0,02
14 ssDNA 18/0 1 - -
15 dsDNA 59/26 1 0,30 £ 0,06 0,25 £ 0,05
16 dsDNA 58/26 1 (0,97 £ 0,13) (0,51 £ 0,08)
17 dsDNA 53/23 1 0,16 £ 0,02 0,15 £ 0,01
18 dsDNA 47/20 1 0,31 40,05 0,22 + 0,06
19 dsDNA 41/17 1 (0,59 + 0,16) 0,25 + 0,06
20 dsDNA 35/14 1 (1,26 £ 0,26) (0,55 + 0,13)
21 dsDNA 29/11 1 (0,90 + 0,19) (0,59 + 0,08)

der beiden ist in Abb.

4.45 fiir Peptid 47 gezeigt. Fiir Peptid 48 wurde ein identisches Bild

erhalten.
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Abbildung 4.45.: Graphische Darstellung der Entwicklung der Basislinie in Abh&ngigkeit der Anzahl der Zyklen.
A: Referenzzelle. B: Mit Peptid 47 belegte Flusszelle. C. Differenz von belegter Zelle und
Referenzzelle (B-A).

Fine Wiederholung des in Tab. 4.10 dargestellten Experiments 5 Tage spéter ergab deut-
lich weniger intensive Kurven. Fiir einige Oligonukleotide konnten zwar noch Kp-Werte
bestimmt werden, die Differenz der RU-Werte lag aber selbst bei mikromolaren Oligonu-
kleotidkonzentrationen stets unter einem Wert von 10 und damit deutlich unter den zuvor
beobachteten.
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4.3. Von dsRBP-ZFa abgeleitete Peptide

Zur Regeneration wurde nach jedem Zyklus 50 mM NaOH / 1M NaCl injiziert. Bei Vor-
tests wurde jeweils das urspriingliche Niveau der Basislinie erhalten, was auch die ersten 20
Zyklen aus Abb. 4.45 bestétigen. Denkbare Ursachen fiir das beobachtete Verhalten wéren
ein Aggregieren der Peptide auf der Chipoberfliche oder ein negativer Effekt des PBS-
Puffers. Bei den Peptiden wurde in Losung keine iiberméflige Tendenz zur Aggregation
beobachtet. Auch ist die Belegung auf dem Sensorchip deutlich niedriger als beispielsweise
bei der Synthese auf der Harzkugel. Allerdings ist eine Wechselwirkung mit der Dextran-
schicht oder den darauf gebundenen Streptavidinresten denkbar. Ebenfalls méglich aber
eher unwahrscheinlich wére, dass die Peptide unter den Bedingungen auf dem Sensorchip
nicht stabil sind.

Zur Untersuchung der Stabilitit der Basislinie unter Pufferbedingungen wurden alle vier
Flusszellen eines auf drei Flusszellen belegten Sensorchips iiber Nacht unter konstantem
PBS-Puffer-Fluss beobachtet. Auch hier zeigte sich ein Abfall bei der Referenzzelle und ein
deutlicher Anstieg bei den belegten Flusszellen. Bei der Referenzzelle gelang eine Regene-
ration auf den urspriinglichen Wert, bei den belegten Flusszellen konnte der urspriingliche
Wert hingegen auch unter verschiedensten Regenerationsbedingungen nicht mehr erreicht

werden (nicht gezeigt).

Die erhaltenen K p-Werte konnen auf jeden Fall als glaubwiirdig angesehen werden. Den-
noch scheint das System als Ganzes, vor allem hinsichtlich der méglichen Anzahl durch-

fiihrbarer Zyklen, nicht den Idealbedingungen zu entsprechen.

Mit der in Abschnitt 4.3.1 beschriebenen immobilisierten dsRNA 2 wurden bei einfachen
Injektionen sehr starke Ausschlidge fiir die beiden Peptide 45 und 46 beobachtet (Abb.
4.39). Daher wurden fiir diese beiden Peptide weitere Experimente durchgefiihrt. In Abb.
4.46 sind die Sensorgramme der Verdiinnungsreihen sowie die korrespondierende Auftra-
gung der steady-state-affinity dargestellt. Fiir beide Peptide wurden Kp-Werte im Bereich
von 4 nM erhalten. Bei den Experimenten mit immobilisierten Peptiden wurden mit diesem
RNA-Konstrukt keine Bindungskurven erhalten. Zwar wurden dort die Oligonukleotide nur
bis zu einer Konzentration von 1 ptM eingesetzt (vgl. Tab. 4.10), bei einer Dissoziationskon-
stante dhnlicher Groflenordnung hétten aber auch dort signifikante Ausschlége sichtbar sein
miissen. Eine mogliche Erklarung fiir das unterschiedliche Verhalten konnten Multivalenzef-
fekte sein. In diesem Fall miisste das Peptid das Potenzial haben, mehrere Molekiile dsRNA
gleichzeitig binden zu kénnen. Dies stiinde allerdings im Widerspruch zu den mit dem Pro-
teinkonstrukt erhaltenen ITC-Ergebnissen in Abschnitt 4.2.3, S. 70, die auf eine Bindung
von zwei Molekiilen Protein pro Molekiil dsSRNA hindeuteten. Der bei analog zu den hier
beschriebenen SPR-Experimenten mit immobilisierter dSRNA 2 erhaltene Kp-Wert fiir das

Proteinkonstrukt liegt mit einem Wert von 22 pM in einer dhnlichen Gréfienordnung.
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4. Oligonukleotid-bindende Peptide basierend auf der Struktur von dsRBP-ZFa
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Abbildung 4.46.: Erhaltene Sensorgramme und Auftragung der steady-state-affinity der Peptide 45 und 46 mit
immobilisierter dsRNA 2. Als Laufpuffer diente HBS-RNA, die Flussrate betrug 5 pl/min.
Regeneriert wurde nach jedem Zyklus mit drei 60 s-Injektionen 1 M NaCl-Ldsung.

Dies deutet darauf hin, dass fiir die Wechselwirkung der HTH-Mimetika mit Oligonu-
kleotiden nicht eine spezifische 3D-Struktur Vorraussetzung ist, da die 3D-Strukturen der
Peptide 45 und dessen inverser Sequenz 46 als sehr verschieden anzunehmen sind. Es ist
vielmehr wahrscheinlich, dass 45 und 46 andere Gemeinsamkeiten aufweisen, die schlie3-
lich zu &hnlichen dsRNA-Affinitdten fiihren. So ist zu erwarten, dass allein die Anzahl
basischer Aminosduren einen entscheidenden Einfluss auf die Nukleinsdurebindung hat.
Dariiber hinaus werden beide Peptide ihre Arginin- und Lysin-Seitenketten in dhnlichen
Absténden zueinander prisentieren. Die genaue Orientierung dieser Seitenketten ist fiir die
dsRNA-Affinitéit offenbar von untergeordneter Bedeutung. In Anbetracht der ausgepriagten
Flexibilitat der Peptidstrukturen, auf die u.a. die sekundédren chemischen Verschiebungen
hinweisen, kénnen die positiv geladenen Gruppen in beiden Peptiden eine Vielzahl an re-
lativen Positionen einnehmen.

In weiteren Experimenten kénnten diese Faktoren im Detail untersucht werden. Dabei
sollte zum einen die Anzahl und die Sequenzposition der basischen Reste variiert werden
und zum anderen die 3D-Struktur des préisentierenden Peptids oder Peptidmimetikums

rigidisiert werden.

110



5. Interaktion mit doppelstrangiger RNA -
basierend auf der a1-Helix von Rntlp

Im Rahmen der Zulassungsarbeit von Andrea Gerster[!™ wurde ein 15 Aminoséuren um-
fassendes Peptid mit der Sequenz der al-Helix von Rntlp (SLDMNAKRQLYSLIG) syn-
thetisiert (51). Ebenso erfolgte eine NMR-~spektroskopische Resonanzzuordnung bei pH 2,5
sowie eine erste strukturelle Charakterisierung mit Hilfe von Kopplungskonstanten. Fine
NMR-Titration mit einer dsRNA-hairpin-Struktur deutete auf eine schwache Wechselwir-
kung zwischen Peptid und RNA hin. Die an der Interaktion beteiligten Regionen des Peptids
konnten jedoch nicht identifiziert werden. Hierbei ist zu bemerken, dass das RNA-Konstrukt
nicht dem natiirlichen Substrat entsprach. Zum einen war die Lénge des Doppelstranges
signifikant kiirzer, zum anderen war der an der Protein-RNA-Wechselwirkung unmittelbar

beteiligte AGNN-Tetraloop nicht vorhanden, bzw. hatte eine andere Sequenz.

5.1. Strukturelle Charakterisierung

Das in Abb. 5.1 gezeigte CD-Spektrum sieht zun#chst nach dem Vorliegen einer random-
coil-Struktur aus. Allerdings kann man neben dem Minimum bei ~ 198 nm auch eine
Schulter bei ~ 205 nm erkennen, was auf ein partielles Vorliegen einer a-helikalen Struktur
hindeutet.

Die HY-H*Kopplungskonstanten (Tab. 5.1) lieferten in diesem Fall keinen unmittelbaren
Hinweis auf das Vorliegen helikaler Strukturen. Wie in 3.3.4 bereits beschrieben, muss das
aber einer zumindest teilweise vorliegenden helikalen Struktur nicht widersprechen.

Um anhand der chemischen Verschiebungen Hinweise auf Sekundéirstrukturmerkmale
zu erhalten, wurden diese mit den korrigierten Werten fiir random coil-chemische Ver-
schiebungen verglichen (siehe 3.3.4). Da bei kurzen Peptiden mehrere Konformationen im
Gleichgewicht vorliegen kénnen, wurde nicht der eigentliche Chemical Shift Index erstellt,
sondern die Abweichungen fiir die einzelnen Aminosduren aufgetragen. Dadurch kénnten
evtl. Tendenzen hin zu geordneten Sekundérstrukturen zu erkennen sein.

In Abb. 5.2 und Abb. 5.3 sind die Differenzen der chemischen Verschiebungen von Peptid

51 und dessen inverser Sequenz 52, jeweils verglichen mit den korrigierten random coil-
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5. Interaktion mit doppelstrangiger RNA - basierend auf der a1-Helix von Rntlp
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Abbildung 5.1.: CD-Spektren der beiden Peptide 51 und 52. Die angedeutete Bande bei ~ 205 nm kdnnte auf
ein partielles Vorliegen einer a-helikalen Struktur hindeuten.

Tabelle 5.1.: HY-H*-Kopplungskonstanten in Hz von Peptid 51. Die bestimmten Werte deuten nicht unmittelbar
auf das Vorliegen einer helikalen Struktur hin.

AS  §(HY) [ppm] J(HN-H®) [Hz| AS S(HN) [ppm]  J(HN-H®) [Hz]
Serl 8,278 6,6 GIn9 8,325 6,6
Leu2 8,354 6,6 LeulO 8,184 6,6
Asp3 8,433 7.2 Tyrll 8,079 7.2
Met4 8,351 6,6 Ser12 8,088 7,2
Asnb 8,328 7,2 Leul3 8,202 7,2
Ala6 8,053 5,6 Ilel4 8,041 6,9
Lys7 8,161 6,9 Glyl5 8,418 7.2
Arg8 8,141 6,6
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5.1. Strukturelle Charakterisierung

NH
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Abbildung 5.2.: Auftragung der Differenzen der NH, Ha und Ca chemischen Verschiebungen von Peptid 51

im Vergleich zu den korrigierten random coil-Werten. Besonders der N-terminale Bereich zeigt
Tendenzen hin zu einer a-helikalen Struktur.
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5. Interaktion mit doppelstrangiger RNA - basierend auf der a1-Helix von Rntlp
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Abbildung 5.3.: Auftragung der Differenzen der NH und Ha chemischen Verschiebungen von Peptid 52 im

Vergleich zu den korrigierten random coil-Werten. Nahezu das gesamte Peptid zeigt anhand
dieser Auftragung eine Tendenz hin zu einer a-helikalen Struktur.

Werten aufgetragen. Bei den Protonenverschiebungen deuten negative Werte auf a-helikale
Strukturen, positive Werte auf S-sheets hin. Bei beiden Peptiden liegen die Verschiebungen
tendenziell in Richtung helikaler Strukturen. Auffillig ist, dass die strukturellen Tendenzen
von Peptid 51 sehr gut mit den NOE-Daten iibereinstimmen. Bei der inversen Sequenz 52

wurden nahezu keine NOE-Kreuzsignale zu nicht benachbarten Resten erhalten.

Ein intensiveres Studium der NOESY-Spektren zeigte das Auftreten diverser helixtypi-
scher NOE-Signale. In Abb. 5.4 sind die fiir a-Helices typischen NOEs schematisch darge-
stellt. Es fillt auf, dass sich in bestimmten Bereichen NOEs haufen, die typischerweise bei
helikalen Konformationen zu finden sind. Dies ist ein weiterer Hinweis fiir das Vorliegen

einer teilweise helikalen Struktur.
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5.2. Interaktionsstudien

AG-S,-L,-DyMNeAK Ry QerLi Y-S Lyl GrNH, 51

NH-HB(-1) NH-HB(-1) NH-Hp(-1) NH-HB(1)  NA-HB(1)
NH-Ho(-3) NH-HB(-1) NF-Hp(-1)
T ApHad)

Abbildung 5.4.: Sequenz von 51 mit schematischer Darstellung der fiir helikale Konformationen typischen NOE-
Kreuzsignale.

5.2. Interaktionsstudien

Mit Hilfe verschiedener Bindungstests wurde untersucht, ob das Peptidfragment der «1-
Helix von Rntlp Wechselwirkungen mit Oligonukleotiden eingeht. Dabei kamen diverse
Oligonukleotidmotive, sowohl RNA als auch DNA, zum Einsatz.

5.2.1. NMR-Titration

In Abb. 5.5 sind zwei Bereiche der von Andrea Gerster durchgefithrten NMR-Titration von
Peptid 51 mit der 24 Basenpaar-stem-loop-RNA 2 gezeigt. Zu dem vorgelegten Peptid wur-
de RNA bis zur zweifachen Konzentration hinzutitriert. Insgesamt ist aus der Titrations-
reihe keine signifikante Verdnderung des Peptidspektrums ersichtlich. Ab etwa d&quimolarer
RNA-Konzentration lasst sich eine leichte Linienverbreiterung einzelner Signale beobachten.
Eine Verschiebung von Signallagen findet so gut wie nicht statt. Neu auftauchende Signale
konnen der RNA zugeordnet werden, da sie allesamt mit steigender RNA-Konzentration
intensiver werden. Wobei es sich dabei theoretisch auch um Signale handeln kénnte, die auf

einen langsamen Austausch zuriickzufithren sind.

Zwei Faktoren konnten fiir die schwache bis nicht beobachtbare Wechselwirkung verant-
wortlich sein: zum einen handelt es sich bei der verwendeten RNA zwar um einen hairpin
mit vergleichbarer Léange und loop-Grofie wie beim natiirlichen Substrat des Proteins. Die
al-Helix geht aber im Proteinkontext eine Wechselwirkung mit dem AGAA-Tetraloop der
RNA ein. Bei der verwendeten RNA hat dieser die Sequenz UUCG. Auflerdem hat das
Protein als Ganzes keine allzu hohe Bindungskonstante, der Kp-Wert liegt im mikromo-
laren Bereich. Da hier nur ein Teil der interagierenden Doméne zugegen ist, kann von
einer deutlich schwécheren Bindung ausgegangen werden. Bindungsstudien mit einem der
Komplexstruktur vergleichbaren RNA-Konstrukt wurden mit Hilfe von SPR-Experimenten
durchgefiihrt (s.u.).
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5. Interaktion mit doppelstringiger RNA - basierend auf der a1-Helix von Rntlp

Abbildung 5.5.:
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Zwei verschiedene Ausschnitte der Titration von 51 mit dem 24 BP RNA stem-loop 2. Eine
signifikante Anderung der Signallagen ist nicht zu beobachten. Die Spektren wurden bei 300 K
in Acetat-Puffer (pH = 4,5) an einem 600 MHz-Spektrometer aufgenommen. Die Peptidkon-
zentration betrug 150 uM.

5.2.2. HHR-Assay

Mit dem 15 AS-Peptid wurde ein Inhibitionsassay mit einem Hammerhead-Ribozym, wie
in 4.3.1 beschrieben, durchgefiihrt. Es wurden allerdings keine aussagekréftigen Ergebnis-
se erhalten. Die Anderung der absoluten Fluoreszenzwerte war im Vergleich zu fritheren

Experimenten deutlich kleiner, weshalb die relativen Werte wenig aussagekriftig sind.

5.2.3. SPR-Experimente

Zur Immobilisierung auf einem Streptavidin-funktionalisierten Biacore Chip wurde das
oben beschriebene 15 Aminosduren umfassende Peptid erneut nach Standard Fmoc-SPPS-

Protokollen synthetisiert. Zusétzlich wurde N-terminal ein in der Seitenkette mit Biotin
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5.2. Interaktionsstudien

modifizierter Glutamatrest eingefiigt. Als Negativkontrolle wurde ein Peptid mit inverser

Sequenz synthetisiert, welches ebenfalls N-terminal mit dem Biotintag modifiziert wurde.

Ac-E(PEG-biotinyl)-S-L-D-M-N-A-K-R-Q-L-Y-S-L-I-G-NH,
53

Ac-E(PEG-biotinyl)-G-I-L-S-Y-L-Q-R-K-A-N-M-D-L-S-NH,
54

Abbildung 5.6.: Die zur SPR-Immobilisierung synthetisierten Peptide 53 und 54. Zur Einfiihrung des Biotin-
restes wurde N-terminal ein entsprechend seitenkettenfunktionalisiertes Glutaminsdurederivat
angekniipft.

Wie bereits in 1.1.4 beschrieben, bindet die a1-Helix an einen RNA-Doppelstrang mit
AGAA-Loop. Um eine eventuelle dsRNA-Affinitdt des synthetisierten Peptides zu unter-
suchen, wurde ein 32 Basen umfassender RNA-Doppelstrang mit AGAA-Loop hergestellt
(55, Abb. 5.7).

Dazu wurde zunichst das fiir die RNA-Transkription benétigte doppelstrangige DNA-
Templat mit Hilfe der PCR generiert und amplifiziert. Als Templat wurde die der RNA ent-
sprechende DNA-Sequenz sowie deren reverse complement, jeweils mit einem T7-Promoter
am 5’-Ende eingesetzt. Um die optimale annealing Temperatur zu bestimmen, wurde eine
Reihe von PCRs bei verschiedenen Temperaturen zwischen 52 °C und 72 °C durchgefiihrt.
Nach 25 Zyklen zeigte das Agarose-Gel starke Signale im Bereich des PCR-Produktes bei
54 °C und 58 °C. Als annealing Temperatur wurde daher bei der folgenden praparativen
PCR 56 °C verwendet. Dabei wurden insgesamt 0,365 nmol RNA erhalten.

5'-G-G-A-A-A-A-U-A-A-C-U\y
2 [ o R I
3'-C-C-U-U-U-U-A-U-U-Gmg*

5'-G-G-G-A-U-A-C-C-A-U-G-U-U-C-Axg
55 | I O O R R 1
3'-C-U-C-U-A-U-G-G-U-G-C-A-A-G~p~

Abbildung 5.7.: Sequenzen der doppelstrangigen RNAs, die bei der NMR-Titration eingesetzt wurde (oben) bzw.
fiir die SPR-Experimente transkribiert wurde (unten).

Fiir die SPR-Experimente wurden die beiden Peptide 53 und 54 auf jeweils einer Fluss-
zelle eines Streptavidin-funktionalisierten Sensorchips immobilisiert (s. S. 68). Die Belegung
betrug 550 RU fiir Peptid 53 und 850 RU fiir Peptid 54. Als Puffer wurde NaNj enthal-
tender PBS-Puffer verwendet, die Flussrate betrug 10 pl/min.
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5. Interaktion mit doppelstrangiger RNA - basierend auf der a1-Helix von Rntlp

Tabelle 5.2.: Auflistung der verschiedenen Oligonukleotide, mit denen Biacore-Experimente mit den immobili-
sierten Peptiden 53 und 54 durchgefiihrt wurden. Zur besseren Ubersicht sind Linge, Anzahl der
Basen und -paare, Nukleotidsequenz des loops und maximal verwendete Konzentration angegeben.
Mit keinem der 19 eingesetzten Oligonukleotide konnte eine Wechselwirkung mit einem der beiden
Peptide nachgewiesen werden.

Oligo Typ Anzahl Basen Anzahl Basenpaare loop Konzentration Bindung

2 dsRNA 24 10 UucCG 1 uM -
3 ssRNA 12 - - 1 uM -
4 dsDNA 24 10 TTCG 1 pM -
5 ssDNA 12 - - 1 uM -
6 ssDNA 12 - - 1 uM -
7 ssDNA 12 - - 1 uM -
8 ssDNA 12 - - 1 uM -
12 dsDNA 76 26 TTTTT 1 pM -
13 dsDNA 59 26 TTTTT 1 pM -
14 ssDNA 18 - - 1 M -
15 dsDNA 59 26 TTTTT 1 pM -
16 dsDNA 58 26 TTCG 1 pM -
17 dsDNA 53 23 TTTTT 1 pM -
18 dsDNA 47 20 TTTTT 1 pM -
19 dsDNA 41 17 TTTTT 1 pM -
20 dsDNA 35 14 TTTTT 1 pM -
21 dsDNA 29 11 TTTTT 1 pM -
55 dsRNA 32 14 AGAA 1 pM -
44 dsDNA 49 12 AGAA 1 pM -

Mit keiner der 19 getesteten Oligonukleotide aus Tab. 5.2 wurde eine Interaktion be-
obachtet, weder mit der Nachbildung der a1-Helix 53, noch mit dessen inverser Sequenz
54. Da, wie schon beschrieben, die Dissoziationskonstante des kompletten Proteins mit der
doppelstriangigen RNA 55 nur im mikromolaren Bereich liegt, ist anzunehmen, dass das
Peptid weniger stark bindet. Eine hohere RNA-Konzentration konnte aufgrund der schlech-

ten Ausbeuten bei der Transkription nicht eingesetzt werden.

In Versuchsreihen zur Untersuchung der ZFa-Peptide wurde biotinylierte dsRNA 2 auf
einem SA-Chip immobilisiert. Auch hier zeigten sowohl Peptid 51 als auch Peptid 52
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5.3. N-terminale PEG-Funktionalisierung

keinerlei Bindung. Allerdings sei hier nochmals darauf hingewiesen, dass es sich bei der
dsRNA 2 nicht um das passende Rntlp-Substrat handelt.

5.3. N-terminale PEG-Funktionalisierung

Die Anwendung von Peptiden und Proteinen als Pharmazeutika hat in den letzten Jah-
ren immer mehr an Bedeutung gewonnen. Typische Probleme bei der Verwendung dieser
Biopharmazeutika sind jedoch kurze Halbwertszeit, Immunogenitit, proteolytischer Abbau
und schlechte Loslichkeit. Neben einer Variation der Aminoséduresequenz, Konjugation an
beispielsweise Serumproteine oder Einbau in sog. drug delivery vehicles ist eine Funktio-
nalisierung mit Polyethylenglykol (PEG) eine Moglichkeit, die beschriebenen Probleme zu
umgehen. [ Die Vorteile einer PEGylierung von Peptiden kénnen unter anderem folgende

sein:

Verbesserung der Wasserloslichkeit

Abschirmung von antigenen und immunogenen Epitopen

Schutz vor Erkennung und Abbau durch proteolytische Enzyme

Anderung der Biodistribution durch drastische Erhéhung der MolekiilgriBe

Mittlerweile ist eine Vielzahl von PEGylierungsreagenzien kommerziell erhéltlich. Dabei
stehen neben verschieden grofler Anzahl von Wiederholeinheiten auch Derivate mit un-
terschiedlichsten Endgruppen zur Verfiigung. Zum einen ertffnet dies eine Vielzahl von
Kupplungsmoglichkeiten, zum anderen kénnen beispielsweise iiber Fluoreszenzlabel detek-
tierbare Reste eingefiigt werden. Verschiedene Schutzgruppen ermdéglichen auflerdem eine
Mehrfachfunktionalisierung des Polyethylenglykolderivates.

Um die Praktikabilitdt einer PEG-Funktionalisierung zu untersuchen, wurde Peptid 51
an fester Phase mit einem kommerziellen PEG-Linker versehen (Abb. 5.8). Untersucht
wurde neben der Wasserloslichkeit auch die Kompatibilitdt des Linkers bei der Festphasen-
synthese und das Verhalten des Konjugats bei RP-HPLC-Reinigung und NMR-spektros-
kopischer Charakterisierung. Da anstatt der Linge der PEG-Kette vom Hersteller nur eine
ungefihre molare Masse angegeben war, wurde die Anzahl der Wiederholeinheiten mittels
MALDI-TOF-MS untersucht.

Die Kupplung des Linkers an das Peptid erfolgte analog zu den Bedingungen, wie sie in
Abschnitt 5.2.3 fiir die Biotinfunktionalisierung beschriebenen wurden. Statt der funktio-
nalisierten Aminosiure wurden hier jedoch zwei Aquivalente des PEG-Linkers 56, bezogen

auf die Anfangsmenge Harz, mit HBTU und DIPEA in NMP zugegeben und zweimal iiber
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5. Interaktion mit doppelstrangiger RNA - basierend auf der a1-Helix von Rntlp

Nacht gekuppelt. Nach Abspalten von der festen Phase wurde das Konjugat RP-HPLC-

chromatographisch gereinigt.
o
(o} OH
56

Abbildung 5.8.: Fiir die PEGylierung von 51 verwendeter Linker 56. Fiir n ist vom Hersteller keine eindeutige
Zahl angegeben. Das Molekulargewicht ist mit etwa 5000 Da ausgewiesen.

Das in Abb. 5.9 dargestellte Chromatogramm zeigt eine sehr gute Separierung des PEGy-
lierten Peptids 57 von den restlichen peptidischen Verbindungen. Die Breite des Peaks
kommt durch die Polydispersitidt des PEG-Linkers zustande. Die Verteilung dieser wur-
de mit Hilfe von MALDI-TOF-Massenspektrometrie auf 98 - 113 bestimmt (Abb. 5.10).
Bei der Aufnahme von ein- und zweidimensionalen NMR-Spektren wurde wie erwartet ein
intensiver Peak bei 3,7 ppm beobachtet, der dem Polyethylenglykol zuzuordnen ist. Es
wurden weder Signale des Peptids iiberdeckt, noch waren negative Auswirkungen auf die
Qualitéit der Spektren auszumachen.

Die Funktionalisierung von Peptiden mit dem PEG-Linker 56 kann also als einfache und
praktikable Methode zur Verbesserung der Wasserloslichkeit, besseren Separation bei sédu-
lenchromatographischen Reinigungen und Variation der pharmakologischen Eigenschaften

angesehen werden.
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Abbildung 5.9.: Chromatogramm der praparativen Reinigung des PEG-funktionalisierten Peptids 57. Die beiden
anderen markierten Peaks entsprechen dem nichtfunktionalisierten Peptid (m/z = 1750) und
einem nicht identifizierten Nebenprodukt (m/z = 1776).
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Abbildung 5.10.: Ausschnitt aus dem MALDI-TOF-Massenspektrum von 57. Die rot gestrichelten Linien ent-
sprechen jeweils der Masse einer PEG-Einheit.

5.4. Photoschalter

Durch Bestrahlung mit Licht geeigneter Wellenldngen kénnen Azobenzol-Chromophore ei-
ne reversible cis-trans-Isomerisierung eingehen. %9 Integriert man eine solche schaltbare
Modifikation in ein Biomolekiil, lasst sich dessen Struktur reversibel verindern. Da die
Struktur von Biomolekiilen meistens direkt mit deren Aktivitdt zusammenhéngt, ldsst sich

diese im Idealfall durch Bestrahlung mit Licht geeigneter Wellenldnge an- und ausschalten.

|
e o)
7\ o ©/NH
hv N
_ " hvodera N
G .,

60 (trans) 60 (cis)

Abbildung 5.11.: cis-trans-Isomerisierung des verwendeten Azobenzol-Linkers 4,4’-Bis(lodacetamid)-azobenzol
60. Durch Bestrahlung bei ~360 nm liegt das Molekiil hauptséchlich in cis-Konformation vor.
Durch Bestrahlung bei ~450 nm relaxiert das Molekiil schnell in die thermodynamisch stabilere
trans-Konformation. Im Dunkeln liegt die Halbwertszeit des angeregten Zustandes zwischen
einigen Minuten und mehreren Stunden, abhingig von der Temperatur 184,

Bei synthetischen Peptiden lassen sich unnatiirliche Modifikationen relativ einfach einfiih-
ren, meist {iber Seitenkettenfunktionalititen in Kombination mit geeigneten Schutzgrup-

penstrategien. Ein in der Literatur haufig beschriebenes Beispiel ist die side chain-to-side
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5. Interaktion mit doppelstrangiger RNA - basierend auf der a1-Helix von Rntlp

chain Zyklisierung mit einem a-lodacetamid-funktionalisierten Azobenzollinker iiber zwei
Cysteinreste. Abhéngig von der Linge des Linkers und dem Abstand der beiden Cysteine
lasst sich dadurch beispielsweise eine helikale Konformation photosensitiv stabilisieren oder

storen (181187

Abbildung 5.12.: Beispiel einer Azobenzollinker induzierten Stabilisierung einer a-Helix. Links ist die Verbriickung
tiber zwei Cysteine an den Positionen i und i+11 gezeigt. Die helikale Konformation wird durch
das trans-Isomer des Linkers stabilisiert, die cis-Konformation wirkt destabilisierend. Rechts ist
eine Verbriickung iiber zwei Cysteine an den Positionen i und i4+7 zu sehen, hier ist die cis-
Konformation helixstabilisierend. Einen dhnlichen Effekt ergdbe eine Verbriickung iiber i und
i+4 (hier nicht dargestellt). Abbildung entnommen aus .

Cl

|
O:'>\ o:?
NH, NH NH
7 N\
— 0 NEt;, THF Nal in Aceton/THF (3:1)
N=N + 2 /—4 N=N _— N=N
Q ca’ T No, tt, 1h Q Ny, tt, 18h Q
H,N HN HN
(EO (Eo
58 59 . 60

Cl

Abbildung 5.13.: Darstellung von 4,4'-Bis(iodacetamid)-azobenzol ausgehend vom kommerziell erhiltlichen 4,4'-
Diaminoazobenzol.

Im Rahmen der Bachelorarbeit von Andreas Prestel[!88] wurde ein 15 Aminosiuren um-
fassendes Peptid synthetisiert, das bis auf zwei Reste der Sequenz der a1-Helix von Rntlp
entspricht (61). Die beiden zur Verbriickung mit dem Diazobenzollinker benétigten Cy-
steinsubstitutionen wurden dabei so ausgewéhlt, dass zum einen die an der Interaktion mit
der dsRNA beteiligten Aminosduren nicht durch Cysteine ersetzt wurden, zum anderen
sich der Linker vollstéindig auf der nichtbindenden Seite des Peptids befindet (Abb. 5.15).
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5.4. Photoschalter

Als photoschaltbarer Linker wurde 4,4’-Bis(iodacetamid)-azobenzol (60) in einer zwei-

1081 ausgehend von 4,4’-Di-

stufigen Synthese nach einer Vorschrift von Kumita et a
aminoazobenzol (58), synthetisiert (Abb. 5.13). Der nach zweimaligem Umkristallisieren
aus THF /Wasser in guter Reinheit erhaltene Linker wurde zur Untersuchung des Iso-
merisierungsverhaltens in DMSO-d6 gel6st. Zundchst wurde ein Protonenspektrum bei
Umgebungslicht aufgenommen. Hier sollte hauptséchlich die thermodynamisch stabilere
trans-Konformation vorliegen. Um die cis-Konformation zu erhalten wurde fiinf Minuten
bei 366 nm bestrahlt. Es wurde sowohl direkt nach dem Bestrahlen (aus messtechnischen
Griinden nach 5min), als auch 45 min danach ein Protonenspektrum gemessen, um das
Isomerisierungsverhalten zu beobachten. Wie in Abb. 5.14 und Tab. 5.3 zu sehen ist, liegt
bereits bei Umgebungslicht die cis-Konformation zu etwa 20% vor. Fiinf Minuten nach
dem Bestrahlen liegt diese zu dreivierteln vor, wohingegen nach 45 min nur noch etwa 35%
NMR-spektroskopisch nachweisbar sind. Der Literaturwert fiir die Halbwertszeit der ther-
mischen Isomerisierung bei 25 °C liegt bei 12 min**"), was gréenordnungsméBig mit den

beobachteten Werten iibereinstimmt.
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Abbildung 5.14.: 400 MHz 'H-NMR-Spektren des Photolinkers 60 in DMSO-d6 bei 300 K nach Bestrahlung
bei 366 nm. Rot: 5 min nach der Bestrahlung. Griin: 45 min nach der Bestrahlung. Blau: bei
Umgebungslicht.

Die Umsetzung des vollstdndig entschiitzten, vom Harz abgespaltenen und per RP-HPLC
gereinigten Peptides 61 mit dem Photolinker 60 wurde in einem Gemisch aus DMSO und
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5. Interaktion mit doppelstrangiger RNA - basierend auf der a1-Helix von Rntlp

Tabelle 5.3.: Prozentualer Anteil der cis-Konformation vor und nach Bestrahlung bei 366 nm. Verglichen wurden
jeweils die Integrale der Signale der jeweiligen Konformation. Zur besseren Integrierbarkeit wurde
beim Prozessieren eine Exponentialfunktion mit einer Linienbreite von 2 Hz verwendet.

Amid-H Aromaten-H Methylen-H Durchschnitt

5 min nach Bestrahlung 76,6 74,3 70,1 73,7
45 min nach Bestrahlung 35,8 37,0 35,7 36,2
bei Umgebungslicht 20,6 19,0 20,5 20,0

wiissrigem TrisCl-Puffer (2:1) durchgefiihrt. '8! Nach ca. einer Stunde Reaktionszeit wur-
de iiberschiissiger Linker durch Zugabe von Wasser ausgefillt. Die erhaltene Losung wur-
de lyophilisiert und direkt mittels RP-HPLC gereinigt. Im MALDI-TOF-Massenspektrum
des Rohproduktes wurden neben Signalen des gewiinschten Produktes auch Signale ei-
nes Nebenproduktes mit Am/z = —48 gefunden. Es wird vermutet, dass es sich hier-
bei um eine Eliminierung von Thiomethanol aus Methionin handelt. 8% Im RP-HPLC-
Chromatogramm waren sehr viele Peaks zu sehen. Die meisten zeigten Absorption bei
366 nm, was darauf hindeutet, dass zumindest Derivate des Photolinkers zugegen sein
miissten. Reines Produkt konnte nur in Spuren erhalten werden und stand daher nicht fiir

eine detaillierte NMR-Charakterisierung zur Verfiigung.

Fmoc 70

70 = PS-RAM 1) 20% Piperidin
2.) Fmoc-Xaa-OH
SPPS HBTU (0,95eq)
O HOBt (1,5eq)
DIPEA (2eq)

Fmoc-Ser(tBu)-Leu-Asp(OtBu)-Met—Asn(Trt)-Cys(Trt)-Arg(F’bf)-Lys(Boc)-GIn(Trt)—Leu-Tyr(tBu)-Ser(tBu)-Cys(Trt)-IIe-GIyO

1.) 20% Piperidin
2.) 10% Acy0
3.) TFA (94%)
TIS (1,0%)
H0 (2,5%)
EDT (2,5%)
4.) Féllung in
Bu-O-Me

Ac-Ser-Leu-Asp-Met-Asn-Cys-Arg-Lys-GIn-Leu-Tyr-Ser-Cys-lle-Gly-NH, 61

H
‘/\IfN@
o = N

60 i

rt, DMSO

Ac-Ser-Leu-Asp-Met-Asn-Cys-Arg-Lys-GIn-Leu-Tyr-Ser-Cys-lle-Gly-NH, 62
0

HN

N
<i> \
0 NONH

Abbildung 5.15.: Syntheseschema der Darstellung des mit dem Photolinker zyklisierten Peptids 62.
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5.4. Photoschalter

Durch Variation der Reaktionsbedingungen (1.) reines DMSO, 2.) beide Komponenten
fiinffach verdiinnt, oder 3.) beide Komponenten doppelt konzentriert) konnte keine merk-
liche Verbesserung der Ausbeuten erzielt werden, wobei zu erwihnen ist, dass in reinem
DMSO kein Produkt nachgewiesen werden konnte. Die Aufreinigung der anderen Ansétze
gestaltete sich ebenfalls schwierig. Ein moglicher Grund dafiir konnte sein, dass das zykli-
sierte Peptid in DMSO und/oder saurer wissriger Losung nicht stabil ist. Daher wurde
versucht, die Verweilzeit in beiden Losungen moglichst kurz zu halten. Um genug Substanz
zur NMR-spektroskopischen Untersuchung zu erhalten, wurden alle HPLC-Fraktionen des
Produktes mit den Mischfraktionen vereinigt, die Nebenprodukte im Bereich des verlinkten

Peptids enthielten und Absorption bei 366 nm zeigten.

| |

,__m.//‘ ““M‘LW"M,_.J o .I\“"K

Abbildung 5.16.: 600 MHz 'H-NMR-Spektrum des zyklisierten Peptids in H20 /D20 (95:5) bei 300 K und pH=3.
Oben rechts gezeigt ist eine VergroBerung des Bereichs der Amid- und Aromatenprotonen.

In Abb. 5.16 ist das Protonenspektrum des zyklisierten Peptides gezeigt. Neben den in-
tensiven Signalen des Photolinkers sind Signale bei fiir Peptide typischen Resonanzen zu
erkennen. Als weiteren Hinweis fiir eine erfolgreiche Zyklisierung kann man deuten, dass
die aromatischen Signale des Photolinkers nicht mehr in zwei Dupletts, sondern in zweimal
zwei Dupletts aufgespalten sind. Dies deutet darauf hin, dass die beiden Benzolringe nicht
mehr dquivalent sind, wie es in einem zyklisierten Peptid auch der Fall sein sollte. Zur Auf-
nahme auswertbarer zweidimensionaler NMR-Spektren war die Probe nicht konzentriert
genug. Eine genauere strukturelle Charakterisierung des zyklisierten Peptides konnte daher

nicht erfolgen. Um das Verhalten bei Bestrahlung zu untersuchen wurde die Probe 20 min
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5. Interaktion mit doppelstrangiger RNA - basierend auf der a1-Helix von Rntlp

lang bei 366 nm bestrahlt. Danach wurde so zeitnah wie moglich (etwa 10 min) ein Pro-
tonenspektrum aufgenommen (Abb. 5.17). Im Bereich der Amidprotonen ist eine leichte
Verschiebung der Signallagen zu beobachten. Die nur geringe Anderung der chemischen
Verschiebungen deutet aber nicht auf eine drastische Anderung der Sekundérstruktur des
Peptides hin.

8.5 8.25 8.0 7.75 7.5 ppm

Abbildung 5.17.: Ausschnitt des Amid- und Aromatenbereiches eines 600 MHz ' H-NMR-Spektrum in HoO/D20O
(95:5) bei 300 K und pH=3. Rot: vor der Bestrahlung. Schwarz: 10 min nach 20 miniiti-
ger Bestrahlung bei 366 nm. Der Transfer der Probe zum NMR-Spektrometer erfolgte unter
Lichtausschluss.

Nach Bestrahlung und Aufnahme der Spektren des zyklisierten Peptids wurde stets das
Entstehen eines weilen Niederschlages beobachtet. Eine plausible Erklarung hierfiir konnte
nicht gefunden werden. Es ist jedoch bekannt, dass nach Uberfiihren in die cis-Konformation

mit einem Azobenzolderivat zyklisierte Peptide zur Priizipitation neigen kénnen. 190
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6. Labeling eines membrangangigen Peptids
mit einem NIR-Fluoreszenzfarbstoff

Pyrrolopyrrol Cyanin Farbstoffe (PPCys) stellen eine sehr interessante Klasse neuer na-
her Infrarot (NIR)-Fluoreszenzfarbstoffe dar.['91:192 Sie zeichnen sich durch schmale und
intensive NIR-Absorptionsbanden aus. Durch Komplexierung mit BFs oder BPhy erhilt
man Verbindungen, die eine starke Fluoreszenz im NIR-Bereich zeigen, im sichtbaren Wel-
lenléingenbereich aber kaum absorbieren. Durch Variation der heterozyklischen Ringsubsti-
tuenten ldsst sich der Absorptionsbereich zwischen 684 und 864 nm einstellen, wobei stets
hohe Fluoreszenzquantenausbeuten erhalten werden. 192

In modernen biologischen Anwendungen ist die Fluoreszenzmikroskopie mittlerweile ein

193,194] \it stark Auoreszierenden und chemisch- sowie photo-

weitverbreitetes Instrument. [
stabilen Chromophoren lassen sich zum Beispiel biologisch interessante Verbindungen funk-
tionalisieren und sowohl in vitro als auch in vivo in Echtzeit verfolgen. !?®! Die Moglichkeit,
dabei im NIR-Bereich arbeiten zu kénnen, hat im wesentlichen drei Vorteile: [196-198]

- durch schwache Absorption und stark reduzierte Streuung im Gewebe werden hohe

Eindringtiefen ermoglicht

- aufgrund des sehr niedrigen Eigenfluoreszenzhintergrundes wird eine hohe Empfind-
lichkeit erreicht

- im Vergleich zur Emission im sichtbaren Bereich entstehen weniger Lichtschiden

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. Andreas Zumbusch wurde ein Peptid
mit einem von Georg Fischer synthetisierten neuen asymmetrischen NIR-Fluoreszenzfarb-
stoff 64 verkniipft und mittels live cell microscopy auf seine Anwendungsmoglichkeiten in
biologischen Systemen hin untersucht. 199

Mit Hilfe zellmembrandurchdringender Peptide (cell-penetrating peptides, CPPs) konnen
Partikel unterschiedlicher GroBe in Zellen eingeschleust werden. 290 CPPs sind Peptide
mit einer Linge von maximal 30 Aminosduren und haben die Eigenschaft, Zellmembra-
nen auf einem scheinbar energieunabhiingigen Weg durchdringen zu kénnen. 201202 Der

Transportmechanismus ist bislang aber noch nicht aufgeklart. CPPs enthalten in der Regel
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6. Labeling eines membrangéngigen Peptids mit einem NIR-Fluoreszenztfarbstoff

viele basische Aminosduren. Durch die polykationische Struktur kénnen sie mit der negativ
geladenen Zellmembran wechselwirken. Als einfache CPP-Sequenzen wurden Polyarginine,
speziell Nonaarginin, beschrieben 23, Neben der Membrangingigkeit zeigen diese eine sehr
gute Wasserloslichkeit. Ein Argeo-PPCy-Konjugat sollte daher ebenfalls wasserloslich sein.
Voruntersuchungen haben gezeigt, dass sich Verbindung 64 in NMP unter Zuhilfenahme
von COMU (1-[(1-Cyano-2-ethoxy-2-oxoethylidenaminooxy-dimethylamino-morpholino-me-
thylen)]-methanaminium hexafluorophosphat) und DIPEA an die Seitenkettenaminofunk-
tion eines Lysinrestes kuppeln ldsst. Daher wurde davon ausgegangen, dass dies ebenfalls

mit dem freien N-Terminus moglich sein sollte.

Fmoc 70

70 = PS-RAM
1.) 20% Piperidin

SPPS | 2.) Fmoc-Arg(Pbf)-OH

©) HBTU (0,95eq)
HOBt (1,5eq)
DIPEA (2eq)

Fmoc-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf)-Arg(Pbf) —O

1.) 20% Piperidin

2.) TFA (95%)
TIS (2,5%)
H20 (2,5%)

3.) Fallung in
Bu-O-Me

H-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-NH, 63

[¢]
COMU (0,95eq) J<
DIPEA (1,95eq) OH
rt, NMP
HO

PR
- \//<N/ Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-NH;
;

E H

65

OH

Abbildung 6.1.: Syntheseschema der Funktionalisierung des membrangéngigen Polyarginins mit 64.

Das Nonaarginin wurde nach Standard Fmoc-Methoden an fester Phase synthetisiert.
Nach Abspalten vom polymeren Trager wurde Farbstoff 64 in Losung mit COMU und DI-
PEA in NMP iiber Nacht bei Raumtemperatur an das Peptid gekuppelt!2°4. Ein Synthe-
seschema ist in Abb. 6.1 gezeigt. Nach Aufkonzentrieren und Entsalzen mit einer Sephadex
PD10-Saule wurde das Farbstoffkonjugat mittels RP-HPLC gereinigt.
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Die live-cell-imaging-Versuche 293 wurden von Christian Jiingst, Arbeitsgruppe Zum-
busch, durchgefiihrt. Dazu wurden HeLa-Zellen auf Mikroskopierschalen angezogen und 30
Minuten mit 65 in Puffer inkubiert. Die iiberstehende Losung wurde entfernt und die Zellen
mehrmals mit Puffer gewaschen, bevor sie unter dem Mikroskop untersucht wurden.

Um sicher zu sein, dass der Farbstoff auch in den Zellen intakt ist, wurden die Fluores-
zenzspektren in reinem Puffer und in einem Vesikel in einer HeLa-Zelle verglichen. In Abb.
6.2 sind die beiden Spektren in normierter Form iibereinandergelegt. Beide sind nahezu
deckungsgleich, was darauf hindeutet, dass der Farbstoff auch im Vesikel in der gleichen
Form wie in Losung vorliegt. Sowohl Bandenform als auch Lage des Fluoreszenzmaximums

(774 nm) sind, verglichen mit Messungen in Chloroform, kaum veréndert.

1,0

0,8+

0,6
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0,4
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Abbildung 6.2.: Normierte Fluoreszenzspektren von 65 in Puffer (schwarze Linie) und in den im Bild mit Pfeil
markierten endozytotischen Vesikeln (rote Linie).

In Abb. 6.3 sind Bilder der HeLa-Zellen gezeigt. Zur Lokalisierung des Zellkerns wurde
dieser vor der Inkubation mit dem Farbstoff Hoechst 33342 (Invitrogen) angefdarbt. Die
blau fluoreszierenden Hoechst-Farbstoffe sind zellpermeable, DNA-bindende Fluorophore,
die hdufig zum Markieren von Zellkernen verwendet werden. Nach der Inkubation der Zellen
mit 65 wurden iiber mehrere Stunden Transmissions- und Fluoreszenzbilder aufgenommen.

Die Fluoreszenz wurde dabei auf zwei Kanélen detektiert, einem blauen fiir den Hoechst
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6. Labeling eines membrangéngigen Peptids mit einem NIR-Fluoreszenztfarbstoff

Farbstoff und einem roten fiir das Peptid-Farbstoff-Konjugat. Durch Uberlagerung der Bil-
der kann man erkennen, dass die Peptid-Farbstoff-Konjugate in endozytotischen Vesikeln
in die Zellen eingedrungen sind. Die Vesikel bewegen sich in die Néhe des Zellkerns, drin-
gen aber nicht in diesen ein. Noch mehrere Stunden nach der Inkubation wurden intensive
Fluoreszenzsignale erhalten. Auch wurde kein schéidlicher Einfluss auf die Zellen beobachtet.
Der verwendete Farbstoff scheint also als NIR-Fluoreszenzlabel fiir in vivo Anwendungen

geeignet zu sein.

Abbildung 6.3.: Bilder von lebenden HelLa-Zellen nach Markierung mit 65, fiinf Stunden nach der Inkubation.
Der MaBstabsbalken hat eine Lange von 20 pm. A: Durchlicht-Mikroskop Bild. B: mit Hoechst-
Farbstoff angefarbte Zellkerne. C: NIR-Fluoreszenzaufnahme der mit 65 inkubierten Zellen. D:
Uberlagerung von B und C. Die Farbstoff-Peptid-Konjugate sind in der Nihe, aber auBerhalb
der Zellkerne lokalisiert.
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Kupplung an fester Phase

Desweiteren wurde untersucht, ob sich 64 auch an fester Phase kuppeln lisst. Dazu wur-
den einige Milligramm TentaGel S-Harz mit 64, HBTU und DIPEA in einer Mischung
aus CHoCly und NMP iiber Nacht bei Raumtemperatur geschiittelt. Nach mehrmaligem
Waschen wurden einzelne Harzkugeln von Martin Winterhalder, Arbeitsgruppe Zumbusch,
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dabei zeigten die Kugeln auf der Oberfliche star-
ke Fluoreszenz. Allerdings brachte eine Negativkontrolle (selbe Bedingungen, ohne Kupp-
lungsreagenz) die gleichen Ergebnisse, was den Schluss nahe legt, dass es sich um eine
unspezifische Wechselwirkung zwischen Harzkugeln und Farbstoff handelt. Dariiber hinaus
ist der Borkomplex des Farbstoffes gegeniiber den TFA-Abspaltbedingungen nicht stabil.
Eine nachtrigliche Komplexierung wiirde wiederum die Vorteile der Festphasensynthese

zunichte machen. Dieses Teilprojekt wurde daher nicht weiter verfolgt.
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7. Zusammenfassung

7.1. Substrukturen des dsRNA-erkennenden Proteins dsRBP-ZFa

Aufgrund ihrer Rolle bei der Entstehung von Krebs, der Verteidigung gegen Viren, der Pro-
zessierung zelluldrer RNA oder der posttranskriptionalen Genregulation hat das Interesse
an doppelstringiger RNA (dsRNA) in den letzten Jahren deutlich zugenommen. Obwohl
die Struktur einiger weniger dsRNA-bindender Proteine mittlerweile aufgeklért ist, ist der
Mechanismus der Interaktion bislang weitestgehend unbekannt.

Das double-stranded RNA-binding protein ZFa (dsRBP-ZFa) wurde beim Screening ei-
ner ovarialen cDNA Expressionsbibliothek identifiziert. Es besteht aus 524 Aminoséduren
und enthélt insgesamt sieben Zinkfingermotive des CoHa-Typs. Wihrend die C-terminalen
vier Zinkfinger eine sehr hohe Sequenzhomologie aufweisen, zeigen die drei N-terminalen
Zinkfingerdomiinen weder untereinander noch zu den vier C-terminalen groBe Ahnlichkeit.
Die biologische Funktion von dsRBP-ZFa ist bislang noch vo6llig unklar. Homologe Prote-
ine, die in Nagern und beim Menschen gefunden wurden, spielen eine wichtige Rolle beim
Prozess der Apoptose und werden durch den Tumorsuppressor p53 induziert. Kiinstlich
hervorgerufene Uberexpression dieser Proteine kann Apoptose auslésen und das Wachstum
von Tumorzellen hemmen. Die Bindung an dsRNA mit Hilfe intakter Zinkfingerdoménen
ist fiir ihre Funktion essentiell.

Die NMR-Struktur eines 127 Aminoséiuren umfassenden Konstruktes, welches die ers-
ten beiden Zinkfingerdoménen (ZF1 und ZF2) von dsRBP-ZFa enthilt, wurde 2005 von
Méller et al. gelost1?l. Beide Zinkfingerdoméinen bilden ein charakteristisches Heliz-turn-
heliz-Motiv (HTH-Motiv), welches durch die Koordination von zwei sich jeweils in einer der
Helices befindenen Histidinresten an ein Zinkion stabilisiert wird (Abb. 7.1). Die Zinkfinger-
motive sind in mehrerlei Hinsicht ungewo6hnlich und héchstwahrscheinlich fiir die selektive
dsRNA-Erkennung verantwortlich. Es konnte sich hier also um ein neues Erkennungsmotiv
handeln.

In dieser Arbeit wurde ausgehend von dem Proteinkonstrukt sowie verschiedener pepti-
discher Substrukturen die Wechselwirkung sowohl mit doppelstrangiger RNA, als auch mit

anderen Oligonukleotidmotiven, untersucht.
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Abbildung 7.1.: Struktur der beiden N-terminalen Zinkfingerdoménen ZF1 und ZF2 aus dsRBP-ZFa. In grau
dargestellt ist jeweils das Zinkion, das von den beiden Histidinen (blau) und Cysteinen (gelb)
koordiniert wird. Griin und hellblau sind die beiden Helices, die das geknickte HTH-Motiv bilden.

Um tiefere Einblicke in die dsRNA-Erkennung zu erhalten, wurde das oben beschrie-
bene 127 Aminoséuren umfassende Proteinkonstrukt in F. coli exprimiert. Zur spiteren
NMR-spektroskopischen Charakterisierung wurde die Expression in N-markiertem Mi-
nimalmedium durchgefiihrt und optimiert. Sowohl das "N-HSQC-Spektrum als auch das
CD-Spektrum zeigten, dass die Expression erfolgreich war und gefaltetes Protein erhalten
wurde.

Bei SPR-Experimenten mit immobilisiertem Protein und verschiedenen Oligonukleotid-
motiven wurde zunéchst keine Wechselwirkung beobachtet. Dennoch gab es mehrere In-
dizien fiir eine Wechselwirkung zwischen dem Proteinkonstrukt (1) und einem 24 Basen
umfassenden dsRNA-hairpin (2, Abb. 7.2). Ein biotinyliertes Derivat dieser dsRNA konn-
te erfolgreich auf einem Sensorchip immobilisiert und auf Interaktion mit dem Protein
untersucht werden. Dabei ergab sich ein Kp-Wert von 22,2 + 1,9 nM, was einer eher
schwachen Wechselwirkung entspricht. Mit Hilfe von Electrophoretic mobility shift assays
wurden sowohl mit dem kompletten Protein, als auch mit Konstrukten, die nur drei oder
vier Zinkfingerdoménen enthielten, Bindungskonstanten im nanomolaren Bereich vercffent-
licht. 7]

Auch die durchgefiihrten ITC-Experimente deuteten auf eine Wechselwirkung zwischen
Protein und RNA hin. Dabei wurden Hinweise auf eine Interaktion des Proteins sowohl mit
dem RNA-hairpin als auch mit einer kommerziell erhéltlichen tRNA-Mischung erhalten.
Aufgrund der untypischen Kurvenform konnten in diesem Fall jedoch weder verléssliche

Bindungs- noch thermodynamische Konstanten bestimmt werden.

Ausgehend von Sequenz und Struktur der Zinkfingerdoménen wurden verschiedene Pepti-

de entwickelt, die das Heliz-turn-heliz-Motiv nachbilden sollten. Dem lagen im Wesentlichen
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zwei Ziele zu Grunde: Zum einen koénnten dadurch neue Erkenntnisse iiber den Bindungs-
modus gewonnen werden. Zum anderen wére es fiir zukiinftige Arbeiten interessant, das
minimale Erkennungsmotiv zu kennen. Durch gezielten Austausch einzelner Aminosiduren
lieBe sich dieses unter Umsténden sogar noch optimieren, sowohl beziiglich Bindungsstérke
und Selektivitit gegeniiber dem Substrat, als auch hinsichtlich anderer Eigenschaften wie
z.B. Loslichkeit oder Polaritét. Damit konnte selektiv in biologische Vorgéinge eingegriffen
werden.

In dieser Arbeit wurden diverse Peptide synthetisiert, die eine der beiden Zinkfingerdo-
ménen imitieren sollten. Dabei wurden hauptséchlich lineare, aber auch zyklische Peptide
hergestellt. Variationen zur urspriinglichen Proteinsequenz wurden entweder N-terminal (in
der Regel zu Immobilisierungszwecken) oder im Bereich der Zink-koordinierenden Histidin-
reste eingefiihrt.

Zur eindeutigen Identifizierung, der strukturellen Charakterisierung und als Basis fiir zu-
kiinftige Titrationsexperimente wurden von den meisten Peptiden 2D-NMR-Spektren auf-
genommen und die 'H- und ®C-Resonanzen zugeordnet. Durch Bestimmung der HY-H®-
Kopplungskonstanten und dem Vergleich der chemischen Verschiebungen mit tabellierten
Werten fiir random-coil-Strukturen wurden Hinweise auf eventuell vorliegende Sekundér-
strukturmerkmale gesucht. Dazu wurden teilweise auch CD-Spektren aufgenommen. Sowohl
bei einer Nachbildung der ersten Zinkfingerdoméne (Peptid 45), als auch bei einigen Pep-
tiden die auf der Sequenz der zweiten Zinkfingerdoméne basieren (Peptide 29, 30, 31),

konnten Hinweise auf das Vorliegen partiell helikaler Strukturen gefunden werden.

Die synthetisierten Peptide dienen nicht nur dem Ziel, die Struktur des HT'H-Motives zu
imitieren, sondern kénnen dariiberhinaus selbst spezifische Affinitéit zu Oligonukleotiden
aufweisen. Die Wechselwirkung zwischen den HTH-Mimetika und verschiedenen Oligonu-
kleotidmotiven wurde mit Hilfe von NMR-Titrationen, SPR-basierten Interaktionsstudien
und eines Hammerhead-Ribozym (HHR)-basierten Fluoreszenzassays untersucht. Da das
HHR und das bei diesen Versuchen eingesetzte Substrat aus RNA bestanden und teil-
weise in doppelstriangiger Form vorlagen, wurde dieser Ansatz zur Identifizierung dsRNA-
bindender Peptide herangezogen. Bei NMR- und SPR-basierten Experimenten lassen sich

beliebige Oligonukleotidmotive einsetzen.

Mit dem zyklischen Peptid 25, welches die zweite Zinkfingerdoméne inklusive Zinkko-
ordination imitieren sollte, wurden NMR-Titrationen mit je einem Vertreter der vier ver-
schiedenen Oligonukleotidmotive dsRNA, dsDNA, ssRNA und ssDNA, allesamt abgeleitet
von der in Abb. 7.2 abgebildeten dsRNA 2, durchgefiihrt. Sowohl mit dsRNA als auch mit
dsDNA zeigten sich im NMR-Spektrum Verédnderungen, die auf eine Interaktion hindeuten.
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5'-G-G-A-A-A-A-U-A-A-C-Uny
L I
3'-C-C-U-U-U-U-A-U-U-Gug’

2
Ac—V=V-A-E-S—E-Y-I—G-K-T-K-I-K-N-L—R-L-n,
e
25
Ac—§-P=V-V-A-E-S—E-Y-I—G-K-T-K-I—K-N-L-R-L-R-E-Q-N*,
29

Ac—Q-E-R-L=R-L—=N-K-I—K-T-K-G-I=Y-E-S-E-A-V-V-P—S8—NH,

31

Ac—A-M-Y-R-R-V-K-A-A-H-K-R-S—Q-Y-H-A-L-K-Q-S-E-S—NH,

45

Ac—=S—-E-S-Q-K-L-A-H-Y-Q-S—A-K—H-A-N-K-V-R-R-Y~-M-A- N,

46

Abbildung 7.2.: Sequenzen der diskutierten Peptide sowie der dsRNA 2.

Allerdings schien dies bei der dsSDNA weniger selektiv zu sein. Dies konnte auf eine unspe-
zifischere Wechselwirkung als bei der dsSRNA hindeuten. Mit den beiden einzelstringigen
Vertretern wurden keine signifikanten Verédnderungen im Protonenspektrum beobachtet.

Bei dem HHR-basierten Fluoreszenzassay bewirkte Peptid 25 weder eine Inhibition noch
eine Beschleunigung der Spaltungsreaktion, wie es fiir andere Peptide beobachtet wurde.
Allerdings zeigte ein ebenfalls zyklisches Derivat dieses Peptides, bei dem der N-terminale
Teil nach der Zyklisierung nicht vorhanden war, eine deutliche Inhibition der Spaltungsre-
aktion.

SPR-Experimente mit immobilisierter RNA 2 zeigten zunichst deutliche Ausschliage
selbst bei Injektion geringer Konzentrationen von Peptid 25. Es ergab sich aber, mogli-
cherweise durch Uberlagerung unspezifischer Wechselwirkungen, bei Auftragung der steady-
state-affinity kein Kurvenverlauf, der die Bestimmung von Bindungskonstanten méglich

gemacht hétte.

Die lineare Nachbildung der zweiten Zinkfingerdoméne 29 sowie dessen inverse Sequenz
31 bewirkten eine Beschleunigung der HHR-Spaltungsrate um bis zu 200%. Eine genaue
FErklarung hierfiir wurde bislang nicht gefunden, es deutet aber auf eine irgendwie geartete
Wechselwirkung mit dem HHR und/oder dem Substrat hin.

Ein N-terminal biotinyliertes Derivat von 29 zeigte bei SPR-Experimenten eine sehr
starke Wechselwirkung mit einem 26 Basenpaare enthaltenden dsDNA-hairpin-Motiv mit
Finzelstrangiiberhang. Weitere Untersuchungen mit iiber N-terminal Cystein-modifizierten
und kovalent immobilisierten Peptiden zeigten, dass weder der Einzelstrangiiberhang noch
die Beschaffenheit der loop-Region einen Einfluss auf die Bindung haben. Bei sukzessivem

Verkiirzen des Doppelstranges bis auf 20 Basenpaare wurden Kp-Werte im mikromola-
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7.1. Substrukturen des dsRNA-erkennenden Proteins dsRBP-ZFa

ren Bereich erhalten. Kiirzere dsDNA-Konstrukte zeigten keine Wechselwirkung mit dem
Peptid. Mit dem ebenfalls {iber ein Thiol kovalent immobilisierten Peptid 31, der inversen
Sequenz von Peptid 29, wurde ein &hnliches Bindungsverhalten gegeniiber den verschiede-
nen Oligonukleotidmotiven beobachtet.

NMR-Titrationsexperimente, bei denen jeweils eines der beiden Peptide vorgelegt und
sukzessive mit dsDNA titriert wurde, brachten keine weiteren Erkenntnisse. Bei beiden
Peptiden konnte mit zunehmender DNA-Konzentration eine Verbreiterung der Protonen-
resonanzen beobachtet werden. Dies konnte durch eine unspezifische, ladungsvermittelte
Wechselwirkung zustande kommen, die eine eventuelle spezifische Wechselwirkung iiberla-
gert.

Bei weiteren SPR-Experimenten wurden fiir beide Peptide relativ d&hnliche Kp-Werte
mit unterschiedlichen Oligonukleotiden erhalten. In einer von Andreeva et al. verdffentlich-
ten Komplexstruktur ist die Wechselwirkung der Zinkfingerregion des Proteins DM ATase,
welche eine sehr starke strukturelle Ahnlichkeit mit ZF1 und ZF2 aus dsRBP-ZFa hat,
mit tRNA beschrieben. 3 Daher wurde auch tRNA als moglicher Bindungspartner der
HTH-Mimetika untersucht. Mit einer selbst transkribierten, Cystein-kodierenden tRNA,
konnten Kp-Werte um 100 nM bestimmt werden (Abb. 7.3). Mit der korrespondieren-
den DNA| einer kommerziell erhéltlichen tRNA-Mischung sowie der oben beschriebenen 26
Basenpaar-dsDNA lagen diese im Bereich zwischen 1-2 uM.

RU RU
60 0,10 £ 0,01 uM . A 120 0,07 £ 0,01 pM
50 100
401 |, ) 40 80
30 60
20 40
10 20
% 05 1.0 15 2,0 25 uM % 05 1,0 15 2,0 25 M

Abbildung 7.3.: Auftragung der steady-state-affinity der von ZF2 abgeleiteten Peptide 40 und 41 mit der tran-
skribierten Cystein kodierenden tRNA 10. Die beiden Peptide entsprechen den Sequenzen der
Peptide 29 und 31, tragen aber zur Immobilisierung N-terminal einen zusatzlichen Cystein-Rest.

Das Peptidfragment 45 der ersten Zinkfingerdomiéne, sowie dessen inverse Sequenz 46,
zeigten bei allen durchgefithrten SPR-Experimenten ein sehr dhnliches Verhalten. So wurde
fiir beide Peptide, mit Hilfe eines Biotin-Restes auf der Chipoberfliche immobilisiert, eine
Wechselwirkung mit verschiedenen dsDNA-Konstrukten beobachtet. Die Kp-Werte lagen
dabei groBitenteils im submikromolaren Bereich.

Mit der immobilisierten dsRNA 2 wurden ebenfalls aussagekriftige Bindungskurven er-

halten (Abb. 7.4). Die mit Hilfe der steady-state-affinity bestimmten Kp-Werte lagen bei
beiden Peptiden im Bereich von 4 pM.

137



7. Zusammenfassung

RU RU

4,41 £0,30 uMm 1600] 358 £ 0,15 M
1200

1200

800 45 46
800
400 400
0 0

0 10 20 30 40 50 UM 0 10 20 30 40 50 pM

Abbildung 7.4.: Auftragung der steady-state-affinity der Peptide 45 und 46 mit immobilisierter dsRNA 2.

Es konnten also eindeutig Wechselwirkungen von peptidischen Nachbildungen beider
HTH-Motive mit verschiedenen doppelstrangigen Oligonukleotidmotiven nachgewiesen wer-
den. Allerdings wurden diese auch fiir die jeweils inversen Sequenzen in der gleichen Gro-
Benordnung beobachtet. Es ist nicht geklart ob der Grund dafiir eine ebenfalls ausgebildete
Sekundérstruktur der inversen Sequenzen ist, oder ob die Wechselwirkung ausschliellich
ladungsvermittelt ist. Letzteres kénnte mit randomisierten Sequenzen, die aus den gleichen
Aminosiduren wie die beobachteten Peptide bestehen, ausgeschlossen, bzw. bestéitigt wer-

den.

Desweiteren wurden Voruntersuchungen mit einem Peptidfragment der zweiten Zinkfin-
gerdoméne (Peptid 42) zur Zinkkoordination in Losung durchgefithrt. Um wie im Prote-
inkontext eine CyseHiss-Koordination zu erhalten, wurde das Tetrapeptid 43 synthetisiert
(Abb. 7.5). Durch Titration von Zn?>T-Ionen zu einer Losung von Peptid 42 beobachtete
man Verbreiterung und teilweise Verschiebung der Signale im 'H-NMR-Spektrum. Nach
Zugabe des Tetrapeptids wurden diese deutlich schérfer und es entstanden neue Signale
bei relativ tiefem Feld, die nicht in den Spektren der isolierten Peptide zu finden waren.
Das gibt Grund zu der Annahme, dass eine Zinkkoordination im Peptidkontext durchaus

moglich ist.

7.2. Peptide ausgehend von der a1-Helix des Proteins Rntlp

Das Protein Rntlp gehort zur RNase III-Familie der dsRNA-Endonukleasen und spielt
eine Schliisselrolle bei der RNA-Prozessierung von S. cerevisiae. Die Substrate dieses Pro-
teins sind allesamt dsRNA-hairpins mit einem AGNN-tetraloop ¥, fiir dessen Erkennung
die al-Helix des an die RNA bindenden double-stranded RNA-binding motifs (dsRBM)

verantwortlich ist.
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7.2. Peptide ausgehend von der «1-Helix des Proteins Rntlp

42
pe—P—V—V—A—E—S—H—Y—I—G—K—T—H—|—K—N—L—R—L—R—E—Q-NH,
NH HN
B L
N
T Zn2+
S S

Ao—C—V—P—C—NH;
43

Abbildung 7.5.: Mogliche Zinkkoordination der beiden Peptide 42 und 43 &hnlich der im Proteinkontext
beobachteten.

Ein 15 Aminosiduren umfassendes Peptid mit der Sequenz der al-Helix wurde synthe-
tisiert und strukturell charakterisiert. Sowohl das erhaltene CD-Spektrum, als auch das
Auftreten einiger helixtypischer NOE-Signale und ein Vergleich der chemischen Verschie-
bungen mit Werten fiir random coil-Strukturen weisen auf das Vorliegen einer helikalen
Struktur hin.

Interaktionsstudien mit diversen Oligonukleotidmotiven brachten keine positiven Ergeb-
nisse, weder mit NMR~ noch mit SPR-Experimenten. Unter anderem wurde auch ein 32
Nukleotide umfassendes dsRNA-hairpin-Konstrukt mit AGA A-tetraloop transkribiert, wel-
ches nachweislich an das komplette dsRBM von Rntlp bindet 6. Allerdings ist diese Bin-
dung mit einem Kp-Wert im mikromolaren Bereich relativ schwach. Der Anteil von Helix
al an der Wechselwirkung diirfte demnach um Gréflenordnungen schwécher sein. Experi-
mente mit hoheren Konzentrationen als den hier maximal verwendeten von 1 pM kénnten

unter Umstidnden zum Erfolg fithren.

Die Aktivitédt von Biomolekiilen héingt in der Regel unmittelbar mit ihrer rdumlichen
Struktur zusammen. Es ist daher sehr interessant, diese durch Verdnderung der Umge-
bungsvariablen beeinflussen zu kénnen.

Durch Bestrahlung mit Licht geeigneter Wellenldngen kénnen Azobenzole eine reversi-
ble cis-trans-Isomerisierung eingehen. Durch den Einbau solcher Chromophore in Peptide,
entweder in das Riickgrat oder als Seitenkettenzyklisierung, lédsst sich die Struktur durch
Bestrahlung reversibel schalten.

Im Rahmen der Bachelorarbeit von Andreas Prestel wurde Peptid 62, ein mit einem Azo-
benzollinker Seitenketten-zyklisiertes Derivat von Peptid 51, hergestellt (Abb. 7.6). Dazu

wurde zunéchst 4,4’-Bis(iodacetamid)azobenzol synthetisiert und die cis-trans-Isomerisier-

139



7. Zusammenfassung

Ac-Ser-Leu-Asp-Met-Asn-Ala-Arg-Lys-GIn-Leu-Tyr-Ser-Leu-lle-Gly-NH, 51

Ac-Ser-Leu-Asp-Met-Asn-Cys-Arg-Lys-GIn-Leu-Tyr-Ser-Cys-lle-Gly-NH, 62
O,

N Oy’

O

hv N
N=N — N

_ hv oder A
e .,
|—>\_NH Oé\

60 |

Abbildung 7.6.: Sequenzen der beiden Peptide 51 und 62 sowie Darstellung der photoinduzierten cis-trans-
Isomerisierung des 4,4'-Bis(iodacetamid)azobenzol-Photolinkers 60.

ung NMR-spektroskopisch verfolgt (Abb. 7.7). Der Linker wurde dann im Rahmen einer
side chain-to-side chain-Zyklisierung in das Peptid integriert. Nach Bestrahlung bei 366 nm
wurden Versinderungen im 'H-NMR-Spektrum beobachtet. Aufgrund der schlechten Reak-
tionsausbeuten konnte aber keine detailliertere strukturelle Charakterisierung erfolgen.

Mit grofleren Mengen an zyKklisiertem Peptid sollte dies aber durchaus moglich sein. Liefle
sich tatséichlich ein Einfluss auf die helikale Konformation des Peptides feststellen, konnte
so, im Falle einer nachweisbaren Erkennung von dsRNA, ein reversibel photoschaltbares,
RNA-erkennendes Peptid hergestellt werden.

7.3. Labeling eines membrangangigen Peptids mit einem

Fluoreszenzfarbstoff

Pyrrolopyrrol-Cyanine (PPCys) stellen eine sehr interessante Farbstoffklasse fiir zellbiolo-
gische Anwendungen dar. Durch Komplexierung mit BFs oder BPhy erhéilt man Fluores-
zenzfarbstoffe mit schmalen und intensiven Absorptionsbanden im nahen Infrarot (NIR)-
Bereich. Der Absorptionsbereich ldsst sich dabei durch Variation der heterozyklischen
Ringsubstituenten in einem Bereich zwischen 684 und 864 nm einstellen. Fiir biologische
Anwendungen ergeben sich damit Fluorophore mit hoher Empfindlichkeit. Zudem wird eine
hohe Eindringtiefe ermoglicht und dabei gleichzeitig ein anderer Wellenldngenbereich als
der von bisher erhéltlichen Farbstoffe verwendet

Um einen solchen Farbstoff in eine lebende Zelle zu schleusen und damit dessen Ver-
halten und Stabilitdt zu untersuchen, wurde dieser kovalent an ein zuvor synthetisiertes

zellmembrandurchdringendes Peptid gekuppelt. Das in Abb. 7.8 gezeigte Konjugat wurde
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5 min nach Bestrahlung
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Abbildung 7.7.: 400 MHz 'H-NMR-Spektren des Photolinkers 60 in DMSO-d6 bei 300 K nach Bestrahlung
bei 366 nm. Rot: 5 min nach der Bestrahlung. Griin: 45 min nach der Bestrahlung. Blau: bei
Umgebungslicht.

zu HeLa-Zellen gegeben und fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Es zeigte sich, dass die
Peptid-Farbstoff-Konjugate in endozytotischen Vesikeln in die Zelle gelangen und sich in
die Néhe des Zellkerns bewegen, jedoch nicht in diesen eindringen. Noch mehrere Stun-
den nach der Inkubation wurden intensive Fluoreszenzsignale erhalten. Das Spektrum des
Farbstoff-Konjugates innerhalb der Vesikel ist dabei identisch mit dem in Losung. Auch

wurde kein schadlicher Einfluss auf die Zellen beobachtet.

} [0}
- \/Z(N _ Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-NH,
H

65

Abbildung 7.8.: Konjugat aus einem NIR-Fluoreszenzfarbstoff und einem zellmembrandurchdringenden
Nonaarginin.
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8. Experimenteller Teil

8.1. Allgemeine Angaben

8.1.1. UV/Vis-Absorptionsspektroskopie

UV /Vis-Absorptionsspektren zur Bestimmung der Fmoc-Konzentration wurden entweder
mit einem Cary 50 Einstrahlphotometer (Varian) oder mit einem Philips Pu8740 Ein-

strahlphotometer in Prizisions-Kiivetten aus Quarzglas Suprasil aufgenommen.

8.1.2. HPLC

Analytische und praparative RP-HPLC erfolgte an den folgenden Geréten:

- Shimadzu LC-20A Prominence HPLC-System mit zwei seriellen Tandemkolbenpum-
pen LC-20AT, automatischem Probengeber SIL-20A, Sédulenofen CTO-20AC, Photo-
diodenarraydetektor SPD-M20A, Datenbus CBM-20A und LC-Solution Software

- Merck Hitachi HPLC-System mit automatischem Probengeber AS-4000, Pumpe D6200,
Interface D-6000 und UV-Detektor L-4000

- Aekta Purifier Chromatographie System mit Tandemkolbenpumpen P-900, UV-Detektor
UV-900 und automatischem Fraktionssammler Frac 920. Als Kontrollsoftware wurde

Unicorn 3.11 verwendet

Als Trennsdulen wurden verwendet:

Knauer Nucleosil 100-5 C18, 250 -4 mm, CV = 4,155 ml (analytische Trennung)

Knauer Eurosphere 100-5 C18, 250 -4 mm, CV = 4,155 ml (analytische Trennung)

Knauer Eurosphere 100-10 C18, 250 - 16 mm, CV = 19,635 ml (préiparative Trennung)

Merck LiChrosphere 100-5 C18, 250 -4 mm, CV = 4,155 ml (analytische Trennung)

- Macherey-Nagel EC 250/4 Nucleosil 100-5 C18, 250 -4 mm, CV = 4,155 ml (analyti-

sche Trennung)
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- Macherey-Nagel VP 250/10 Nucleosil 100-5 C18, 250 - 10 mm, CV = 19,635 ml (pri-

parative Trennung)

Wenn nicht anders beschrieben wurden als Eluenten verwendet:

Eluent A: 95% H50, 5% MeCN, 0,1% TFA

Eluent A’: 0,1% TFA in HyO
- Eluent B: 95% MeCN, 5% H50, 0,1% TFA

Eluent B’: 0,1% TFA in MeCN

8.1.3. Massenspektrometrie

MALDI-TOF-Massenspektren wurden an einem Bruker Biflex III Spektrometer auf-
genommen. Als Tonisationsquelle diente ein gepulster Stickstofflaser (337nm). Als Ma-
trix diente eine Losung von ~15 mg/ml a-Cyano-hydroxy-zimtsidure (CHCA) in 50 %
MeCN und 50 % HyO, versetzt mit 0,1 % TFA oder eine Losung von ~15 mg/ml 2,5-
Dihydroxybenzoesdure (DHB) in 50 % MeCN und 50 % H>O, versetzt mit 0,1 % TFA.

Zum Kalibrieren wurde eine Referenzlosung aus mehreren Peptiden hergestellt (Tab. 8.1).

Tabelle 8.1.: Referenzsubstanzen fiir MALDI-TOF-MS Messungen

Peptid m/z ([M+H]*")
Bradykinin Fragment 1-7 756,4
Angiotensin 11 1046,45
Angiotensin I 1296,69
Neurotensin 1672,92
Bovine Insuline Chain B (ox) 3494,64
Bovine Insuline 5734,61

ESI-MS-Spektren wurden an einem Bruker Esquire 3000+ Spektrometer (Peptide im
positive mode, Oligonukleotide im negative mode) aufgenommen. Die Probe wurde mit einer
Flussrate von 3 ul/min injiziert.

8.1.4. CD-Spektroskopie

Die abgebildeten CD-Spektren wurden an einem JASCO J-815 Zirkulardichrometer ge-

messen. Die Messungen wurden bei 25 °C in 10 mm-Kiivetten durchgefiihrt. Der spektrale
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Bereich lag zwischen 180 und 260 nm. Es wurden jeweils zehn Spektren gemessen und ad-
diert, wobei die Basislinienkorrektur mit einer zuvor gemessenen, nur den jeweiligen Puffer
enthaltenden Probe, durchgefiihrt wurde.

Die CD-Spektren von Protein 1 wurden in HBS-RNA-Puffer (20 mM HEPES, 55 mM
KCl, 1 mM MgSOy, 10 pM ZnSO4 und 10 mM DTT, pH = 7,0, siehe auch 8.7) aufgenom-
men. Die Peptide wurden in 10 mM Phosphatpuffer, pH = 7,0 vermessen.

Zur Aufnahme und Prozessierung der Daten wurde die Software Spectra Manager, Ver-
sion 2.08.01 (Jasco Corporation) verwendet. Die Spektren wurden nach einem Savitzky-

Golay-Algorithmus gegléttet.

8.2. Allgemeine Arbeitsvorschriften fiir die Peptidsynthese

AAV 1: Kaiser-Test

[205]

Der Test auf freie Aminogruppen erfolgte wie von Kaiser et al. beschrieben Dazu

wurden folgende Losungen verwendet:
- Losung 1: 5 g Ninhydrin in 100 ml Ethanol
- Losung 2: 2ml 1 mM KCN (aq.) in 98 ml Pyridin
- Losung 3: 80 g Phenol in 20 ml Ethanol

Der Kaiser-Test stellt eine sehr empfindliche Methode zum Nachweis freier Aminogruppen
dar. Einige Harzkugeln werden in einem Kunststoffreaktionsgefafl mit je 2-3 Tropfen der
Losungen 1-3 versetzt und 5 min bei ca. 80 °C im Wasserbad erhitzt. Eine Blaufdarbung der
Losung, bzw. des Harzes deutet auf freie Aminogruppen hin, die mit Ninhydrin zu einem

als Ruhemanns Purpur bekannten Farbstoff reagieren (Abb. 8.1).

(0] (@)
|O’ N
OH (0]

Ruhemanns Purpur

Abbildung 8.1.: Entstehender Farbstoff bei der Ninhydrin-Reaktion.

AAV 2 : manuelle Kupplungen

Die Kupplungen werden in Kunststoffspritzen mit eingesetzter PE-Fritte (Firma Porex,
Material: XS-49040, Stérke: 3,0 mm, mittlere Porenweite: 40 - 100 pm) durchgefiihrt. Eine

allgemeine Vorgehensweise ist in Tab. 8.2 gezeigt.
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Tabelle 8.2.: Vorgehen bei der Festphasenpeptidsynthese.

Schritt Reagenzien Operation Anzahl Zeit [min]
1 DMF Quellen, Waschen 1 10
2 20 % Piperidin in DMF  Fmoc-Entschiitzen 2 10
3 20 % Piperidin in DMF  Fmoc-Entschiitzen 2 1
4 DMF Waschen 10 1
5 DCM Waschen 2 3
6 Fmoc-Xaa-OH Kupplung 1 2-12h
7 DMF Waschen 10 1
8 DCM Waschen 2 3
9 10 % Acy0 in DMF Capping 2 15
10 DMF Waschen 10 1
11 DCM Waschen 2 3

Anmerkungen zu:

- Schritt 3: Falls die Menge des abgespaltenen Fluoren-Derivates unter den Erwartun-
gen blieb, wurde so lange Fmoc entschiitzt, bis kein Dibenzofulven mehr nachweisbar

war.

- Schritt 6: Die jeweilige Aminosiure (Xaa) wird im 5-fachen Uberschuss eingesetzt.
Gekuppelt wird mit HBTU/HOBt/DIPEA in NMP im Verhéltnis 0,95:1,5:2 bezogen

auf ein Aquivalent Aminoséure.

- Schritt 6: Aufgrund der 2005 publizierten explosiven Eigenschaften von HOBt 1!

und der daraus resultierenden Beschaffungsproblematik wurden spétere Synthesen
ohne Zusatz von HOBt durchgefiihrt. Sowohl eigene Beobachtungen als auch Unter-

suchungen in der Literatur 197112 belegen eine nahezu identische Kupplungseffizienz.

- Schritt 9: Vor der Acetylierung wird mithilfe des Kaisertests (AAV 1) auf Vollstian-
digkeit der Kupplung gepriift. Bei unvollstdndiger Kupplung wird die Kupplung wie-
derholt (< Schritt 6).

AAV 3 : Photometrische Bestimmung der Harzbeladung/Kupplungsausbeute

Um die Beladung des Harzes, bzw. die Ausbeute des vorangegangenen Kupplungsschrit-
tes zu bestimmen, wird UV-spektroskopisch die Menge an abgespaltenem Fmoc bestimmt.

Hierzu werden die vereinigten Abspaltlosungen entsprechend verdiinnt und die Absorption

bei 301 nm gemessen. Anhand der bekannten Gesamtmenge und bekanntem Extinktions-
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koeffizienten (e39; = 7800 W)POG] kann die abgespaltene Menge an Fmoc und damit

die Menge an Peptid auf dem Harz bestimmt werden.

AAV 4: Capping der freien Aminofunktionen

Dieser Schritt wird sowohl nach jeder Aminosdurekupplung zur Deaktivierung der nicht
reagierten Aminofunktionen, als auch nach beendeter Synthese zur Acetylierung des N-
Terminus durchgefiihrt.

In einer Einwegspritze mit eingesetzter PE-Fritte wird das Harz 2-15 min mit einer
10 %igen Acetanhydridlosung (AceO) in DMF behandelt. AnschlieBend wird zehnmal mit
DMF und zweimal mit DCM gewaschen.

AAV 5: Kupplungen am Peptidsynthesizer

Die automatisierte Festphasenpeptidsynthese erfolgte an einem ABI 433A Peptidsynthe-
sizer mit einem Series 200 UV /VIS Detektor der Firma Applied Biosystems nach einem
Standard Fmoc/!Bu-Protokoll'2. Als Steuerungssoftware wurde SynthAssist3.1 verwen-
det. Fiir den stets verwendeten 20pmol-Ansatz werden hierzu folgende Losungen bzw. Lo-

sungsmittel verwendet:

Tabelle 8.3.: Verwendete Reagenzien bei der automatisierten Peptidsynthese.

Losung Reagenzien = Konzentration

DIPEA DIPEA 1,6 M in NMP

HOBt/HBTU HOBt 0,38 M in NMP
HBTU 0,38 M in NMP

Cappinglosung Acs0 0,5 M in NMP
DIPEA 0,125 M in NMP
HOBt 0,015 M in NMP

Piperidin biotech. grade
NMP peptide grade
DCM peptide grade
Methanol HPLC grade

Die Aminosiuren (100 pmol, 5 Aquivalente bezogen auf die Harzbeladung) werden in
440 pl NMP gelost, in die jeweilige Kartusche tiberfithrt und in den Synthesizer geladen.
Die Kupplungszeit betrigt 35 min pro Kupplungsschritt.

Um eine einwandfreie Forderung der verwendeten Reagenzien zu gewéhrleisten, werden

vor der Synthese die entsprechenden Flow-Tests durchgefiihrt. Hierzu wird das chemistry-
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file ,Flow Test 1-18 (VML)Alternate.kem* verwendet. Fiir die eigentliche Synthese wird
das chemistry-file ,,20pM spezial. kem“ verwendet. Die jeweiligen sequence- und run-files
werden vor jeder Synthese individuell erstellt.

Zum Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe wird das Harz jeweils 8 min mit 22%iger Pi-
peridinlosung in NMP behandelt und die Absorption bei 301 nm gemessen. Betriagt die
Absorption beim zweiten Schritt weniger als 4% des ersten, wird mit der Synthese fortge-
fahren. Andernfalls wird das Harz erneut mit Piperidinlésung behandelt.

Nach Kupplung und Capping der letzten Aminoséure wird das Harz mit NMP und DCM
gewaschen und zur weiteren Behandlung in eine Einwegspritze mit eingesetzter PE-Fritte
tiberfiihrt.

Die einzelnen Module sind in Tab. 8.4 und Tab. 8.5 beschrieben. Eine Auflistung der
Reihenfolge der Module bei den verwendeten Zyklen ist in Tab. 8.6 gezeigt. In Anhang C

sind die verwendeten Module aufgelistet.

Tabelle 8.4.: Beschreibung der Module fiir das bei den Flowtests verwendete chemistry-file ,Flow Test 1-18
(VML)Alternate.kem"

Modul Funktion

=

Bottle 10 to RV
Bottle 10 to Cartridge
Bottle 9 to Cartridge
Bottle 5 to Cartridge

Bottle 10 to Cart, Act, RV
Bottle 9 to Act Top w/Drain
Bottle 10 to RV Top
Measure 7 to Cartridge
Measure 8 to Cartridge

Bottle 1 to RV

Bottle 2 to RV

Barcode Reader

Bottle 4 to RV

Bottle 5 to RV

Bottle 6 to RV

Bottle 7 to Waste
Bottle 8 to Waste
Bottle 9 to RV

=2l T Yo N o S I A = s B e» W5 Bl o5 Bl w B @ Nl ov,

—
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8.2. Allgemeine Arbeitsvorschriften fiir die Peptidsynthese

Tabelle 8.5.: Beschreibung der Module fiir das bei der Synthese verwendete chemistry-file ,20nM spezial.kem"

Modul

Funktion

>

=R - 0 A0 T o ~ T O O0H9dAQw

—e

Read Cart & Add 7 & 8
Deprotection UV 4.0 %
Cap 1 min
NMP Washes
Read Cart & Add 2X(7 & 8)
Transfer, Clean Cart & Couple
Initial DCM Washes
Vortex (5 min.)
Re-Set Ch 2
*Cond Deprotection® 150
Final DCM Washes
NMP Wash from Act.
MeOH, NMP to Aux

*Cond Cap™* 2 min

* Conditional Vortex (5 min.)

Tabelle 8.6.: Reihenfolge der bei der automatisierten Synthese mit dem chemistry-files ,20uM spezial.kem" ver-

wendeten Module.

Zyklus Module Anwendung fiir
Kuppeln ohne FmocDepro DAFIIICId Fmoc-entschiitztes Harz
Single Couple, Cond Cap/5eq 15min linger BbDAFIILiiCid alle weiteren Kupplungen
Final wash Dc nach beendeter Synthese

AAV 6: Abspalten von der festen Phase (RinkAmid-Harz)

Neben dem Abspalten des Peptids vom polymeren Triager werden im selben Schritt die

sdurelabilen Seitenkettenschutzgruppen abgespalten.

Wenn weder Methionin noch Cystein in der Sequenz enthalten sind, wird das Harz in

einer Einwegspritze mit PE-Fritte zweimal 3 h mit einer Losung aus TFA/TIS/Wasser
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8. Experimenteller Teil

(95:2,5:2,5) geschiittelt. Die Losung wird langsam in -20 °C kalten tert-Butyl-methyl-ether
(MTBE) getropft (etwa 10-faches Volumen der Gesamtmenge Abspaltlosung), wobei das
Peptid ausfillt. Das Harz wird weitere zweimal mit TFA gewaschen. Die MTBE-Suspension
wird iiber Nacht bei -20 °C gelagert. Anschliefend wird 30 min bei 4 °C und 4000 rpm
zentrifugiert, die {iberstehende Losung abdekantiert und das verbliebene Pellet erneut mit
kaltem MTBE resuspendiert. Diese Schritte werden weitere zweimal wiederholt. Danach

wird das Pellet in wenigen ml HoO (0,1% TFA) gelost und die wiissrige Losung lyophilisiert.

Enthilt die Sequenz Methionin und/oder Cystein, so wird anstatt der oben beschriebe-
nen Abspaltlosung eine Losung aus TFA/EDT/TIS/Wasser (94:2,5:1:2,5) verwendet.

Fiir Testabspaltungen fiir anschlieBende MALDI-TOF-MS-Experimente werden einige
Harzkugeln in ein Eppendorfgefafl iiberfiithrt und ca. 1 h mit TFA geschiittelt. Anschlie-
Bend wird die TFA im Stickstoffgegenstrom entfernt. Das Peptid wird in einigen pl Was-
ser/MeCN (1:1) aufgenommen und mit der jeweiligen Matrixlosung 1:1 auf dem MALDI-
target gemischt (8.1.3).

AAV T7: Generelles Vorgehen

Wenn nicht anders beschrieben, wurden alle Peptide in einem 20 pmol-Ansatz an einem
Polystyrol Rink-Amid-Harz synthetisiert. Dazu wird das Harz zunéchst 30 - 60 min in DMF
gequollen. Anschliefend wird nach AAV 2 Fmoc abgespalten und die erste Aminoséure an-
gekniipft. Nach etwa zwei Stunden Kupplungszeit wird das Harz gewaschen und iiber Nacht
erneut mit frischer Kupplungslésung geschiittelt. Nach den DMF/DCM-Waschschritten
wird nach AAV 1 ein Kaiser-Test durchgefiihrt. Ist dieser negativ, werden evtl. noch freie
Aminogruppen nach AAV 4 mit AcsO gecappt. Andernfalls wird die Kupplung wiederholt.
Die weitere Synthese erfolgt in der Regel am Peptidsynthesizer nach AAV 5. Das beladene
Harz wird dann wieder in eine wie beschrieben préparierte Kunststoffspritze gegeben. Die
N-terminale Fmoc-Schutzgruppe wird nach AAV 2, Schritt 1-5 entfernt. Anschlielend wird
nach AAV 4 mit AcyO acetyliert. Das Peptid wird nun nach AAV 6 von der festen Phase
abgespalten und ausgefallt.
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8.3. Synthetisierte Peptide

8.3. Synthetisierte Peptide

8.3.1. dsRBP-ZFa-Peptide

Darstellung von Fmoc-lle-Gly-Lys(Boc)-Thr-Lys(Aloc)-lle-Lys(Boc)-Asn(Trt)-Leu-
Arg(Pbf)-Leu-RAM (66)

Durchfiihrung: 504,4 mg TentaGel R RAM-Harz (Beladungsdichte: 0,18 - 0,22 mmol/g)
wurden in einer Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische Be-
stimmung nach AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 109,2 pmol. Die erste Aminoséure
wurde nach AAV 2 gekuppelt, der Rest nach AAV 5 am Peptidsynthesizer. Statt der sonst
verwendeten 5 Aquivalente Aminoséure wurden in beiden Fillen 10 Aquivalente eingesetzt.
Ausbeute: nicht bestimmt
MALDI-TOF-MS: [M+H]* 1588,9; berechnet: 1588,1

Darstellung von Fmoc-Glu(OAIl)-Tyr(tBu)-lle-Gly-Lys(Boc)-Thr-Lys(Aloc)-lle-
Lys(Boc)-Asn(Trt)-Leu-Arg(Pbf)-Leu-RAM (67)

Das Harz von Synthese 66 wurde wieder in eine Spritze mit eingesetzter PE-Fritte iiber-
fithrt. Fmoc-Tyr(tBu)-OH und Fmoc-Glu(OAll)-OH wurden nach AAV 2 gekuppelt, wobei
erneut je 10 Aquivalente Aminosiure eingesetzt wurden. Da der Kaisertest (AAV 1) nach
der Glu(OAll)-Kupplung uneindeutig war und im MALDI-TOF-MS Produkt und Edukt
nachweisbar waren, wurde ein weiteres mal nach AAV 2 gekuppelt. Dieses mal mit 5 Aqui-
valenten Aminoséure und unter Verwendung von HATU/HOA¢t als Kupplungsreagenz.

Ausbeute: nicht bestimmt

MALDI-TOF-MS: [M+H]": m/z = 1921,9; berechnet: m/z = 1921,1

Darstellung von Ac-Val-Val-Ala-Glu-Ser-[Glu-Tyr-lle-Gly-Lys-Thr-Lys]-lle-Lys-Asn-
Leu-Arg-Leu-NH, (25)

Etwa 80% des Harzes von Synthese 67 (theoretisch ca. 80 pmol) wurden 1h in DMF
und 30 min in DCM gequollen. Zur Abspaltung der Allylschutzgruppen wurden Pd(PPhs),
(193 mg, 2 eq.) und HNBMey (79 mg, 16 eq.) unter Stickstoffatmosphére in einigen ml
DCM gelost, zum Harz gegeben und 30 min geschiittelt. Danach wurde je fiinfmal mit
DCM, NMP und wieder DCM gewaschen und die gesamte Prozedur mit frisch hergestellter
Abspaltlosung wiederholt.

Zur side chain-to-side chain Zyklisierung wurden PyAOP (217 mg, 5 eq.), HOAt (57 mg,
5 eq.) und DIPEA (108 mg, 10 eq.) in 1 ml NMP gelost und zum Harz gegeben. Nach 18 h
wurde zehnmal mit NMP und dreimal mit DCM gewaschen und der Reaktionsfortschritt
mit Hilfe einer Testabspaltung (s. AAV 6) per MALDI-TOF-MS untersucht. Da sowohl
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zyklisiertes als auch nicht zyklisiertes Peptid nachweisbar waren, wurde die Zyklisierung

fiir weitere 48 h wiederholt. Nach erneutem zehn- bzw. zweimaligen Waschen mit NMP

und DCM wurde ein Kaisertest nach AAV 1 durchgefiihrt. Da dieser positiv war wurden

die verbleibenden, nicht abreagierten Aminofunktionen nach AAV 4 mit AcsO gecappt.

Die restlichen Aminoséuren wurden nach AAV 2 gekuppelt. Danach wurde die N-terminale

Fmoc-Schutzgruppe nach AAV 3 abgespalten, der N-Terminus nach AAV 4 acetyliert und

nach AAV 6 vom Harz abgespalten.
Ausbeute (Rohprodukt): 132 mg (Da das Peptid sehr schwer l6slich war wurden

diverse Losungsversuche in verschiedensten Losungsmitteln durchgefiihrt. Dabei konnte das

Peptid in DMSO, in reinem HFIP und mit Abstrichen in 30 %iger Essigsidure gelost werden.

Auch wurde die Aufreinigung in mehreren, zeitlich sehr weit auseinanderliegenden Schritten

durchgefiihrt. Eine prézise Angabe der Ausbeute ist daher nicht moglich.)

Retentionszeit: 17,5 min bei 20 - 35 % B’ in 30 min (analytische Sdule)

MALDI-TOF-MS: [M+H]*": m/z = 2084,7; berechnet: m/z = 2084,2
NMR-Spektren:

'H: p3919¢gp (dg_060116/1)

TOCSY: mlevgpphl9 (dg 060116/3)
COSY: cosydfgpph19 (dg-060118/4)
NOESY: noesygpph19 (dg_060116/4)

'H-13C HSQC: hsqcedetgp (dg_060118/12)

Tabelle 8.7.: 'H-chemische Verschiebungen von Verbindung 25 (600 MHz, H20 /D20 (95:5);
K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)).

pH=3; T =300

NH Hal/2 HpB1/2 Hv1/2 H61/2 Hel/2
Vall 8,145 4,058 2,014 0,905,0,936 _ -
Val2 8,215 4,098 2,039 0,926/0,926 : -
Ala3 8,422 4,307 1,374 . ; -
Glud 8,326 4,365 1,989/2,114 2,501/2,481 _ -
Ser5 8,326 4,368 3,865/3,820 - : -
Glu6 8,246 4,280 1,933/1,999 2,260/2,260 . -
Tyr7 8,169 4,602 3,046,/2,929 - 7,117 6,820
Ie8 8,094 4,053 1,833 1,460;1,178,/0,872 0,844 -
Gly9 8,246 3,351/4,058 _ _ _ _
Lysl0 8,017 4,363 1,845/1,770 1,392 1,649 2,963
Thrll 8,177 4,274 4,156 - 1,201 -
Lysl2 8,311 4,320 1,782/1,686 1,339 1,475 3,086/3,227
Iel3 8,129 4,103 1,830 1,465:1,188/0,885 0,844 -
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8.3. Synthetisierte Peptide

Fortsetzung von Tab. 8.7

Lysld 8,366 4,267 1,755 1,382 1,648 2,968
Asnl5 8,389 4,660 2,837/2,731 : . .
Leul6 8,243 4,291 1,651 1,588 0,856 0,921
Argl7 8,298 4,315 1,777/1,853 1,616/1,651 - 7,188
Leul8 8,107 4,307 1,667 1,588 0,846,/0,921 -

Tabelle 8.8.: *C-chemische Verschiebungen von Verbindung 25 (600 MHz, H>0/D20 (95:5); pH = 3; T = 300

K).

Ca  CB1/2 Cy1/2 C61/2 Cel/2
Vall 62,473 32,607 20,835 : _
Val2 62,473 32,607 20,835 - -
Ala3 54,857 18,960 _ _ _
Glu4 56,380 28,706 32,768 - -
Ser5 58,665 63,997 _ _ _
Glu6 59,934 29,975 34,292 _ .
Tyr7 57,903 38,862 _ 133,616 118,583
N8 62,473 38,354 27,437/17,281 12,711 :
Gly9 45,463 - . . _
Lysl0 56,380 33,276 24,898 ; 42,162
Thrll 62,473 69,863 21,597 - -
Lysl2 52411 33,276 24,898 30,483 41,654
llel3 61,458 38,354 27,437/17,281 12,711 _
Lysl4 56,380 33,276 24,898 ; 42,162
Asnl5 53,333 38,862 . - -
Leul6 55,618 42,416 20,328 24,898 /23,374 _
Argl7 56,380 30,483 29,214 45,463 ;
Leul8 55,111 42,416 20,328 24,898/23,374 _
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Tabelle 8.9.: HN-H*-Kopplungskonstanten von Verbindung 25 in Hz.

3J(HN-H®) [Hz] 3J(HN-H®) [Hz] 3J(HN-H®) [Hz]
Vall 7,20 Tyr7 7,20 Ilel3 n.d.
Val2 7,60 Tle8 6,40 Lys14 5,90
Ala3 5,90 Gly9 6,80 Asnlb 7,90
Glud 7,20 Lys10 6,60 Leul6 n.d.
Serb 6,40 Thrll 6,60 Argl7 n.d.
Glu6 7,20 Lys12 7,20 Leul8 6,60

Darstellung von Ac-[Glu-Tyr-lle-Gly-Lys-Thr-Lys]-lle-Lys-Asn-Leu-Arg-Leu-NH; (26)

Durchfiihrung: Das Produkt wurde als Nebenprodukt bei der Synthese von 25 erhalten.
Ausbeute: nicht bestimmt
Retentionszeit: 14,3 min bei 20 - 35 % B’ in 30 min (analytische Sdule)
MALDI-TOF-MS: [M+H]": m/z = 1599,2; berechnet: m/z = 1599,0

Darstellung von Ac-Val-Val-Ala-Glu-Ser-Glu-Tyr-lle-Gly-Lys-Thr-Lys(Ac)-lle-Lys-Asn-
Leu-Arg-Leu-NH; (27)

Durchfiihrung: Das Produkt wurde als Nebenprodukt bei der Synthese von 25 erhalten.
Ausbeute: nicht bestimmt
Retentionszeit: 27,1 min bei 20 - 35 % B’ in 30 min (priparative Sdule)
MALDI-TOF-MS: [M+H]": m/z = 2145,5; berechnet: m/z = 2144,2

Darstellung von Ac-Val-Val-Ala-Glu-Ser-Tyr-lle-Gly-Lys-Thr-Lys(Ac)-lle-Lys-Asn-Leu-
Arg-Leu-NH; (28)

Durchfithrung: Das Produkt wurde als Nebenprodukt bei der Synthese von 25 erhalten.
Ausbeute: nicht bestimmt

Retentionszeit: 36 min bei 20 min 23 % B’ und 23 - 33 % B’ in 20 min (analytische
Séule)

MALDI-TOF-MS: [M+H]|": m/z = 2015,5; berechnet: m/z = 2015,2
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Darstellung von Ac-Ser-Pro-Val-Val-Ala-Glu-Ser-Glu-Tyr-lle-Gly-Lys-Thr-Lys-lle-Lys-
Asn-Leu-Arg-Leu-Arg-Glu-GIn-NH; (29)

Durchfithrung: Es wurden 35,3 mg TentaGel R RAM-Harz mit einer Beladungsdichte

von 0,6 mmol/g in einer Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische

Bestimmung nach AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 24,3 nmol (berechnet: 21,18 pmol).

Das Peptid wurde gemafl AAV 7 synthetisiert, wobei die ersten beiden sowie die letzten
acht Aminosduren (Glu8-Serl) nach AAV 2 gekuppelt wurden. Nach Entfernen der N-
terminalen Fmoc-Schutzgruppe nach AAV 3 und Acetylieren des N-Terminus nach AAV 4

wurde das Peptid nach AAV 6 von der festen Phase abgespalten.
Ausbeute: 3,8 mg, 1,4 pmol, 6%

Retentionszeit: 6,1 min bei 30 - 38 % B in 15 min (analytische Sdule)
MALDI-TOF-MS: [M+H]*: m/z = 2701,1; berechnet: m/z = 2699,5

NMR-Spektren:
'H: p3919gp (hm_t120070208/2)
TOCSY: mlevgpph19 (hm_t120070208/3)
COSY: cosydfgpphl9 (hm_t120070209/3)
NOESY: noesygpphl19 (hm_t120070208/4)
'H-13C HSQC: hsqcedetgpsisp2.2 (hm_t120070209/4)

Tabelle 8.10.: 'H-chemische Verschiebungen von Verbindung 29 (600 MHz, H,O/D20 (95:5); pH = 3; T = 300
K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)). Die Glutaminreste 8 und 22 konnten nicht unterschieden

werden und sind daher in der Tabelle unten aufgelistet.

NH Hal/2  HBL/2 Hy1/2 H61/2 Hel/2
Serl 8,116 4,746 3,821 n.d. - .
Pro2 - 4466 2,271/2,249 2,004/1,905 3,832/3,740 -
Val3 7,994 4,037 2,032 0,936,/0,914 - _
Vald 7,934 4,058 2,056 0,904/0,917 - -
Ala5 8,202 4,272 1,388 _ - _
Glu6 8,197 4,294 2,120 2,486 - -
Ser7 8,132 4,337 3,907 n.d. : :
Tyr9 7,987 4,552 3,066 _ 7,080 6,789
Iel0 7,869 4,058 1,810 1,458:1,170/0,885 0,872 .
Glyll 8,088 3,907 - . - .
Lysl2 8,079 4,316 1,862/1,777 1,453/1,389 1,660 2,981/2,960
Thrl3 7,949 4,249 4,186 1,175 - .
Lysl4 8,168 4,251 1,798/1,733 1,410/1,345 1,646/1,626 2,959/2,939
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Ile15

Lys16
Asnl7
Leul8
Argl9
Leu20
Arg21
GIn23
Glu?1
Glu?2

Fortsetzung von Tab. 8.10

7916 4,058 1,840 1,458:1,170/0,875 0,830 -
8,190 4,208 1,754/1,733 1,410/1,346 1,647 2,960/2,937
8,211 4,639  2,808/2,722 : 7,528/6,834 .
8,088 4,228 1,647/1,626 1,604 0,912/0,853 _
8,138 4,251  1,840/1,776 1,646/1,582 3,175 7,178
7878 4,273 1,648/1,604 1,582 0,919/0,316 :
8,000 4,252 1,862/1,776 1,646/1,625 3,175 7,179
8,132 4,267 1,948/1,926  2,314/2,271 . n.d.
8,162 4,316 2,121/1,991 2,445 . .
8,176 4,273 2,119/1,991 2,357 . _

Tabelle 8.11.: *C-chemische Verschiebungen von Verbindung 29 (600 MHz, H,O/D20 (95:5); pH = 3; T =
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300 K). Die Glutaminreste 8 und 22 konnten nicht unterschieden werden und sind daher in der

Tabelle unten aufgelistet.

Ca Cp Cvy1/2 Co1/2 Cel/2

Serl 53,525 60,692 - - -
Pro2 60,630 29,248 47,906/25,930 - -
Val3 59,921 29,840 18,025 - -
Val4 58,750 29,962 18,406/18,321 - -
Alab 52,610 16,368 - - -

Glu6 49,933 25,930 30,331 - -
Ser7 56,388 60,514 - - -
Tyr9 55,426 36,051 - 130,520 115,600
Ile10 58,749 35,893 24,652/14,796 10,097 -
Glyll 42878 - - - -
Lysl12 53,656 30,319 22,145 26,303 37,578
Thr13 59,729 66,947 18,897 - -
Lys14 53,759 30,106 22,145 26,224 39,357
Ilel5 58,749 35,895 24,817/14,670 10,067 -
Lys16 54,037 30,185 22,250 26,271 39,385
Asnl7  n.d. 35881 - - -
Leul8 53,169 39,685 24,241 22,100/20,892 -
Argl9 53,759 27,673 24,860 40,592 -
Leu20 52,877 39,700 24,008 22,156/20,654 -
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Fortsetzung von Tab. 8.11

Arg2l 53,759 27,688 24,967 40,577 -
Gln23 52,900 25,943 30,315 - -
Glu?l 53,674 25812 30,381 - :
Glu?2 52,877 26,146 31,216 : _

Tabelle 8.12.: HY-H*-Kopplungskonstanten von Verbindung 29 in Hz.Die Glutaminreste 8 und 22 konnten nicht

unterschieden werden und sind daher in der Tabelle unten aufgelistet.

3J(HN-H®) [Hz] SJ(HN-H®) [Hz| 3J(HN-H®) [Hz

Serl 7,2 Ile10 5,8 Leul8 7,3
Pro2 - Glyl1 n.d. Argl9 6,8
Val3 6,5 Lys12 7,2 Leu20 6,8
Vald 6,8 Thr13 7,5 Arg21 6,8
Alab n.d. Lys14 8,5 GIn23 7,2
Glub6 8,3 llel5 8,5 Glu?1 7,2
Ser7 7,2 Lys16 8,2 Glu?2 8,2
Tyr9 7.5 Asnl7 7.5

Darstellung von Ac-Ser-Pro-Val-Val-Ala-Glu-Ser-His-Tyr-lle-Gly-Lys-Thr-His-lle-Lys-
Asn-Leu-Arg-Leu-Arg-Glu-GIn-NH; (30)

Durchfiithrung: Es wurden 32,0 mg PS AM RAM-Harz mit einer Beladungsdichte von
0,63 mmol/g in einer Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen.

Das Peptid wurde wie in AAV 7 beschrieben synthetisiert, wobei die ersten beiden Amino-
sduren von Hand gekuppelt wurden. Die Sequenz wurde am Synthesizer komplettiert, wobei
die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe nicht abgespalten werden sollte. Etwa ein Viertel des
Harzes wurde zur Synthese von Peptid 34 zuriickgehalten, der Rest nach AAV 3 Fmoc-
entschiitzt. Der bestimmte Absorptionswert war viel zu niedrig, sodass keine glaubwiirdige
Ausbeute angegeben werden kann. Bei der Synthese von 34 ergaben sich bei der weiteren
Synthese deutlich hohere Werte, weshalb davon ausgegangen werden muss, dass bereits am
Peptidsynthesizer ein Grofiteil der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppen abgespalten wurde.

Das Peptid wurde nach AAV 4 N-terminal acetyliert und nach AAV 6 von der festen
Phase abgespalten.

Ausbeute: > 6 mg, 2,2 pmol, > 11 %

Retentionszeit: 15,2 min bei 20 - 23 % B in 30 min (priparative Sdule)
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MALDI-TOF-MS: [M+H]": m/z = 2715,9; berechnet: m/z = 2716,5
NMR-Spektren:
'H: p3919gp (DG_080211/2)

TOCSY: mlevgpphl9 (DG_080211/3)
COSY: cosydfgpph19 (DG_080211/4)

NOESY: noesygpph19 (DG_080211/5)
'H-13C HSQC: hsqcedetgpsisp2.2pr.hm (DG_080213/3)

Tabelle 8.13.: 'H-chemische Verschiebungen von Verbindung 30 (600 MHz, HoO/D20 (95:5); pH = 3; T

300 K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)).

NH Hal/2 HB1/2 Hy1/2 H61/2 Hel/2  H(1/2
Serl 825 4,75 3.87/381 n.d. - - :
Pro?2 - 448 2,28/1,90 2,02 3,85/3,73 - -
Val3 8,18 4,06 2,02 0,95 - . -
Vald 8,15 4,09 2,05 0,93 - - -
Ala5 836 4,30 1,38 _ : - -
Glu6 829 431  2,08/1,98 2,45 - n.d. :
Ser7 827 4,36  3,83/3,79 n.d. . - -
His8 844 4,69 3,23/3,10 - 7,20 8,58 -
Tyr9 823 4,56 2,97 _ 7,08 6,80 _
Ilel0 8,05 4,13 1,81 1,42;1,14/0,86 0,83 - -
Glyll 7,99 3,92 : _ - - -
Lysl2 826 4,37 185/1,74 1,44 1,68 2,99 7,53
Thrl3 8,09 4,38 4,15 n.d. . - -
Hisl4 859 4,71 3,25/3,14 _ 7,25 8,59 .
Tlel5 8,17 4,13 1,83 1,44;1,16/0,90 0,86 - .
Lysl6 844 427 1,76 1,45/1,38 1,68 2,99 7,53
Asnl7 842 4,68 2.84/275 : 7,60/6,90 - -
Leul8 828 4,28 1,61 1,59 0,93/0,86 . _
Argl9 829 430 1.85/1,79 1,62 3,21 7,19 -
Leu20 8,05 4,33 1,64 1,59 0,93/0,86 - _
Arg2l 830 429 185/1,79 1,62 3,21 7,19 -
Glu22 835 435 2,13/2,00 2,45 . § :
Gln23 837 431  2,13/2,01 2,39 - 754/6,.85 -
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Tabelle 8.14.: 13C-chemische Verschiebungen von Verbindung 30 (600 MHz, H2O/D20 (95:5); pH = 3; T =
300 K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)).

Ca Cp Cy1/2 Co1/2 Cel/2

Serl nd. 63,60 - - -
Pro2 63,59 32,29 27,54 50,98 -
Val3 62,92 32,85 20,99 - -
Val4 62,53 33,09 21,14 - -
Alab 52,90 19,35 - - -

Glu6 56,66 29,26 33,87 n.d. -
Ser7 58,76 63,87 - - -
His8 n.d. 29,09 n.d. - n.d.
Tyr9 58,31 39,09 n.d. 133,51 118,49
Ilel10 61,41 39,09 27,54/17,60 13,05 -
Glyll 4545 - - - -
Lys12 56,56 33,39 25,21 29,30 42,26
Thr13 62,13 70,13 21,76 - -
His14 n.d. 29,06 n.d. - n.d.
Ilel5 61,44 39,09 27,55/17,95 13,05 -
Lysl6 56,77 33,41 25,20 2927 4243
Asnl7 n.d. 38,95 n.d. - -
Leul8 55,95 42,78 27,21 25,20 -
Argl9 56,20 30,76 27,25 43,65 -
Leu20 55,89 42,74 21,21 25,10 -
Arg21 56,51 30,76 27,25 43,65 -
Glu22 56,2 29,99 33,42 n.d. -
GIn23 56,06 29,26 34,25 n.d. -
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Tabelle 8.15.: HY-H*-Kopplungskonstanten von Verbindung 30 in Hz.

3J(HN-H®) [Hz]

3J(HN-H®) [Hz]

3J(HN-H®) [Hz]

Serl
Pro2
Val3
Val4
Alab
Glu6b
Ser7
His8

6,48
6,61
6,9
n.d.
6,58
6,67
8,22

Tyr9
Ile10
Glyl1
Lys12
Thrl3
His14
Ile15
Lys16

7,01
7,84
5,66
6,54
7,31
8,07
7,34
7.7

Asnl7
Leul8
Argl9
Leu20
Arg21
Glu22
GIn23

7,03
6,67
n.d.
6,42
n.d.
6,93
6,73

Darstellung von Ac-GIn-Glu-Arg-Leu-Arg-Leu-Asn-Lys-lle-Lys-Thr-Lys-Gly-lle-Tyr-Glu-
Ser-Glu-Ala-Val-Val-Pro-Ser-NH; (31)

Durchfithrung: Es wurden 117,5 mg TentaGel R, RAM-Harz mit einer Beladungsdichte

von 0,17 mmol /g in einer Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische

Bestimmung nach AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 19,1 pmol (berechnet: 19,98 pmol).

Das Peptid wurde geméfl AAV 7 synthetisiert, wobei die ersten beiden Aminoséduren nach
AAV 2 gekuppelt wurden.
Ausbeute: 3,0 mg, 1,1 pmol, 6%
Retentionszeit: 8,5 min bei 20 - 30 % B in 15 min (préparative Séule)
MALDI-TOF-MS: [M+H]": m/z = 2700,2; berechnet: m/z = 2699,5
NMR-Spektren:

'H: p3919gp (dg070921/2)

TOCSY: mlevgpphl9 und mlevesgpph (dg070921/3 und 4)
COSY: cosydefesgpph (dg070921/6)
NOESY: noesygpph (dg070921/5)

'H-13C HSQC: hsqcetgpsisp2.2 (dg070921/7)

Tabelle 8.16.: 'H-chemische Verschiebungen von Verbindung 31 (600 MHz, HoO/D20 (95:5); pH = 3; T =
300 K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)).

NH Hal/2 Hp1/2 Hy1/2 H61/2 Hel/2
Glnl 8377 4211  2,084/1,966 2,388 _ _
Glu2 8552 4291  2,012/2,085 2,445 : .
Arg3 8283 4258  1,827/1,780 1,616 - -
Leud 8,061 4,305 1,863 1,568 0,868/0,915 -
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8.3. Synthetisierte Peptide

Fortsetzung von Tab. 8.16

Argh 8,229 4,305 1,827/1,756 1,590 - -
Leu6 8,159 4,327 1,591 1,639 0,868 / 0,915 -
Asn7 8371 4,679 2,797/1,750 - - -
Lys8 8,230 4,305 1,828/1,755 1,359 1,579/1,662 2,974
1le9 8,076 4,117 1,862 1,475;1,194/0,892 0,880 -
Lys10 8,419 4,375 1,827/1,733 1,445/1,381 1,663 2,973
Thrll 8,102 4,328 4,188 - - -
Lysl2 8,383 4,305 1,851 / 1,780 1,462 1,687 2,995
Glyl3 8,374 3,931 - - - -
Tle14 7,903 4,141 1,756 1,264;1,057/0,797 0,797 -
Tyrlds 8,260 4,608 2,926/3,033 - 7,109 6,807
Glul6 8,181 4,352 2,060/1,920 2,387 - -
Serl7 8,280 4,375 3,859 - - -
Glul8 8,307 4,375 2,130/1,966 2,458 - -
Alal9 7,996 4,305 0,891 - - -
Val20 8,092 4,094 2,130 0,868/0,915 - -
Val2l 8,279 4,422 2,061 0,950 - -
Pro22 - 4,422 2,324/2,304 2,081/2,070 3,697/3,901 -
Ser23 8,333 4,375 3,884 - - -
Tabelle 8.17.: '*C-chemische Verschiebungen von Verbindung 31 (600 MHz, Ho0/D20 (95:5); pH = 3; T =
300 K).
Ca Cp C~v1/2 Co1/2 Cel/2

Glnl 56,772 29,359 33,111 - -

Glu2 56,856 27,667 33,287 - -

Arg3 56,856 30,786 27,371 43,641 -

Leud 55,698 42,635 27,309 23,647/25,159 -

Argh 55,808 33,222 29,382 43,641 -

Leu6 55,563 42,627 27,382 23,654/25,172 -

Asn7 nd. 37,174 - - -

Lys8 56,746 33,310 19,402 29,347 42,396

1le9 61,463 38,885 27,605/17,785 13,051 -

Lys10 56,008 33,227 25,104 25,100 41,553

Thrll 61,962 70,239 - - -
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Lys12
Gly13
Ile14

Tyrls
Glul6
Serl7
Glul8
Alal9
Val20
Val21
Pro22
Ser23

55,698
45,473
61,507
58,121
55,847
56,378
58,632
52,742
62,462
59,996
63,550
56,620

Fortsetzung von Tab. 8.17

27,504

27,521

39,167 27,158/17,635

38,996
29,498
64,133
29,184
20,249
33,087
32,880
32,374
64,074

34,188

21,342
20,714
24,814

29,358
13,165
133,544

42,396

118,517

Tabelle 8.18.: HY-H*-Kopplungskonstanten von Verbindung 31 in Hz.

3J(HN-H®) [Hz]

3J(HN-H®) [Hz]

3J(HN-H®) [Hz]

Glnl
Glu2
Arg3
Leu4d
Argh
Leu6
Asn7
Lys8

7,1
6,9
7,0
7,3
n.d.
7,4
7,2
n.d.

1le9
Lys10
Thrll
Lys12
Gly13
Tle14
Tyrlb
Glul6

10,3
8,1
6,9
7.3
6,6
7.3
7.2
10,3

Serl7
Glul8
Alal9
Val20
Val21
Pro22
Ser23

8,9
6,9
8,8
10,5
10,4

10,3

Darstellung von Ac-Glu(PEG-biotinyl)-Ser-Pro-Val-Val-Ala-Glu-Ser-His-Tyr-1le-Gly-

Lys-Thr-His-lle-Lys-Asn-Leu-Arg-Leu-Arg-Glu-GIn-NH, (34)

Durchfithrung: Der zuriickgehaltene Teil des Harzes von Peptid 30 wurde in DMF ge-
quollen, die Fmoc-Schutzgruppe nach AAV 3 abgespalten und Fmoc-Glu(PEG-biotinyl)-
OH nach AAV 2 gekuppelt. Nach negativem Kaisertest (AAV 1) wurde nach AAV 3 die
N-terminale Fmoc-Schutzgruppe abgespalten, wobei die photometrische Bestimmung der
Harzbeladung einen Wert von ca. 2 pmol ergab. Anschliefend wurde nach AAV 4 acetyliert
und nach AAV 6 vom Harz abgespalten.
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8.3. Synthetisierte Peptide

Ausbeute: 2,6 mg, 0,8 pmol
Retentionszeit: 15,1 min bei 20 - 25 % B in 39 min (priparative Séule)
MALDI-TOF-MS: [M+H]*: m/z = 3273,7; berechnet: m/z = 3276,5

Darstellung von Ac-Glu(PEG-biotinyl)-Ser-Pro-Val-Val-Ala-Glu-Ser-Glu-Tyr-lle-Gly-
Lys-Thr-Lys-lle-Lys-Asn-Leu-Arg-Leu-Arg-Glu-GIn-NH- (36)

Durchfiithrung: Es wurden 120,5 mg TentaGel R RAM-Harz mit einer Beladungsdichte
von 0,17 mmol /g in einer Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische
Bestimmung nach AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 19,92 pmol (berechnet: 20,48 pmol).

Das Peptid wurde gemifl AAV 7 synthetisiert, wobei die ersten beiden Aminosiuren,
die Aminosduren Ilell - Ser8, sowie Ser2 und Glu(PEG-biotinyl)1 von Hand nach AAV 2
gekuppelt wurden. Bei letzterer wurden lediglich zwei Aquivalente statt der iiblichen fiinf
eingesetzt (die Harzbeladung nach Kupplung von Ser2 betrug 6,4 pmol (32 % bezogen
auf die urspriinglich eingesetzte Harzmenge)). Nach Entfernen der N-terminalen Fmoc-
Schutzgruppe nach AAV 3 und Acetylieren des N-Terminus nach AAV 4 wurde das Peptid
nach AAV 6 von der festen Phase abgespalten.

Ausbeute: 2,8 mg, 0,9 pmol, 4,5%

Retentionszeit: 19 min bei 20 - 40 % B in 30 min (Analytische Saule, 38 °C)

MALDI-TOF-MS: [M+H]*": m/z = 3258,4; berechnet: m/z = 3259,6

Darstellung von Ac-Glu(PEG-biotinyl)-GIn-Glu-Arg-Leu-Arg-Leu-Asn-Lys-lle-Lys-Thr-
Lys-Gly-lle-Tyr-Glu-Ser-Glu-Ala-Val-Val-Pro-Ser-NH, (37)

Durchfithrung: Es wurden 39,2 mg PS AM RAM-Harz mit einer Beladungsdichte von
0,63 mmol/g in einer Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische
Bestimmung nach AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 24,7 pmol (berechnet: 24,7 pmol).

Das Peptid wurde gem#fl AAV 7 synthetisiert, wobei die ersten drei Aminoséduren (bis
Val22) sowie die letzten zehn Aminosduren (Ile10 bis Glul) von Hand nach AAV 2 gekup-
pelt wurden. Bei der Ankniipfung der letzten Aminoséure (Fmoc-Glu(PEG-biotinyl)-OH)
wurden lediglich zwei statt der normalerweise fiinf Aquivalente eingesetzt. Die photometi-
sche Bestimmung der Harzbeladung nach AAV 3 nach Kupplung von Glu2 betrug 8,55 pmol
(35 % bezogen auf die urspriinglich eingesetzte Harzmenge).

Ausbeute: 4,7 mg, 1,37 pmol, 5,5%

Retentionszeit: 15,4 min bei 20 - 40 % B in 40 min (praparative Sdule)

MALDI-TOF-MS: [M+H]|": m/z = 3257,7; berechnet: m/z = 3259,6
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Darstellung von Ac-Cys-Ser-Pro-Val-Val-Ala-Glu-Ser-His-Tyr-lle-Gly-Lys-Thr-His-lle-
Lys-Asn-Leu-Arg-Leu-Arg-Glu-GIn-NH, (38)

Durchfithrung: Es wurden 33,7 mg PS AM RAM-Harz mit einer Beladungsdichte von
0,63 mmol/g in einer Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische
Bestimmung nach AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 21,55 pmol (berechnet: 21,23 pmol).
Das Peptid wurde nach AAV 7 synthetisiert, wobei die erste und die letzten beiden
Aminosduren nach AAV 2 gekuppelt wurden.
Ausbeute: nicht bestimmt
Retentionszeit: 16,5 min bei 20 - 40 % B in 42 min (analytische Sdule)
MALDI-TOF-MS: [M+H]*: m/z = 2818,6; berechnet: m/z = 2819,5

Darstellung von Ac-Cys-GIn-Glu-Arg-Leu-Arg-Leu-Asn-Lys-lle-His-Thr-Lys-Gly-lle-Tyr-
Glu-Ser-His-Ala-Val-Val-Pro-Ser-NH- (39)

Durchfithrung: Es wurden 34,0 mg PS AM RAM-Harz mit einer Beladungsdichte von
0,63 mmol/g in einer Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische
Bestimmung nach AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 21,42 pmol (berechnet: 20,15 pmol).

Das Peptid wurde nach AAV 7 synthetisiert, wobei die erste und die letzten beiden
Aminosduren nach AAV 2 gekuppelt wurden. Der Ansatz wurde nach Kupplung von Glnl
geteilt, eine Hélfte des Harzes wurde fiir die Synthese von weiteren Funktionalitéiten einge-
froren.

Ausbeute: nicht bestimmt

Retentionszeit: 11,6 min bei 20 - 40 % B in 42 min (analytische Séule)

MALDI-TOF-MS: [M+H]": m/z = 2819,0; berechnet: m/z = 2819,5

'H: zgesgppr.hm (DG_090602/1)

TOCSY: mlevesgpphpr.hm (DG_090602/2)

NOESY: noesyesgpph (DG_090602/3)

Darstellung von Ac-Cys-Ser-Pro-Val-Val-Ala-Glu-Ser-Glu-Tyr-lle-Gly-Lys-Thr-Lys-lle-
Lys-Asn-Leu-Arg-Leu-Arg-Glu-GIn-NH; (40)

Durchfithrung: Es wurden 40,0 mg PS AM RAM-Harz mit einer Beladungsdichte von
0,63 mmol/g in einer Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische
Bestimmung nach AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 19,88 pmol (berechnet: 25,2 pmol).

Das Peptid wurde nach AAV 7 synthetisiert, wobei die erste und die letzten beiden
Aminosduren nach AAV 2 gekuppelt wurden.

Ausbeute: 5,3 mg, 1,9 pmol, 10%

Retentionszeit: 39 min bei 20 - 28 % B in 50 min (priparative Sdule)
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MALDI-TOF-MS: [M+H]": m/z = 2803,4; berechnet: m/z = 2802,5

Darstellung von Ac-Cys-GIn-Glu-Arg-Leu-Arg-Leu-Asn-Lys-lle-Lys-Thr-Lys-Gly-lle-Tyr-
Glu-Ser-Glu-Ala-Val-Val-Pro-Ser-NH; (41)

Durchfiihrung: Es wurden 37,4 mg PS AM RAM-Harz mit einer Beladungsdichte von
0,63 mmol/g in einer Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische
Bestimmung nach AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 20,08 pmol (berechnet: 23,56 pmol).
Das Peptid wurde nach AAV 7 synthetisiert, wobei die erste und die letzten beiden
Aminosdauren nachh AAV 2 gekuppelt wurden.
Ausbeute: 4,2 mg, 1,5 pmol, 7%
Retentionszeit: 29,9 min bei 5 - 35 % B in 40 min (analytische Séule)
MALDI-TOF-MS: [M+H]": m/z = 2801,3; berechnet: m/z = 2802,5

Darstellung von Ac-Pro-Val-Val-Ala-Glu-Ser-His-Tyr-lle-Gly-Lys-Thr-His-lle-Lys-Asn-
Leu-Arg-Leu-Arg-Glu-GIn-NH; (42)

Durchfithrung: Das Peptid wurde als Nebenprodukt bei der Synthese von Peptid 30
erhalten.

Ausbeute: nicht bestimmt

Retentionszeit: 20,7 min bei 20 - 23 % B in 30 min (priaparative Sdule)

MALDI-TOF-MS: [M+H]": m/z = 2629,0; berechnet: m/z = 2629,5

NMR-Spektren (pH = 3):

H: p3919gp (DG_100608/6)

TOCSY: mlevesgpph (DG_-100608/4)

COSY: cosydfesgpph (DG_100608/3)

NOESY: noesyesgpph (DG_100608/5)

'H-13C HSQC: hsqcedetgpsisp2.2 (DG_100608/7)

'H-3C HMBC: hmbcgpndgf (DG_100608/8)

NMR-Spektren (pH = 6,5):

'H: zgesgppr.hm (DG_100629/2)

TOCSY: mlevesgpphpr.hm (DG-100629/3)

Tabelle 8.19.: 'H-chemische Verschiebungen von Verbindung 42 (600 MHz, H,0/D20 (95:5); pH =3, T =
300 K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)).

NH Hael/2 HB1/2  Hyl/2 Hsl/2 Hel/2 H(1/2

Prol - 4,40 2,27 1,96 3,62 - -
Val2 822 4,09 2,03 0,91 _ _ _
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Tabelle 8.20.: *C-chemische Verschiebungen von Verbindung 42 (600 MHz, H,O/D20 (95:5); pH = 3; T
300 K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)).
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Val3
Ala4d
Glub
Ser6
His7
Tyr8
1le9
Gly10
Lysl1
Thr12
His13
Ile14
Lys15
Asnl6
Leul7
Argl8
Leul9
Arg20
Glu21
Gln22

8,33
8,39
8,31
8,28
8,45
8,25
8,06
7,99
8,27
8,09
8,59
8,18
8,45
8,43
8,29
8,30
8,05
n.d.
8,37
8,38

4,10
4,29
4,29
4,33
4,68
4,56
4,12
3,90
4,34
4,28
4,67
4,11
4,27
4,66
4,28
4,29
4,31
n.d.
4,33
4,29

Fortsetzung von Tab. 8.19

2,05
1,37
1,96
3,80
3,22/3,08
2,95
1,80
1,84
4,13
3,13/3,25
1,82
1,75
2,83/2,74
1,61
1,81
1,61
n.d.
2,11/1,99
2,12/1,99

0,91
2,42
n.d.

n.d.

1,14/1,41

1,43
1,17

1,14/1,43

1,39
n.d.
1,60
n.d.
n.d.
2,41
2,38

n.d.
7,08
0,85

1,73

n.d.
0,88
n.d.
n.d.
0,89
3,20
0,86
n.d.

n.d.

n.d.

6,79

n.d.

n.d.

2,97

7,18

n.d.
n.d.

Ca Cp Cy1/2  Cé1/2 Cel/2
Prol 62,9 32,8 n.d. 51,5 -
Val2 62,5 33,0 21,1 - -
Val3 n.d. 33,0 25,0 - -
Alad 52,6 194 - - -
Glub5 nd. nd. 33,6 n.d. -
Ser6 n.d. 63,8 - - -
His7 n.d. 29,0 n.d. 120,5 n.d.
Tyr8 nd. 39,0 n.d. 133,5 118,5
1le9 nd. nd. 275/194 13,0 -
Glyl0 453 - - - -



8.3. Synthetisierte Peptide

Fortsetzung von Tab. 8.20

Lys11 58,7 30,7 25,0 33,3 n.d.
Thrl2 56,2 70,0 21,7 n.d. -
His13 n.d. 289 n.d. 120,5 n.d.
Ile14 61,3 39,1 27,5/194 23,6 -
Lys1l5 62,1 n.d. n.d. n.d. 42,3
Asnl6 n.d. 389 n.d. - -
Leul7 n.d. 426 27,2 17,5 -
Argl8 n.d. 308 28,0 43,6 -
Leul9 n.d. 426 27,2 n.d. -
Arg20 n.d. nd. n.d. n.d. -
Glu2l 56,3 n.d. n.d. n.d. -
GIn22 55,1 29,7 34,1 n.d. -

Tabelle 8.21.: HY-H*-Kopplungskonstanten von Verbindung 42 in Hz. Die Werte in Klammern sind ungewshn-

lich hoch und daher nicht sehr vertrauenswiirdig.

3J(HN-H®) [Hz] 3J(HN-H®) [Hz] 3J(HN-H®) [Hz]

Prol - 1le9 6,72 Leul7 n.d.

Val2 6,59 Gly10 (12,95) Argl8 n.d.

Val3 5,56 Lysl1 6,65 Leul9 (12,95)
Ala4 6,74 Thr12 6,59 Arg20 n.d.
Glub n.d. His13 6,82 Glu21 6,56

Ser6 n.d. Ile14 (12,71) GIn22 n.d.

His7 6,50 Lys15 (12,91)

Tyr8 7,08 Asnl6 6,87

Darstellung von Ac-CVPC-NH; (43)

Durchfithrung: Es wurden 31,7 mg PS AM RAM-Harz mit einer Beladungsdichte von
0,63 mmol/g in einer Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische
Bestimmung nach AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 21,54 pmol (berechnet: 19,97 pmol).

Das Peptid wurde wie in AAV 7 beschrieben synthetisiert, jedoch erfolgten séimtliche
Kupplungen in der Spritze mit eingesetzter PE-Fritte (AAV 2). Nach Abspalten der N-

terminalen Fmoc-Schutzgruppe nach AAV 3 ergab sich eine Harzbelaudung von 17,7 pmol.
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Nach Ausfillen in kaltem MTBE konnte kein Niederschlag beobachtet werden. Daher
wurde die Losung am Vakuum eingeengt, der verbliebene Feststoff zweimal mit Wasser auf-
geschlammt und am Vakuum getrocknet. Anschlieend wurde RP-HPLC-chromatographisch

gereinigt.
Ausbeute: 3,4 mg, 7,4 pmol, 37 %
Retentionszeit: 20,6 min bei 10 - 20 % B in 59 min (préparative Siule)
ESI-MS: [M+H]|": m/z = 462,1; berechnet: m/z = 462,2
NMR-Spektren:
'H: zgesgppr.hm (DG_100630/2)
TOCSY: mlevesgpphpr.hm (DG_-100630/3)
COSY: cosydfesgpphpr.hm (DG-100630/5)
NOESY: noesyedgpph (DG_100630/4)
'H-13C HSQC: hsqcedetgpsisp2.2 (DG_100630/6)
'H-13C HMBC: hmbcgplpndprqf (DG_100630/7)

Tabelle 8.22.: 'H-chemische Verschiebungen von Verbindung 43 (600 MHz, H.O/D20 (95:5); pH = 3; T =
300 K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)).

NH Hal/2 HB1/2 Hyl/2  H61/2

Cysl 848 448 2,95 _ _
Val2 889 448 211 096/1,00 -
Pro3 - 391 233 208/1,99 3,72
Cysd 837 450 2,89 - -

Tabelle 8.23.: *3C-chemische Verschiebungen von Verbindung 43 (600 MHz, H2O/D20 (95:5); pH = 3; T =
300 K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)).

Ca CB  Cyl/2  C61/2
Cysl 59,8 28,1 ; _
Val2 nd. 326 202/274 -

Pro3 63,2 32,1 274 51,1
Cysd 584 28,1 ; .

168



8.3. Synthetisierte Peptide

Darstellung von Ac-Ser-Glu-Ser-GIn-Lys-Leu-Ala-His-Tyr-GIn-Ser-Arg-Lys-His-Ala-
Asn-Lys-Val-Arg-Arg-Tyr-Met-Ala-NH- (45)

Durchfithrung: Es wurden 31,7 mg PS AM RAM-Harz mit einer Beladungsdichte von
0,63 mmol/g in einer Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische
Bestimmung nach AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 20,34 pmol (berechnet: 19,97 pmol).

Das Peptid wurde gem#fl AAV 7 synthetisiert, wobei die ersten beiden Aminoséduren nach
AAV 2 gekuppelt wurden. Nach beendeter Synthese wurde ein Viertel der Harzmenge in
eine separate Spritze mit eingesetzter PE-Fritte gegeben um Peptid 47 zu synthetisieren.
Beim restlichen Harz wurde nach AAV 3 die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe abgespalten,
der N-Terminus nach AAV 4 acetyliert und das Peptid nach AAV 6 von der festen Phase
abgespalten.

Ausbeute: nicht bestimmt

Retentionszeit: 18,3 min bei 10 - 25 % B in 25 min (priparative Sdule)

MALDI-TOF-MS: [M+H]*: m/z = 2830,0; berechnet: m/z = 2829,5

NMR-Spektren:

'H: p3919gp (DG_080206/2)

TOCSY: mlevgpphl9 (DG_080206/3)

COSY: cosydfgpph19 (DG_080206/4)

NOESY: noesygpphl19 (DG_080206/5)

'H-13C HSQC: hsqcedetgpsisp2.2pr.hm (DG_080207/3)

Tabelle 8.24.: 'H-chemische Verschiebungen von Verbindung 45 (600 MHz, H20/D20 (95:5); pH = 3; T =
300 K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)).

NH Hal/2  HB1/2 Hy1/2 H61/2  Hel/2  H(1/2
Serl 8,287 4,218 3,915/3,847 n.d. - - -
Glu2 8,629 4,369 2,141/2,072 2,454 - n.d. :
Ser3 8,332 4411 3,922/3,855 n.d. - ; :
Glnd 8269 4,272 2,117/2,024 2,366 - - -
Lys5 8163 4,219 1,830/1,786 1,472 1,677 n.d. 7,515
Leu6 8,009 4,304 1,626/1,561 n.d. 0,914/0,860 - _
Ala7 8,053 4,196 1,297 - - - -
His8 8,285 4,628 3,212/3,142 _ 7,215 8,595 :
Tyr9 8,152 4,519 3,014 - 7,107 6,804 -
Glnl0 8,280 4,204 2,042/1,945 2,327 - - -
Serll 8,298 4,349 3,915/3,872 n.d. . _ :
Argl2 8335 4,334 1,743/1,639 1,864 3,185 nd.  7,159/7,148
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Lys13
His14

Alalb

Asnl6
Lys17
Vall8

Argl9
Arg20
Tyr21
Met22
Ala23

8,227
8,501
8,389
8,499
8,352
8,157
8,411
8,313
8,342
8,185
8,147

4,219
4,692
4,326
4,691
4,336
4,067
4,304
4,288
4,543
4,413
4,218

Fortsetzung von Tab. 8.24

n.d.
3,251/3,171
1,375
2,798/2,748
1,819/1,743
2,044
1,735/1,602
1,713/1,549
2,987
2,042/1,915
1,397

1,402/1,345

1,437/1,398

0,921/0,904
1,537
1,494

2,496/2,444

1,682
n.d.
n.d.

1,678

3,180

3,155

7,115

2,972 7,518
n.d. -
3,121 7,510
n.d. 7,136/7,127
n.d. 7,136/7,125
6,812 -

n.d. -

Tabelle 8.25.: '*C-chemische Verschiebungen von Verbindung 45 (600 MHz, H,O/D20 (95:5); pH = 3; T

170

300 K).

Ca Cp Cvy1/2 Co1/2 Cel/2
Serl 57,228 63,885 - - -
Glu2 58,736 33,787 33,724 n.d. -
Ser3 58,905 63,886 - - -
Gln4 56,885 29,064 n.d. n.d. -
Lyss 56,754 33,125 25,191 29,302 n.d.
Leu6 55,742 42523 n.d. 25,165,/23,540 :
Ala7 52,675 19,278 - - -
His8 55,5635 23,013 n.d. 120,437 n.d.
Tyr9 58,597 38,997 n.d. 133,481 118,824
GInl0 56,064 30,005 34,000 n.d. -
Serll 56,872 63,886 - - -
Argl2 56,509 27,565 31,073 43,603 -
Lys13 56,988 33,372 24,880 29,328 42,387
His14 57,821 29,295 n.d. 120,598 n.d.
Alals 52,606 19,641 - - -
Asnl6 53,591 39,336 n.d. - -
Lysl7 59,474 33,109 25,024 29,324 43,110
Vall8 62,671 32,936 20,899/21,318 - -
Argl9 56,252 31,059 27,310 43,644 -



8.3. Synthetisierte Peptide

Arg20 56,621
Tyr2l 58,221
Met22 55,276
Ala23 52,625

Fortsetzung von Tab. 8.25

31,411
38,997
33,241
19,632

27,310

n.d.

32,047

43,608
133,563

118,424
n.d.

Tabelle 8.26.: HY-H*-Kopplungskonstanten von Verbindung 45 in Hz.

3J(HN-H®) [Hz]

3J(HN-H®) [Hz]

3J(HN-H®) [Hz]

Serl
Glu2
Ser3
Gln4
Lysb
Leub
Ala7
His8

6,3
6,3
6,3
7,0
5,6
7,1
5,4
7,7

Tyr9

GIn10
Serll

Argl2
Lys13
His14
Alalb
Asnl6

6,9
7.8
5,8
6,3
6,4
7.1
6,2
7.1

Lys17
Vall8

Argl9
Arg20
Tyr21
Met22
Ala23

6,5
6,8
7.1
6,7
7.3
7,7
5,3

Darstellung von Ac-Ala-Met-Tyr-Arg-Arg-Val-Lys-Asn-Ala-His-Lys-Arg-Ser-GlIn-Tyr-
His-Ala-Leu-Lys-GIn-Ser-Glu-Ser-NH; (46)

Durchfithrung: Es wurden 32 mg PS AM RAM-Harz mit einer Beladungsdichte von

0,63 mmol/g in einer Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische

Bestimmung nach AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 23,81 pmol (berechnet: 20,2 pmol).

Das Peptid wurde gemafi AAV 7 synthetisiert, wobei die erste Aminosédure nach AAV 2

gekuppelt wurde. Vor Entfernen der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe nach AAV 3 wurden

ca. 20 % des Harzes in eine separate Spritze mit eingesetzter PE-Fritte gegeben um Peptid

48 zu synthetisieren. Die photometrische Bestimmung der Harzbeladung ergab 14,38 pmol.
Nach Acetylieren des N-Terminus nach AAV 4 wurde das Peptid nach AAV 6 von der festen
Phase abgespalten.

Ausbeute: 30,7 mg, 10,65 pmol, 56% (bezogen auf die urspriinglich eingesetzte Harz-

menge unter anteiliger Beriicksichtigung der Aufteilung des Ansatzes)

Retentionszeit: 40 min bei 5 - 20 % B in 50 min (priaparative Sdule)
MALDI-TOF-MS: [M+H]*: m/z = 2830,9; berechnet: m/z = 2829,5
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Darstellung von Ac-Glu(PEG-biotinyl)-Ser-Glu-Ser-GIn-Lys-Leu-Ala-His-Tyr-GIn-Ser-
Arg-Lys-His-Ala-Asn-Lys-Val-Arg-Arg-Tyr-Met-Ala-NH- (47)

Durchfiihrung: Das separierte Harz von Synthese 45 wurde in DMF gequollen und nach
AAV 3 N-terminal Fmoc-entschiitzt. Fmoc-Glu(PEG-biotinyl)-OH wurde nach AAV 2 ge-
kuppelt, wobei nur zwei statt der sonst iiblichen fiinf Aquivalente eingesetzt wurden. Die
N-terminale Fmoc-Schutzgruppe wurde entfernt, der N-Terminus nach AAV 4 acetyliert
und das Peptid nach AAV 6 von der festen Phase abgespalten.

Ausbeute: nicht bestimmt

Retentionszeit: 15,7 min bei 10 - 30 % B in 20 min (analytische Saule)

MALDI-TOF-MS: [M+H]*": m/z = 3389,7; berechnet: m/z = 3389,5

Darstellung von Ac-Glu(PEG-biotinyl)-Ala-Met-Tyr-Arg-Arg-Val-Lys-Asn-Ala-His-Lys-
Arg-Ser-GIn-Tyr-His-Ala-Leu-Lys-GIn-Ser-Glu-Ser-NH; (48)

Durchfithrung: Das abgetrennte Harz von Synthese 46 wurde zunéchst in DMF gequollen.
Dann wurde die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe nach AAV 3 abgespalten (Harzbeladung
5,5 pmol). Fmoc-Glu(PEG-biotinyl)-OH wurde nach AAV 2 gekuppelt, wobei zwei statt
der iiblichen fiinf Aquivalente eingesetzt wurden. Nach Acetylieren des N-Terminus nach
AAV 4 wurde nach AAV 6 von der festen Phase abgespalten.

Ausbeute: 2,7 mg, 0,8 pmol, 17% (bezogen auf die urspriinglich eingesetzte Harzmenge
unter anteiliger Beriicksichtigung der Aufteilung des Ansatzes)

Retentionszeit: 54,3 min bei 5 - 30 % B in 75 min (préparative Séule)

ESI-MS: [M+H]*": m/z = 3391,5 ;berechnet: m/z = 3389,5

Darstellung von Ac-Cys-Ala-Met-Tyr-Arg-Arg-Val-Lys-Asn-Ala-His-Lys-Arg-Ser-GIn-
Tyr-His-Ala-Leu-Lys-GIn-Ser-Glu-Ser-NH; (50)

Durchfithrung: Es wurden 32 mg PS AM RAM-Harz mit einer Beladungsdichte von
0,63 mmol/g in einer Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische
Bestimmung nach AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 20,05 pmol (berechnet: 20,16 pmol).

Das Peptid wurde gemifl AAV 7 synthetisiert, wobei die letzten beiden Aminoséduren
nach AAV 2 gekuppelt wurden.

Ausbeute: nicht bestimmt

Retentionszeit: 36 min bei 5 - 30 % B in 50 min (analytische Sdule)

MALDI-TOF-MS: [M+H]": m/z = 2932,9; berechnet: m/z = 29325

NMR-Spektren:

'H: zgesgppr.hm (DG_090622/1)

TOCSY: mlevesgpphpr.hm (DG_090622/2)

172



8.3. Synthetisierte Peptide

COSY: cosydfesgpphpr.hm (DG_091118/2)
NOESY: noesyesgpph (DG_090622/3)
'H-13C HSQC: hsqcedetgpsisp2.2 (DG_091118/3)

Tabelle 8.27.: 'H-chemische Verschiebungen von Verbindung 50 (600 MHz, H,0/D20 (95:5); pH = 3; T =
300 K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)).

NH Hal/2 HB1/2  Hyl/2  H61/2  Hel/2  HC1/2

Cysl 8,33 4,51 3,33 - - - -
Ala2 8,67 4,30 1,37 - - - -
Met3 8,19 4,33 1,94 2,46 - 0,92 -
Tyrd 7,98 4,56  3,07/2,96 - 7,11 6,81 -
Args 8,04 4,24 1,78/1,71 1,54 3,17 7,17 -
Arg6 8,25 429 182/1,76 1,65/1,59 3,20 7,20 -
Val7 8,16 4,07 2,05 0,91 - - -
Lys8 8,45 4,25 1,74 1,43/1,37 1,67 2,98 7,53
Asn9 846 4,63 2,81/2,72 - 7,63/6,95 - -
Alal0 8,31 4,23 1,31 - - - -
His1ll 8,49 4,65 3,26/3,17 - 7,29 8,61 -
Lysl2 8,34 429 182/1,73 1,41 1,67 2,98 7,53
Argl3 8,50 435 1,86/1,78 1,65 3,19 7,18 -
Serld 844 4,42 3,84 - - - -
GInl5 846 4,29  1,99/1.89 2,23 - 7,51 -
Tyrl6 8,24 4,47 2,91 - 7,06 6,78 -
His17 8,24 4,56  3,17/3,04 - 7,22 8,58 -
Alal8 8,27 4,20 1,36 - - - -
Leul9 8,30 4,31 1,62 1,56 0,92/0,85 - -
Lys20 8,35 4,29 1,82/1,73 1,41 1,67 2,98 7,53
GIn21 849 4,33  2,10/1,99 2,36 - 7,55/6,88 -
Ser22 843 4,42 3,87 - - - -
Glu23 848 4,44  2,16/1,99 2,46 - - -
Ser24 830 4,40 3,85 - - - -
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Tabelle 8.28.: '*C-chemische Verschiebungen von Verbindung 50 (600 MHz, H,0/D20 (95:5); pH
300 K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)).

Ca CB Cyl/2 C§1/2 Cel/2  CCL/2

Cysl 59,04 32,18 - ; : .
Ala2 5338 2248 - - - -
Met3 56,41 32,87 32,33 _ 25,04 :
Tyrd 53,26 3865 - 133,33 118,33 157,54
Arg5 5643 30,96 27,23 43,42 ; ;
Arg6 56,42 30,88 27,59 43,55 - -
Val7 62,52 33,11 20,91 - - -
LysS 56,58 33,23 24,78 2510 42,33 :
Asn9 5346 3899 17736 - : _
Alal0 52,91 1941 - . : :
Hisll 59,18 28,93 131,37 119,92 136,61 -
Lysl2 56,44 3327 2484 2923 4235 -
Argl3 58,77 31,08 29,26 43,52 _ :
Serld 5858 63,98 - - - -
Glnl5 69,70 29,69 33,88 : : :
Tyrl6 58,34 39,05 - 133,28 118,29 157,49
Hisl7 54,90 29,62 131,33 11997 13566 -
Alal8 52,76 19,33 - _ _ :
Leul9 5539 42,67 27,35 21,10 : :
Lys20 56,42 3327 24,80 29,32 42,36 .
Gln21 5642 29,71 33,88 . - -
Ser22 60,29 64,06 - _ _ _
Glu23 56,32 29,33 33,51 : : -
Ser24 63,09 63,96 - _ _ _
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Tabelle 8.29.: HY-H*-Kopplungskonstanten von Verbindung 50 in Hz.

3J(HN-H®) [Hy] 3J(HN-H®) [Hz] 3J(HN-H®) [Hz]
Cysl 6,4 Asn9 7,2 His17 8,1
Ala2 7,2 Alal0 6,3 Alal8 6,4
Met3 7,8 His11 7,1 Leul9 7,8
Tyr4 7.8 Lys12 n.d. Lys20 n.d.
Argh 8,2 Argl3 6,9 GIn21 7,7
Argb 7.7 Serl4 7,0 Ser22 6,5
Val7 8,3 GInl5 8,6 Glu23 7,0
Lys8 8,0 Tyrl6 7,9 Ser24 8,1

Darstellung von Ac-Val-Ala-Glu-Ser-Glu-Tyr-lle-Gly-Lys-Thr-Lys-lle-Lys-Asn-Leu-Arg-
Leu-Arg-Glu-GIn-NH; (68)

Durchfithrung: Das Peptid wurde als Nebenprodukt bei der Synthese von 36 erhalten.
Ausbeute: 1,9 mg, 0,8 pmol
Retentionszeit: 11,0 min bei 20 - 40 % B’ in 30 min (analytische Sdule)
MALDI-TOF-MS: [M-+H]|": m/z = 2416,3; berechnet: m/z = 2416,4

Darstellung von Ac-Ala-Glu-Ser-Glu-Tyr-lle-Gly-Lys-Thr-Lys-lle-Lys-Asn-Leu-Arg-Leu-
Arg-Glu-GIn-NH; (69)

Durchfithrung: Das Peptid wurde als Nebenprodukt bei der Synthese von 36 erhalten.
Ausbeute: 1,8 mg, 0,8 pmol
Retentionszeit: 8,2 min bei 20 - 40 % B’ in 30 min (analytische Sdule)
MALDI-TOF-MS: [M+H|": m/z = 2317,7; berechnet: m/z = 2317,3

8.3.2. Rntlp-Peptide

Darstellung von
Ac-Ser-Leu-Asp-Met-Asn-Ala-Lys-Arg-GIn-Leu-Tyr-Ser-Leu-lle-Gly-NH, (51)
Durchfithrung: Das Peptid wurde von Andrea Gerster im Rahmen ihrer Zulassungsarbeit
synthtisiert und charakterisiert. 179

Ausbeute: 12,2 mg, 7,0 pmol, 7%

Retentionszeit: 6,2 min bei 30 - 70 % B’ in 20 min
MALDI-TOF-MS: [M+H]*: m/z = 1751,1; berechnet: m/z = 1751,0
NMR-Spektren:
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'H: p3919gp (ag060131/4)

TOCSY: mlevgpphl9 (ag060131/5)
COSY: cosydfgpphl9 (ag060131/8)
NOESY: noesygpphl9 (ag060131/6)
'H-13C HSQC: hsqcedetgp (ag060206/3)

Tabelle 8.30.: 'H-chemische Verschiebungen von Verbindung 51 (600 MHz, HoO/D20 (95:5); pH = 3; T =
300 K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)).

NH Hal/2 Hp1/2 Hy1/2 H61/2 Hel/2 — H(1/2
Serl 8,278 4,440 3,853/3,333 n.d. - : -
Leu2 8,354 4,353 1,632 1,623 0,922/0,869 : -
Asp3 8,433 4,680 2,962/2,830 : - : ;
Metd 8,351 4,414 2,106/2,015 2,614/2,518 - 2,097 -
Asn5 8,328 4,645 2,848/2,778 : 7,600/6,939 _ -
Ala6 8,053 4,252 1,401 . - - -
Lys7 8,161 4,257 1,834/1,764 1,469/1,398 1,679 2,994 7,524
Arg8 8,141 4,262 1,851/1,770 1,615 3,193 7,173 n.d.
Gln9 8,325 4,274 2,000/1,936 2,307 - 7A471/6,849 -
Leul0 8,184 4,258 1,524/1,436 1,551 0,884/0,814 - -
Tyrll 8,079 4,586 3,093/2,947 _ 7,124/7,109 6,823/6,808 -
Serl2 8,088 4,394 3,824/3,795 n.d. - . -
Leul3 8,202 4,373 1,629 1,623 0,934/0,881 . -
lleld 8,041 4,157 1,787 1,477;1,191/0,907 0,858 - -
Glyl5 8,418 3,932/3,859 - - - - -

Tabelle 8.31.: '*C-chemische Verschiebungen von Verbindung 51 (600 MHz, H,O/D20 (95:5); pH = 3; T =
300 K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)).
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Ca Cp Cr1/2 Co1/2 Cel/2
Serl 58,574 63,906 - - -
Leu2 55,580 42,375 27,092 24,934/23,600 -
Asp3 53,910 38,390 - - -
Met4 56,320 32,551 31,916 - 16,789
Asnb 53,910 38,517 - - -
Ala6 53,116 19,175 - - -
Lys7 56,289 32,805 24,990 29,175 42,198
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Fortsetzung von Tab. 8.31

Arg8 56,289 30,880 27,180 43,448 -
Gln9 56,289 29,377 33,800 - -
Leul0 56,289 42,550 27,000 24,850/23,588 -
Tyrll 57,940 38,810 - 133,598 118,492
Serl2 58,574 63,906 - - -
Leul3 55,580 42,375 27,092 24,934/23,600 -
Ilel4 61,550 38,644 27,473/17,444 n.d. -

Glyl5 44,991 - - - -

Tabelle 8.32.: HY-H*-Kopplungskonstanten von Verbindung 51 in Hz.

3J(HN-H?) [Hz] 3J(HN-H?) [Hz] 3J(HN-H?) [Hz]
Serl 6,6 Ala6 5,6 Tyrll 7,2
Leu2 6,6 Lys7 6,9 Ser12 7,2
Asp3 7.2 Arg8 6,6 Leul3 7.2
Met4 6,6 GIn9 6,6 Tle14 6,9
Asnb 7,2 Leul0 6,6 Gly15 7,2

Darstellung von Ac-Gly-lle-Leu-Ser-Tyr-Leu-GIn-Arg-Lys-Ala-Asn-Met-Asp-Leu-Ser-
NH: (52)

Durchfithrung: Es wurden 34,7 mg PS AM RAM-Harz mit einer Beladungsdichte von
0,63 mmol/g in einer Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische
Bestimmung nach AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 22,69 pmol (berechnet: 21,86 pmol).
Die erste Aminosdure wurde nach AAV 2 gekuppelt, der Rest nach AAV 5 am Peptidsyn-
thesizer. Der Ansatz wurde in zwei Chargen aufgeteilt. Die photometrische Bestimmung
nach AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 12,46 pmol. Nach Abspalten der N-terminalen
Fmoc-Schutzgruppe wurde nach AAV 4 acetyliert und nach AAV 6 von der festen Phase
abgespalten.

Ausbeute: 10,5 mg, 6 nmol, 40% (bezogen auf die urspriinglich eingesetzte Harzmenge
unter anteiliger Beriicksichtigung der Aufteilung des Ansatzes)

Retentionszeit: 10,5 min bei 30 - 40 % B in 21 min (analytische Sdule)

MALDI-TOF-MS: [M+H|": m/z = 1749,9; berechnet: m/z = 1749,9

NMR-Spektren:
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1H: p3919gp (DG-080514/2)
TOCSY: mlevgpphl9 (DG-080514/4)

NOESY: noesygpph19 (DG-080514/3)

TH-13C HSQC: hsqcedetgp (DG_080515/2)

Tabelle 8.33.: 'H-chemische Verschiebungen von Verbindung 52 (600 MHz, H20/D20 (95:5); pH = 3; T
300 K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)).

NH Hal/2  HB1/2 Hv1/2 H61/2 Hel/2
Glyl 8261 3,932 _ - - -
Me2 8,155 4,147 1,859 1,455;1,194/0,906 0,892 .
Leud 8,305 4,348 1,633 1,487 0,911/0,851 -
Serd4 8215 4,345 3,913/3,827 . - -
Tyr5 8,102 4,447 3,072 - 7,111 6,829
Leu6 7,806 4,131 1,620 1,500 0,896,/0,862 _
Gln7 8,020 4,213 2,058 2,362 : 7,501/6,361
Arg8 8,122 4,237 1,830/1,774 1,663/1,603 3,183 n.d.
Lys9 8,102 4,223 1,816 1,658 1,721 2,979
Alal0 8,189 4,240 1,392 _ _ -
Asnll 8273 4,628 2,850/2,778 - 7,588/6,899 -
Metl2 8213 4,431 2,119/2,008 2,516,/2,605 _ n.d.
Aspl3 8415 4,682 2,929/2,789 - - -
Leuld 8,218 4,365 1,685 1,634 0,937/0,863 -
Serl5 8,178 4,385 3,882 - - -

Tabelle 8.34.: *C-chemische Verschiebungen von Verbindung 52 (600 MHz, H,O/D20 (95:5); pH = 3; T
300 K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)).
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Ca Cp Crv1/2 Co1/2 Cel/2
Glyl 42,645 - - - -
Tle2 58,934 35,992 24,787 14,752 -
Leu3 52,767 39,469 24,048 22,355/20,600 -
Ser4 56,264 61,050 - - -
Tyrb 56,326 35,437 - 130,491 115,613
Leu6 53,319 39,500 n.d. 10,227 -
Gln7 nd. 26,541 31,312 - -
Arg8 n.d. 28,019 24,879 40,772 -



8.3. Synthetisierte Peptide

Lys9
Alal0
Asnll
Met12
Asp13
Leul4
Serlb

50,994
50,282
50,803
53,135
50,742
52,767
55,743

Fortsetzung von Tab. 8.34
26,449

30,297
16,445
36,022
30,020
35,929
n.d.
61,165

29,250

24,233

30,235

39,459

Tabelle 8.35.: HV-H*-Kopplungskonstanten von Verbindung 52 in Hz.

3J(HN-H®) [Hz]

3J(HN-H®) [Hz]

3J(HN-H®) [Hz]

Glyl
Ile2

Leu3
Serd
Tyrd

5,4
6,9
6,0

n.d.
n.d.

Leu6
Gln7
Arg8
Lys9
Alal0

5,4
6,3
6,1

n.d.
n.d.

Asnll
Met12
Aspl3
Leul4
Serlb

6,8
7.1
7.1

n.d.

6,1

Darstellung von Ac-Glu(PEG-biotinyl)-Ser-Leu-Asp-Met-Asn-Ala-Lys-Arg-Gln-Leu-
Tyr-Ser-Leu-lle-Gly-NH, (53)

Es wurden 36,8 mg PS AM RAM-Harz mit einer Beladungsdichte von 0,63 mmol/g in einer

Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische Bestimmung nach AAV

3 ergab eine Harzbeladung von 24,77 pmol (berechnet: 23 pmol). Die erste Aminoséure
wurde nach AAV 2 gekuppelt, der Rest nach AAV 5 am Peptidsynthesizer.

Der Ansatz wurde in zwei Chargen aufgeteilt. Die photometrische Bestimmung nach
AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 10,6 pmol. Fmoc-Glu(PEG-biotinyl)-OH wurde nach
AAV 2 gekuppelt. Die N-terminale Fmoc-Schutzgruppe wurde nach AAV 3 abgespalten
(Harzbeladung: 8,95 nmol). AnschlieBend wurde nach AAV 4 der N-Terminus acetyliert
sowie das Peptid von der festen Phase abgespalten (AAV 6).

Ausbeute: 3,6 mg, 1,6 pmol, 12% (bezogen auf die urspriinglich eingesetzte Harzmenge

unter anteiliger Beriicksichtigung der Aufteilung des Ansatzes)

Retentionszeit: 15,5 min bei 25 - 35 % B in 21 min (analytische Séule)
MALDI-TOF-MS: [M+H]*: m/z = 2307,6; berechnet: m/z = 2309,9
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Darstellung von Ac-Glu(PEG-biotinyl)-Gly-lle-Leu-Ser-Tyr-Leu-GIn-Arg-Lys-Ala-Asn-
Met-Asp-Leu-Ser-NH; (54)

Es wurden 34,7 mg PS AM RAM-Harz mit einer Beladungsdichte von 0,63 mmol/g in ei-
ner Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische Bestimmung nach
AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 22,69 pmol (berechnet: 21,86 pmol). Die erste Ami-
noséure wurden nach AAV 2 gekoppelt, der Rest nach AAV 5 am Peptidsynthesizer. Der
Ansatz wurde in zwei Chargen aufgeteilt. Die photometrische Bestimmung nach AAV 3
ergab eine Harzbeladung von 5,5 pmol. Fmoc-Glu(PEG-biotinyl)-OH wurde nach AAV 2
gekuppelt, wobei zwei anstatt der iiblichen fiinf Aquivalente eingesetzt wurden. Die N-
terminale Fmoc-Schutzgruppe wurde nach AAV 3 abgespalten (Harzbeladung: 4,77 pmol).
Anschlieend wurde nach AAV 4 der N-Terminus acetyliert sowie das Peptid von der festen
Phase abgespalten (AAV 6).

Ausbeute: 4,6 mg, 2,0 pmol, 30% (bezogen auf die urspriinglich eingesetzte Harzmenge
unter anteiliger Beriicksichtigung der Aufteilung des Ansatzes)

Retentionszeit: 31,5 min bei 20 - 40 % B in 42 min (analytische Saule)

ESI-MS: [M+H]|": m/z = 2309,3; berechnet: m/z = 2309,9

Darstellung von MeO-PEGgs_113-Ser-Leu-Asp-Met-Asn-Ala-Lys-Arg-GIn-Leu-Tyr-Ser-
Leu-lle-Gly-NH; (57)

Es wurden 36,8 mg PS AM RAM-Harz mit einer Beladungsdichte von 0,63 mmol/g in
einer Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische Bestimmung nach
AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 24,77 pmol (berechnet: 23 pmol). Die erste Aminoséure
wurden nach AAV 2 gekuppelt, der Rest nach AAV 5 am Peptidsynthesizer. Der Ansatz
wurde in zwei Chargen aufgeteilt. Die photometrische Bestimmung nach AAV 3 ergab
eine Harzbeladung von 9,54 pmol. Der PEG-Linker 56 wurde nach AAV 2 gekuppelt,
wobei dreimal anstatt wie sonst zweimal mit frischer Kupplungslosung versetzt wurde.
Anschlielend wurde das Peptid von der festen Phase abgespalten (AAV 6).

Ausbeute: 7,4 mg, ~1,1 pmol, ~10% (bezogen auf die urspriinglich eingesetzte Harz-
menge unter anteiliger Beriicksichtigung der Aufteilung des Ansatzes)

Retentionszeit: 39,7 min bei 20 - 50 % B in 50 min (analytische Séule)

MALDI-TOF-MS: [M+H]": m/z = 6180,8 - 6841,8; berechnet: m/z = 6178,3 - 6838,3

NMR-Spektren:

'H: zgesgppr.hm (DG_090325/2)

TOCSY: mlevesgpphpr.hm (DG_090325/3)

COSY: cosydfesgpph (DG_090327/3)

NOESY: noesyesgpph (DG_090325/4)
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'H-13C HSQC: hsqcedetgpsisp2.2 (DG_090327/4)
'H-1N HSQC: hsqcetf3gp (DG_090327/7)

Darstellung von 4,4’-bis(lodacetamid)Azobenzol (60)[181]

Durchfiihrung: 0,5 g (2,35 mmol) 4,4’-Diaminobenzol wurden in 100 ml trockenem THF
gelost und unter Np-Atmosphire mit 3 eq. (0,95ml) Triethylamin versetzt. Uber 50 min
wurden tropfenweise 3 eq. (0,55 ml) Chloressigsdurechlorid zugegeben und 1 h bei Raum-
temperatur geriihrt. Die erhaltene orangene Suspension wurde abfiltriert und das Losungs-
mittel im Vakuum entfernt. Es wurde ein orange-roter Feststoff erhalten der ohne weitere
Charakterisierung umgesetzt wurde.

20 mmol (3,14 g) Nal wurden in trockenem Aceton/THF (120 ml/40 ml) geldst, zu
dem orange-roten Feststoff gegeben, und unter No-Atmosphéire und Lichtausschluss bei
Raumtemperatur geriihrt. Der Reaktionsfortschritt wurde diinnschichtchromatographisch
verfolgt, nach 18 h war kein Edukt mehr erkennbar. Der entstandene Feststoff (NaCl) wurde
abfiltriert und die rote Losung am Rotationsverdampfer eingeengt. Zur Entfernung von
iiberschiissigem Nal wurde der erhaltene orange Feststoff in 30 ml THF aufgenommen und
der unlosliche Feststoff abfiltriert. Zu der erhaltenen THF-Losung wurden ~30 ml eiskaltes
Wasser zugegeben bis eine Triibung auftrat. Der iiber Nacht ausgefallene gelbe Feststoff
wurde abzentrifugiert, danach wurde ein weiteres mal aus THF /Wasser umkristallisiert. Es
wurde ein gelber Feststoff erhalten.

Ausbeute: 30 mg, 55umol, 5%

NMR: 6'H [ppm] (d6-DMSO, 400 MHz): trans-Form: 10,66 (s, 2H); 7,87 (d, 4H); 7,77
(d, 4H); 3,87 (s, 4H)

(Literatur™4: 10,65 (s, 2H); 7,86 (d, 4H); 7,77 (d, 4H); 3,86 (s, 4H)

Zusétzlich wurde ein zweiter Signalsatz erhalten bei dem es sich vermutlich um die cis-
Form handelt:

10,44 (s, 2H); 7,50 (d, 4H); 6,84 (d, 4H); 3,79 (s, 4H)

Darstellung von Ac-Ser-Leu-Asp-Met-Asn-Cys-Arg-Lys-GIn-Leu-Tyr-Ser-Cys-lle-Gly-
NH, (61)

Durchfithrung: Es wurden 33,0 mg PS AM RAM-Harz mit einer Beladungsdichte von
0,63 mmol/g in einer Spritze mit eingesetzter PE-Fritte eingewogen. Die photometrische
Bestimmung nach AAV 3 ergab eine Harzbeladung von 20,35 pmol (berechnet: 20,79 pmol).
Die ersten beiden Aminosduren wurden nach AAV 2 gekuppelt, der Rest nach AAV 5
am Peptidsynthesizer. Der automatisierten SPPS folgte eine manuelle Abspaltung der N-
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terminalen Fmoc-Schutzgruppe wie in AAV 2 beschrieben. Anschlielend wurde nach AAV
4 der N-Terminus acetyliert sowie das Peptid von der festen Phase abgespalten (AAV 6).
Ausbeute: 14,8 mg, 8,4 pmol, 41%
Retentionszeit: 40,5 min bei 18 - 25 % B in 49 min (priparative Sdule)
MALDI-TOF-MS: [M+H]*": m/z = 1771,8; berechnet: m/z = 1771,7
NMR-Spektren:
'H: p3919gp (DG_080912/2)
TOCSY: mlevgpphl9 (DG_080912/3)
COSY: cosydfgpph19 (DG_080912/4)
NOESY: noesygpph19 (DG_080912/5)
'H-13C HSQC: hsqcedetgpsisp2.2pr.hm (DG_080919_2/3)

Tabelle 8.36.: 'H-chemische Verschiebungen von Verbindung 61 (600 MHz, HoO/D20 (95:5); pH = 3; T =
300 K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)).

NH Hal/2 Hp1/2 Hy1/2 H61/2 Hel/2
Serl 8,287 4,408 3,848 _ - _
Leu2 8,377 4,351 1,599 1,628 0,922/0,869 -
Asp3 8,407 4,665 2,907/2,791 _ - .
Metd 8,337 4,431 2,177/2,019 2,612/2,517 - 2,088
Asn5 8,428 4,690 2,859/2,806 _ 7,633/6,945 _
Cys6 8,148 4,473 2,945 - - -
Lys7 8,340 4,301 1,848/1,779 1,469/1,405 1,677 2,994
Arg8 8,208 4,279 1,280/1,759 1,630 3,182 7,185
Gln9 8,382 4,281 2,000/1,934 2,300 - 7,483/6,858
Leuld 8,233 4,237 1,526/1,421 1,502 0,883,0,813 _
Tyrll 8,135 4,615 3,093/2,939 : 7,118 6,820
Serl2 8,149 4,430 3,814 _ . _
Cysl3 8,363 4,550 2,945 . - -
Tleld 8,239 4,171 1,886 1,484:1,203/0,926 0,868 _

Glyl5 8,490 3,936/3,892 - - - -

Tabelle 8.37.: '*C-chemische Verschiebungen von Verbindung 61 (600 MHz, H,O/D20 (95:5); pH = 3; T =
300 K. Als Referenz diente TSP (0,0 ppm)).

Ca Cp Cy1/2 C61/2 Cel/2

Serl 58,330 63,761 - - -
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Leu2
Asp3
Met4
Asnb
Cysb6
Lys7
Arg8
GIn9
LeulO
Tyrll
Serl2
Cysl3
Ilel4
Glylb

55,253
53,205
55,799
53,430
58,546
56,290
55,998
55,458
55,641
57,480
58,012
58,164
61,418
42,041

Fortsetzung von Tab.

42,102
38,633
32,312
38,514
27,787
32,625
30,695
29,287
42,323
38,674
63,664
27,726

38,466 27,106/17,211

n.d.

31,824

8.37

24,729/23,335 -

28,974
43,282

24,586,/23,325 -

133,063

12,667

118,014

Tabelle 8.38.: HY-H*-Kopplungskonstanten von Verbindung 61 in Hz.

3J(HN-H®) [Hz]

8J(HN-H®) [Hz]

3J(HN-H®) [Hz]

Serl

Leu2
Asp3
Met4
Asnb

6,5
7,0
7,9
6,7
8,0

Cys6
Lys7
Arg8
GIn9
LeulO

7.6
7.1
7.0
7.2
7.4

Tyrll
Ser12
Cysl13
llel4

Glylbs

7.1
7,3
7,0
6,7
6,5

Darstellung von Ac-Ser-Leu-Asp-Met-Asn-Cys(cycloPL)-Arg-Lys-GIn-Leu-Tyr-Ser-
Cys(cycloPL)-lle-Gly-NH; (62)

Durchfiihrung: 2,5 mg (1,41 pmol) 61 wurden in 1,25 ml TrisCl-Puffer (15,5 M, pH =
8) gelost und mit 1 eq TCEP zwei Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Unter Riihren

wurden 1,4 eq 60 in 1,75 ml DMSO zugegeben. Nach 10, bzw. 20 min wurden jeweils

weitere 1,4 eq 60 in 0,2 ml DMSO zugegeben. Nach 15 min Riithren im Dunkeln wurde

weitere 15 min bei Umgebungslicht geriihrt.
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Durch Zugabe von ~10 ml Wasser wurde der iiberschiissige Linker ausgefillt, abzentri-
fugiert und die iiberstehende Losung lyophylisiert. Die erhaltenen 2 mg gelben Feststoffes
wurden mittels HPLC gereinigt.

Ausbeute: Spuren

Retentionszeit: 28,7 min bei 20 - 45 % B in 50 min

MALDI-TOF-MS: [M+H]*: m/z = 2063,7; berechnet: m/z = 2064,4

Anmerkung: Eine Versuchsreihe zur Optimierung der Reaktionsbedingungen (in reinem
DMSO, Peptid 5-fach verdiinnt, Peptid 2-fach konzentriert) brachte keine Verbesserung der
Ausbeute.

8.4. Verwendete Oligonukleotide

Bis auf die beiden selbst transkribierten RN A-Konstrukte 55 und 10 wurden sdmtliche Oli-
gonukleotide bei der Firma Metabion, Martinsried, bestellt. In Tab. 8.39 sind die Sequenzen
sdmtlicher verwendeter Oligonukleotide aufgelistet. Die Transkriptionsbedingungen der bei-
den selbst hergestellten RNAs sind in 8.4.1 beschrieben.

Tabelle 8.39.: Verwendete Oligonukleotidsequenzen.

Oligo Sequenz

2 5-GGA AAA UAA CUU CGG UUA UUU UCC-3’
5-GGA AAA UAA CUU-3

5-GGA AAA TAA CTT CGG TTA TTT TCC-3’
5-GGA AAA TAA CTT-3

5-CGT CGA CCG CGT-3

5-CGT CGA CGT CAT-3

5-CAT AGA CTA GTA-3

Mischung aus S. cerevisiae tRNA

© 0 N O Ok W

10 5-GGG CUC GUA UGG CGC AGU GGU AGC GCA GCA GAU UGC AAA UCU

GUU GGU CCU UAG UUC GAU CCU GAG UGC GAG CU-3

11 5-GCT CGT ATG GCG CAG TGG TAG CGC AGC AGA TTG CAA ATC TGT

TGG TCC TTA GTT CGA TCC TGA GTG CGA GCT-3’

12 5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GAC CCT GAA GTA CAG CTC CAC CAG

CGT TTT TCG GTG GTG CAG ATG AAC TTC AGG GTC A-3’

13  5-GGA CCC TGA AGT ACA GCT CCA CCA GCG TTT TTC GGT GGT GCA

GAT GAA CTT CAG GGT CA-3
14 5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG-3’
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15

16

17

18

19

20

21

22

23

24
44

55
70

Fortsetzung von Tab. 8.39
5-GGA CCC TGA AGT TCA TCT GCA CCA CCG TTT TTC GGT GGT GCA

GAT GAA CTT CAG GGT CA-3

5-GGA CCC TGA AGT ACA GCT CCA CCA GCG TTC GCG GTG GTG CAG
ATG AAC TTC AGG GTC A-3

5-GCC TGA AGT ACA GCT CCA CCA GCG TTT TTC GGT GGT GCA GAT
GAA CTT CAG GA-3

5-GGA AGT ACA GCT CCA CCA GCG TTT TTC GGT GGT GCA GAT GAA
CTT CA-3

5-GGT ACA GCT CCA CCA GCG TTT TTC GGT GGT GCA GAT GAA CA-3
5-GCA GCT CCA CCA GCG TTT TTC GGT GGT GCA GAT GA-3’

5-GCT CCA CCA GCG TTT TTC GGT GGT GCA GA-3’

5-GGG UGG GUU CCU GGA ACU AUU GUU UUU UCA GGG UGG GUG UAA
AAG CAA UUG UUC CAG GAA CCA G-3¥

5-GGG UUC CUG GAA CUA UUG UUU UUU CAU UUU UGU AAA AGC AAU
UGU UCC AGG AAC CAG-3’

5-Biotin-GGA AAA UAA CUU CGG UUA UUU UCC-3’

5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA TAC CAT GTT CAG AAG AAC GTG
GTG TCT C-3

5-GGG AUA CCA UGU UCA GAA GAA CGU GGU GUC UC-3’

5-TGT CTT CGC CTT CTT ACG CAC TTT CCT TTG GAC TTC TTC CTT
TCT TTC CCT CGA CTA AGC ACC C-3’

8.4.1. RNA-Transkription

Transkription von 55 (5’-GGA AUA CCA UGU UCA GAA GAA CGU GGU AUC

uc-3)

Herstellung und Amplifizierung des entsprechenden dsDNA-Templates durch PCR wurde
mit den ,Peqglab Taq“-Kits (Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen) durchgefiihrt. Die

dabei eingesetzten Substanzen incl. Menge und Endkonzentration sind Tab. 8.40 zu ent-

nehmen.

Der 10x Taq-Puffer Y besteht aus 200 mM Tris- HCl pH = 8,55, 160 mM (NHy)2SOy,
0,1 % Tween 20, 20 mM MgCls. Als Templat bzw. Primer wurden verwendet:

Templat: 5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGA TAC CAT GTT CAG AAG AAC
GTG GTA TCT C-3
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Tabelle 8.40.: Menge der bei der PCR eingesetzte Substanzen und deren Endkonzentration, sowohl fiir die
Testreihe zur Bestimmung der optimalen annealing Temperatur als auch fiir die praparative PCR.

nl (T-Reihe) pl prip. PCR Endkonzentration [pM]

10x Taqg-Puffer Y 40 10 1-fach
25mM dNTPs 3,2 0,8

100 pM Primer A 4 1 1
100 pM Primer B 4 1 1
200 nM Templat 4 1 0,2
ddH>O 340 85

Taq DNA Polymerase 4 1

Gesamtvolumen 400 100

Tabelle 8.41.: Einzelne Schritte bei der PCR. Nach der initiativen Denaturierung werden die Schritte 2-4 25 mal
wiederholt. Danach wird auf 0 °C abgekiihlt.

Schritt Nr. Prozedur T [°C] Dauer
1 Denaturierung zu Beginn  94°C 2 min.
2 Denaturierung 94°C 50 sek.
3 Annealing 56 °C 60 sek.
4 Elongation 72°C 50 sek.
5 0°C

Primer A: 5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG G-3%

Primer B: 5-GAG ATA CCA CGT TCT TCT G-3’

Zur Bestimmung der optimalen Annealing-Temperatur wurde zun#chst eine PCR bei
verschiedenen Temperaturen (52 °C - 72 °C) durchgefiihrt. Im Agarose-Gel (2,5% in TBE-
Puffer (89 mM Tris, 89 mM Borat, 20 mM EDTA)) sind Produktbanden bei 54 °C und
58 °C zu sehen. Daher wurde die folgende praparative PCR bei 56 °C durchgefiihrt.

Fiir die praparative PCR wurden die in Tab. 8.40 aufgefiihrten Bestandteile (aufler der
Polymerase) in 8 PCR-tubes zusammengegeben und auf 94 °C erwérmt. Dann wurde die
Taq DNA Polymerase zugegeben und die Zyklen 2-4 in Tab. 8.41 25 mal durchgefiihrt. Die
Fraktionen wurden vereinigt und mit 10 Vol. % Natriumacetat (3 M, pH = 5,4) versetzt.
Nach Zugabe der doppelten Menge Ethanol wurde das PCR-Produkt bei -80 °C ausgefillt,
zentrifugiert, abdekantiert und in 80 pl Wasser resuspendiert.

Zur Transkription der RNA wurden die in Tab. 8.42 aufgefiihrten Bestandteile in Eppen-
dorf Reaktionsgefifie gegeben und 2 h bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 2 pl DNasel
wurde weitere 20 min bei 37 °C inkubiert und wie oben beschrieben aus EtOH gefillt. Das

Pellet wurde in 50 pl Wasser resuspendiert und mittels préaparativer Polyacrylamid Gel-
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Tabelle 8.42.: Menge der eingesetzten Substanzen fiir die RNA-Transkription.

Menge [pl]
PCR-Produkt 40
5x Transkriptionspuffer 40
25 mM NTPs 20
ddH->O 97
T7 RNA Polymerase 3

elektrophorese (PAGE) aufgereinigt. Die erhaltene intensive Bande wurde ausgeschnitten,
zerkleinert und in 500 pl Wasser iiber Nacht bei 4 °C geschiittelt. Nach Filtration durch
Glaswolle wurde erneut aus Ethanol ausgeféllt und in 20 pl Wasser resuspendiert. Eine
UV-spektroskopische Konzentrationsbestimmung ergab eine Konzentration von 19,2 pM,

was einer Gesamtmenge RNA 55 von 0,365 nmol entspricht.

Transkription von 10 (5’-GCU CGU AUG GCG CAG UGG UAG CGC AGC AGA UUG
CAA AUC UGU UGG UCC UUA GUU CGA UCC UGA GUG CGA GCU-3)

Die Transkription der tRNAYS wurde wie oben beschrieben durchgefiihrt. Als Templat,

bzw. Primer wurden verwendet:

Templat: 5-TCG TAT GGC GCA GTG GTA GCG CAG CAG ATT GCA AAT
CTG TTG GTC CTT AG-3’

Primer A: 5-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GGC TCG TAT GGC GCA GTG
GTA GC-3’

Primer B: 5-AGC TCG CAC TCA GGA TCG AAC TAA GGA CCA ACA GAT
TTG CAA TCT GC-3’

Fiir die PCR wurden die in Tab. 8.40 aufgefiihrten Bestandteile (auBer der Polymerase)
in 8 PCR-tubes zusammengegeben und auf 94 °C erwédrmt. Dann wurde die Taq DNA
Polymerase zugegeben und die Zyklen 2-4 in Tab. 8.41 25 mal durchgefiihrt. Die Fraktionen
wurden vereinigt und mit 10 Vol. % Natriumacetat (3M, pH = 5,4) versetzt. Nach Zugabe
der doppelten Menge Ethanol wurde das PCR-Produkt bei -80 °C ausgefillt, zentrifugiert,
abdekantiert und in 120 pl Wasser resuspendiert.

Zur Transkription der RNA wurden die in Tab. 8.42 aufgefiihrten Bestandteile in Eppen-
dorf Reaktionsgefiafle gegeben und 2 h bei 37 °C inkubiert. Nach Zugabe von 2 pl DNasel
wurde weitere 20 min bei 37 °C inkubiert und wie oben beschrieben aus EtOH gefillt. Das

Pellet wurde in 50 pl Wasser resuspendiert und mittels priaparativer PAGE aufgereinigt.
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Die erhaltene intensive Bande wurde ausgeschnitten, zerkleinert und in 500 ul Wasser iiber
Nacht bei 4 °C geschiittelt. Nach Filtration durch Glaswolle wurde erneut aus Ethanol
ausgefillt und in 30 pl Wasser resuspendiert. Eine UV-spektroskopische Konzentrationsbe-
stimmung ergab eine Konzentration von 84,4 pM, was einer Gesamtmenge RNA 10 von
2,5 nmol RNA entspricht.

8.5. Proteinexpression

8.5.1. Puffer und Medien
DYT Agarplatten

Zur Herstellung der Agarplatten wurden zunéchst 16 g Trypton, 10 g Hefeextrakt, 5 g NaCl
und 16 g Agar eingewogen, in 1 1 Wasser gelost und autoklaviert. Nach Abkiihlen auf etwa
60 °C wurden 10 ml 20 %ige, steril filtrierte Glukoselosung und entsprechend Antibiotika

zugegeben. Die Platten wurden gegossen und bei 4 °C aufbewahrt.

DYT-Medium

16 g Trypton, 10 g Hefeextrakt, 2,5 g NaCl und 2,5 g NagHPO4 wurden in 1 1 Wasser gelost
und autoklaviert. Nach Abkiihlen wurden 10 ml 20 %ige, steril filtrierte Glukoselosung und
entsprechend Antibiotika zugegeben.

LB-Medium

10 g Trypton, 10 g NaCl und 5 g Hefeextrakt wurden in einem Liter Wasser geltst und

autoklaviert.

SOC-Medium

20 g Trypton und 5 g Hefeextrakt wurden in einem Liter Wasser gelost. Die weiteren Salze
wurden aus entsprechenden Stammlosungen zu der in Klammern stehenden Endkonzentra-
tion dazugegeben: NaCl (10 mM), KCI (2,5 mM), MgCly (10 mM) und MgSO4 (10 mM).
Nach autoklavieren wurde steril filtrierte Glukose dazugegeben (20 mM).

M9-Medium

17,12 g NapgHPOy4 - 12 H50, 3 g KHoPOy, 1 g NaCl und 1 g NH4Cl wurden in einem Liter
Wasser gelost und autoklaviert. Danach wurden 4 g Glukose (gelost in ~20 ml HyO, steril
filtriert), 100 mg Celtone und 10 ml 100x BME Vitamine hinzugegeben. Die weiteren Salze
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wurden aus entsprechenden Stammlosungen zu der in Klammern stehenden Endkonzen-
tration dazugegeben: MgSO,4 (1 mM), CaCly (100 nM), NasSO4 (3 mM) und ZnSOy4 (150
nM), sowie entsprechende Antibiotika.

Transformationspuffer pH = 6,7

Der Transformationspuffer bestand aus 10 mM Pipes, 15 mM CaClsy, 250 mM KCI und 55
mM MnCls.

Lysepuffer pH = 6,1

Der Lysepuffer bestand aus 20 mM MES, 10 mM DTT, 50 ptM ZnSOQO,, einer Spatelspitze
MgSO,4 und DNAse sowie einer Protease-Inhibitor-Tablette.

8.5.2. Transformation und Expression

Sowohl die Anzucht der Bakterien als auch die IPTG-induzierte Uberexpression des Prote-
ins wurden in den S1-Laboratorien der Arbeitsgruppe Stiirmer, Fachbereich Biologie durch-

gefiihrt.

Losen des Plasmids

Das Plasmid (fiir E. coli Expression von Xenopus laevis ZFa 1-128 mit optimierten Co-
dons 77 und 78) wurde von Prof. Peter E. Wright, The Scripps Research Institute, La
Jolla, USA zur Verfiigung gestellt. Zum Versenden wurden 10 pl einer 100 ng/pl Lésung in
wiassrigem Puffer auf ein Filterpapier gegeben, markiert und Trocknen gelassen. Zum Her-
auslosen wurde der markierte Teil des Filterpapiers ausgeschnitten, zerkleinert und in ein
Eppendorf-Gefil gegeben. Nach Zugabe von 100 pl Tris-Puffer (10 mM, pH = 7.5) wurde
10 min bei Raumtemperatur stehengelassen und anschlieflend 2 min zentrifugiert. Die Plas-
midhaltige Pufferlosung wurde in 5 Aliquote aufgeteilt. Nach Schockfrieren in fliissigem
Stickstoff wurden die Aliquote bei -20 °C aufbewahrt.

Transformation

E. coli BL21 (DE3) Rosetta Zellen wurden nach folgendem Schema kompetent gemacht

und mit dem oben beschriebenen Plasmid transformiert [207:208].

1. Die Zellen wurden auf einer DYT-Agar-Platte mit Chloramphenicol ausgestrichen

und iiber Nacht bei 37 °C wachsen gelassen.
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Einzelne Kolonien wurden gepickt und in jeweils 5 ml DYT-Medium mit Chloram-
phenicol iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt.

3. In einem 100 ml Anzuchtkolben wurden 10 ml SOC-Medium mit 200 ul der Ubernacht-
Kultur inokuliert und bei 37 °C geschiittelt bis sie eine ODgog von 0,7 erreicht hatten.

4. Der Kolben wurde 10 min auf Eis geschiittelt.

5. Die Losung wurde 10 min bei 4 °C und 2.500 g zentrifugiert.

6. Das Zellpellet wurde in 5ml Transformationspuffer resuspendiert. Der Uberstand
wurde verworfen.

7. Die Suspension wurde 10 min bei 4 °C und 2.500 g zentrifugiert.

8. Das Zellpellet wurde erneut in 1,5 ml Transformationspuffer resuspendiert. Der Uber-
stand wurde verworfen.

9. Es wurden 10 pl Plasmidlésung hinzugegeben und fiir 40 min bei 4 °C inkubiert.

10. Die Suspension wurde 40 s auf 42 °C erhitzt und anschlieSend 2 min auf Eis inkubiert.

11. Nach Zugabe von 1,5 ml DYT-Medium mit Chloramphenicol wurde 70 min bei 37 °C
geschiittelt.

12. Die transformierten Zellen wurden auf DY T-Agar-Platten mit Chloramphenicol und
Carbenicillin ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C wachsen gelassen.

13. Zur Herstellung von Cryo-Kulturen wurden einzelne Kolonien in je 1 ml Medium
(DYT bzw. LB) inokuliert, bis zu einer ODggg > 0,6 wachsen gelassen, mit 8% DMSO
versetzt und auf -80 °C schockgefroren.

Expression

Das generelle Vorgehen bei den Testexpressionen war:

1.

2.

3.
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Die transformierten Zellen aus 8.5.2 wurden auf DYT-Agarplatten mit entsprechen-

den Antibiotika ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C anwachsen gelassen.

1-2 ml des jeweiligen Antibiotika enthaltenden Mediums wurden mit einer einzelnen

Kolonie angeimpft. Es wurde iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt.

Die Vorkulturen wurden 15 min bei 4 °C und 2.500 g zentrifugiert, abdenkantiert und

in 1 ml Medium aufgeschlimmt.
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4. 50 ml des jeweiligen Antibiotika enthaltenden Mediums wurden mit 100 ul Vorkultur
inokuliert. AnschlieBend wurde bei 37 °C solange geschiittelt bis eine ODggg von 0,6

- 0,9 erhalten wurde.

5. Zur Induktion der Uberexpression des gewiinschten Proteins wurde IPTG (Endkon-
zentration 1 mM) zugegeben. Die Kulturen wurden bei 37 °C geschiittelt bis der
ODgpo-Wert nicht mehr zunahm.

6. Zur gelelektrophoretischen Untersuchung wurden 20 pl der Zellsuspension in einem
Eppendorf-Gefifl mit 10 pl loading buffer gegeben, 10 min auf 99 °C erhitzt und 1 min
geschiittelt.

Die préaparative Expression wurde nach dem unten stehenden Schema durchgefiihrt, wo-
bei die Punkte 1-4 analog denen der Testexpressionen war. Als Medium diente "N mar-
kiertes M9-Medium mit "N markiertem Celtone.

Als Antibiotikum wurde sowohl bei den DYT-Agarplatten, als auch im Wachstumsme-
dium Ampicillin (100 mg/1) verwendet.

1. Die transformierten Zellen aus 8.5.2 wurden auf DYT-Agarplatten mit Selektions-

marker ausgestrichen und iiber Nacht bei 37 °C anwachsen gelassen.

2. 1-2ml des jeweiligen Selektionsmarker enthaltenden Mediums wurden mit einer ein-

zelnen Kolonie angeimpft. Es wurde iiber Nacht bei 37 °C geschiittelt.

3. Die Vorkulturen wurden 15 min bei 4 °C und 2.500 g zentrifugiert, abdenkantiert und

in 1 ml Medium aufgeschlammt.

4. 50 ml des jeweiligen Selektionsmarker enthaltenden Mediums wurden mit 100 pl Vor-
kultur inokuliert. Anschlielend wurde bei 37 °C solange geschiittelt bis eine ODggg

von 0,6 - 0,9 erhalten wurde.

5. Es wurde erneut 15 min bei 4 °C und 2.500 g zentrifugiert, abdekantiert und resuspen-
diert. Mit der erhaltenen Suspension wurden je 500 ml M9-Medium mit Ampicillin

als Selektionsmarker inokuliert.
6. Bei 37 °C wurde geschiittelt bis eine ODggg von ca. 0,7 erhalten wurde.

7. Zur Induktion der Uberexpression des gewiinschten Proteins wurden je 500l 1M
IPTG-Loésung (Endkonzentration 1 mM) zugegeben. Die Kulturen wurden bei 37 °C
geschiittelt bis der ODggg-Wert nicht mehr zunahm (etwa 5 h).
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8. Zum Ernten der Zellen wurden diese in 2 Zentrifugenbecher iiberfithrt und 30 min bei
4°C und 5000 rpm zentrifugiert. Der Uberstand wurde abdekantiert, das Zellpellet
mit je 30 ml Wasser resuspendiert und erneut zentrifugiert. Der Uberstand wurde

abdekantiert und die Zellen weggefroren.

8.5.3. Plasmidprdparation

Zur Sequenzierung des transformierten Plasmids wurde eine DY T-Agarplatte mit Ampicil-
lin mit Zellen der Cryokultur bestrichen und iiber Nacht bei 37 °C inkubiert. Dann wurden
einzelne Kolonien gepickt und in 1 ml LB-Medium (mit Ampicillin) bei 37 °C iiber Nacht
geschiittelt. Die Zellsuspension wurde 15 min bei 4 °C und 5400 rpm zentrifugiert. Mit dem
verbleibenden Pellet wurde mit Hilfe des Quiagen Miniprep-Kits geméf3 der beiliegenden
Vorschrift 164 das Plasmid amplifiziert. Es wurden 50 pl einer 250 ng/ml enthaltenden Lo-

sung erhalten. Diese wurde 1:2 verdiinnt und von der Firma GATC (Konstanz) sequenziert.

8.5.4. Reinigung

Je ca. 1 g der eingefrorenen Zellpellets wurden aufgetaut und in ca. 60 ml Lysepuffer sus-
pendiert. Die Zellsuspension wurde drei mal Hilfe einer French-Press aufgeschlossen, an-
schlieSend wurde mit Hilfe einer Ultrazentrifuge 1h bei 38.000 rpm abzentrifugiert. Der

Uberstand wurde filtriert und der folgenden Reinigungsprozedur unterzogen.

lonenaustausch-Chromatographie

Bei der Ionenaustausch-Chromatographie wurden folgende beiden Sdulentypen verwendet:

Anionentauscher:  HiTrap Q FF, GE Healthcare
Kationentauscher: Hi Trap SP FF, GE Healthcare

Als Puffer wurden verwendet:

Puffer A: 20 mM MES pH 6,1, 2 mM DTT, 50 utM ZnSOy4
Puffer B: 20 mM MES pH 6,1, 0,6 M NaCl

Zur Tonenaustauschchromatographie wurden zunéchst eine Anionentauscher- und zwei
Kationentauschersidulen hintereinandergeschaltet und mit Puffer A dquilibriert. Nun wurde
der filtrierte Uberstand iiber die Systempumpe direkt auf die Séule aufgetragen. Danach
wurde mit Puffer A gewaschen, bis die Basislinie wieder ihren Ausgangswert erreicht hatte
(ca. 3 Sdulenvolumen). Die Anionentauscherséule wurde entfernt und das Protein mit einem
Gradienten auf 100 % Puffer B (1 % / min) eluiert.
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Die Fraktionen der beiden Hauptpeaks wurden vereint und mit Hilfe von Centripreps auf

ca. 0,6 ml eingeengt.

Gelfiltration

Die Gelfiltration wurde mit einer Superdex 75 Séule (Sdulenvolumen 120 ml) bei 4 °C durch-

gefiihrt.
Als Puffer wurde verwendet:
Puffer A: 20 mM Tris pH 6,8, 2 mM DTT, 100 mM NaCl, 50 uM ZnSOy4

Die Saule wurde zunéchst mit 1,5 Sdulenvolumen Wasser, dann mit 2,5 Sdulenvolumen
Puffer A #quilibriert. Danach wurden die nach der Ionenaustauschchromatographie aufkon-
zentrierten Fraktionen injiziert und bei einem Flufl von 1 ml/min aufgetrennt. Das Volumen

der gesammelten Fraktionen betrug 5 ml je Fraktion.

NMR-Spektren

Die NMR-Spektren wurden in folgendem gepufferten System aufgenommen: 20 mM Tris,
20 mM KCI, 1 mM MgSQOy, 10 uM ZnSOy4, 10 mM DTT, 4 mM NaNs, 5 % D20, pH =
6,8. Die Temperatur wurde mit 4% MeOH in MeOD bestimmt und betrug 293 K (an der
Temperiereinheit eingestellt: 298 K).

H: zgesgp (DG_100201/2)

'H-15N HSQC: hsqcetf3gp (DG_100201/3 und 4)

8.6. NMR-Experimente

8.6.1. Probenvorbereitung

Wenn nicht anders angegeben, wurden die lyophilisierteen Peptide in einer Mischung aus
H20/D20 95:5 gelost. Dann wurden TSP (Endkonzentration 100 pM) und Natriumazid
(Endkonzentration 4 mM) zugegeben und der gewiinschte pH-Wert mit HCl bzw. NaOH
eingestellt.

8.6.2. Spektrometer

Samtliche 1- und 2D-NMR-Spektren wurden an folgenden Spektrometern aufgenommen:

- Bruker Avance DRX 600 Spektrometer mit 5 mm TXI-H/C/N inversem Tripelresonanz-

Probenkopf mit abgeschirmten Z-Gradienten
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- Bruker Avance III 600 Spektrometer mit Kryoplattform, 5 mm TCI-H/C/N inversem

Tripelresonanz-Kryoprobenkopf mit abgeschirmten Z-Gradienten

- Bruker Avance III 400 Spektrometer mit 5 mm BBFOplus-Breitband-Probenkopf mit

abgeschirmten Z-Gradienten
Zur Prozessierung und Auswertung der Spektren wurde folgende Software verwendet:

MestRe-C, bzw. MestReNova (Mestrelab Research)

XWINNMR 3.6 (Bruker)

Topspin 2.1 (Bruker)

- CARA[20]

8.6.3. Spektren

Bei den synthetisierten Verbindungen sind die Pulsprogramme der aufgenommen Verbin-
dungen angegeben, der Speicherort ist in Klammern dahinter vermerkt. Sdmtliche Pulspro-
gramme sind im Anhang B aufgelistet. Die jeweils verwendete Technik zur Unterdriickung
des Wassersignals ist diesen zu entnehmen.

Eindimensionale Spektren wurden in der Regel mit 32k Datenpunkten aufgenommen.
Bei 2D-Spektren wurden normalerweise 4k Datenpunkte in der direkten und 512 Daten-
punkte in der indirekten Dimension aufgenommen. Die Anzahl der Scans wurde je nach
Probenkonzentration individuell angepasst.

Bei der Prozessierung wurde einfaches oder zweifaches zerofilling verwendet. Als window
function diente eine sin’- oder eine Exponentialfunktion. Die Basislinienkorrektur erfolgte

automatisch mit einem Polynom fiinften Grades.

8.6.4. Secondary chemical shifts

Zur Auftragung der chemischen Verschiebungen im Vergleich mit den tabellierten random-
coil-Werten wurden Balkendiagramme erstellt, die die Abweichung der chemischen Ver-
schiebung von den fiir random-coil-Strukturen typischen Werten zeigen. Dazu wurden die
von Schwarzinger et al. verdffentlichen Werte '8! mit den sequenzabhiingigen Korrektur-
werten 192 verwendet.

Zur Berechnung der random-coil-Verschiebungen unter Beriicksichtigung der sequenz-

abhingigen Korrekturfaktoren wurde im Rahmen des Mitarbeiterpraktikums von Moritz

194



8.6. NMR-Experimente

Baier das Programm Random Coil NMR Shift Calculator 2% entwickelt. Neben den korri-
gierten random-coil-Verschiebungen kénnen damit auch Werte fiir a-Helix- und S-Faltblatt-
strukturen ausgegeben werden. Die tabellierten Datenséitze sind dabei beliebig erweiterbar.
Zum Einfiigen der jeweiligen Sequenz und der experimentell bestimmten chemischen Ver-
schiebungen koénnen direkt die CARA Sequenzdateien (*.seq) und die CARA atomlists

(*.prot) ausgelesen werden.

8.6.5. NMR-Titrationen
Titration von 25 mit den Oligonukleotiden 2, 3, 4 und 5

Zur Titration des zyklischen Peptids 25 mit den vier Oligonukleotidmotiven wurde zunéchst
je eine ca. 100 pM Probe des Peptides in Acetatpuffer pH = 4,5 (10 mM Essigsidure (d4),
20 mM KCl, 1 mM MgSO, in HoO/D20O 95:5) vorgelegt. Eine 2 mM wissrige Losung
der Oligonukleotide wurde zunéchst 5 min auf 80 °C erhitzt und dann im KEisbad auf 0 °C
abgekiihlt.

Die einzelnen Titrationsschritte sind in Tab. 8.43 - Tab. 8.46 gezeigt.

Tabelle 8.43.: Titration von Peptid 25 (¢ = 0,1 mM in Acetatpuffer pH = 4,5) mit der doppelstrangigen RNA
2

Substanz Zugabe [pl] Konzentration [mM] relativer Anteil [%]

2 mM 2 2 0,02 20 %
2 mM 2 4 0,06 60 %
2 mM 2 4 0,1 100 %
2 mM 2 10 0,2 200 %
2 mM 2 13 0,33 330 %

Tabelle 8.44.: Titration von Peptid 25 (¢ = 0,1 mM in Acetatpuffer pH = 4,5) mit der einzelstrangigen RNA 3.

Substanz Zugabe [pl] Konzentration [mM] relativer Anteil [%]

2 mM 3 2 0,02 20 %
2 mM 3 4 0,06 60 %
2 mM 3 4 0,1 100 %
2 mM 3 5 0,15 150 %
2 mM 3 13 0,28 280 %

195



8. Experimenteller Teil

Tabelle 8.45.: Titration von Peptid 25 (c = 0,1 mM in Acetatpuffer pH = 4,5) mit der doppelstringigen DNA
4

Substanz Zugabe [pl] Konzentration [mM] relativer Anteil [%]

2 mM 4 2 0,02 20 %
2 mM 4 4 0,06 60 %
2 mM 4 4 0,1 100 %
2 mM 4 10 0,2 200 %
2 mM 4 13 0,33 330 %

Tabelle 8.46.: Titration von Peptid 25 (c = 0,1 mM in Acetatpuffer pH = 4,5) mit der einzelstrangigen DNA 5

Substanz Zugabe [pl] Konzentration [mM] relativer Anteil [%]

2 mM 5 2 0,02 20 %
2 mM 5 4 0,06 60 %
2 mM 5 4 0,1 100 %
2 mM 5 10 0,2 200 %
2 mM 5 13 0,33 330 %

Titration der Peptide 29 und 31 mit der dsDNA 13

Zur Titration der Peptids 29 und 31 mit der doppelstringigen hairpin DNA-Motiv 13
wurde zunéchst je eine 150 pM Peptidlosung in Acetatpuffer pH = 4,5 (10 mM Essigsdure
(d4), 20 mM KCI1, 1 mM MgSOy4, 100 pM TSP in HoO /D20 95:5) vorgelegt. Zur Titration
wurde eine 1,77 mM wiissrige Losung der DNA verwendet, die einzelnen Titrationsschritte
sind in Tab. 8.47 und in Tab. 8.48 gezeigt.

Tabelle 8.47.: Titration von Peptid 29 (c = 150 pM) mit dem DNA hairpin-Motiv 13

Substanz  Zugabe [pl] Konzentration [pM] relativer Anteil [%]

1,77 mM 13 2 17,7 12 %
1,77 mM 13 2 35,4 24 %
1,77 mM 13 4 70,8 47 %
1,77 mM 13 6 123.9 83 %
1,77 mM 13 6 177 118 %
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Tabelle 8.48.: Titration von Peptid 31 (c = 150 pM) mit dem DNA hairpin-Motiv 13

Substanz ~ Zugabe [pl] Konzentration [mM] relativer Anteil [%]

1,77 mM 13 2 17,7 12 %
1,77 mM 13 2 35,4 24 %
1,77 mM 13 4 70,8 47 %
1,77 mM 13 6 123,9 83 %
1,77 mM 13 6 177 118 %

Titration von Peptid 42 mit ZnSO,4 und Peptid 43

Es wurden 3,7 mg 42 in 600 nl HoO /D20 95:5 (2,3 mM), 4 mM NaN3 und 100 pM TSP vor-
gelegt. Zunichst wurde 0,1 M ZnSOy4-Losung schrittweise bis zu einer Zn?*-Konzentration
von 3,5 mM (150 %) zugegeben. Danach wurde das Tetrapeptid Ac-CVPC-NH, dazuti-
triert, ebenfalls bis zu einer Konzentration von 3,5 mM (150 %).

Da die Zinksulfatlosung in mehreren Puffern zur Prizipitation neigte wurde in wéssriger
Losung gemessen und der pH-Wert nach jedem Titrationsschritt iiberpriift und gegebenen-

falls nachjustiert.

Tabelle 8.49.: Titration von 42 mit 0,1 M ZnSO4-L3sung und Tetrapeptid 43 bei pH = 6,5. Die Konzentration
des vorgelegten Peptides betrug 2,3 mM

Substanz ~ Zugabe [pl] Konzentration [mM] relativer Anteil [%]

0,1 M ZnSOy4 1,2 0,23 10 %
0,1 M ZnSOy 4.8 1,15 50 %
0,1 M ZnSOy4 2.4 1,6 70 %
0,1 M ZnSO, 3,6 2.3 100 %

Peptid 43 0,5 mg 2,3 100 %
0,1 M ZnSO, 6,0 3.45 150 %

Titration von 43 mit ZnSO, und 42

Es wurden 2,4 mg 43 in 600 pl HoO/D20O 95:5 (8,6 mM), 4 mM NaNjs, 100 pM TSP und
11 mM TCEP vorgelegt. Die einzelnen Titrationsschritte sind Tab. 8.50 zu entnehmen.

Tabelle 8.50.: Titration von 43 mit 0,57 M ZnSO4-Ldsung bei pH = 6,5. Die Konzentration des vorgelegten
Peptides betrug 8,6 mM

Substanz Zugabe [pl] Konzentration [mM] relativer Anteil [%]

0,57 mM ZnSO, 2,5 2,15 25 %
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Fortsetzung von Tab. 8.50

0,57 mM ZnSOy4 2,5 4,3 50 %
0,57 mM ZnSOy4 5,0 8,6 100 %

8.7. SPR-Experimente

Sémtliche SPR-Experimente wurden an einem Biacore T100-System (GE Healthcare) durch-
gefiihrt. Als Kontrollsoftware diente die Biacore T100 Control Software (Version 1.1), die
Auswertung der Daten wurde mit der T100 Evaluation Software (Version 1.1) durchge-
fithrt. Zur Immobilisierung der Liganden wurden entweder Streptavidin-funktionalisierte
(Series S Sensor Chip SA) oder Carboxymethyl-funktionalisierte (Series S Sensor Chip
CMb5) Sensorchips mit jeweils vier Flufizellen verwendet. Samtliche Experimente wurden
bei 25 °C durchgefiihrt.

8.7.1. Verwendete Puffer und Lésungen
PBS-Puffer pH = 7,2

8 g NaCl, 0,2 g KCl, 3,63 g NasHPO,-12 HyO und 0,24 g KHoPO,4 wurden in 800 ml
HsO gelost. Der pH-Wert wurde auf 7,2 eingestellt, anschlieBend wurde mit HoO auf 1 1
aufgefiillt und steril filtriert.

PBS-Puffer 4 mM NaN; pH = 7,2

PBS-Puffer wurde mit ~260 mg NaNs versetzt. Der pH-Wert wurde eingestellt, anschlie-

Bend wurde steril filtiert.

PBS-Puffer mit 5 % DMSO

1 1 PBS Puffer wurde mit 50 ml DMSO versetzt. Nach einstellen des PH-Wertes wurde
steril filtriert.

HBS-N

In einen Liter HoO wurden 2,383 g HEPES (10 mM) und 8,766 g NaCl (150 mM) gelost.
Mit HCI und NaOH wurde der pH-Wert auf 7,2 eingestellt.
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HBS-P

Zur Herstellung des HBS-P-Puffers wurde HBS-N-Puffer mit 0,5 % (v/v) Tween20 versetzt.

HBS-RNA pH = 7,0

4,76 g HEPES und 4,19 g KCI wurden in 1 1 HoO mit 1 ml 1 M MgSOy4-Lésung und 100 pl
0,1 M ZnSO4-Losung versetzt und steril filtriert. Nach Zugabe von 1,54 ¢ DTT wurde

erneut steril filtriert.

0,1 M Natriumphosphat-Puffer pH = 7,0

2,185 g NagHPO, - 12 H2O und 0,538 g NaHsPOy4 - HoO wurden in 100 ml HoO gelost. Der
pH-Wert wurde mit HCI, bzw. NaOH auf 7,0 eingestellt.

10 mM Natriumborat-Puffer pH = 8,5 / 1 M NaCl

Zur Herstellung von 0,2 M Stammlésungen wurden 1,534g NasB4O7 - 10 HoO und 0,247 g
H3BOj3 in jeweils 20 ml HoO geltst. Die Losungen wurden je nach gewiinschtem pH-Wert
zusammengegeben, 1 ml mit HoO auf 20 ml aufgefiillt und mit 1,16 g NaCl versetzt. Der
pH-Wert wurde mit HCI und NaOH eingestellt und filtriert.

0,1 M Natriumacetat, pH = 4

Zur Herstellung von 0,2 M Stammldsungen wurden 1,36 g Natriumacetat und 0,6 g (0,57 ml)
Essigsdure in 50 ml HoO gelost. Der pH-Wert wurde durch Zusammentitrieren der beiden

Stammlosungen eingestellt, anschlieBend wurde 1:1 mit HoO verdiinnt und filtriert.

50 mM NaOH / 1 M NaCl

0,584 g NaCl und 0,5 ml 1 M NaOH wurden in 10 ml HoO gel6st.

GlycinpH =1,5-45

37,6 mg Glycin wurden in 50 ml HoO gelost und filtriert. Der jeweilige pH-Wert wurde mit
NaOH, bzw. HCI eingestellt.

1 mM HCI

1 M HC1 wurde mit HoO 1:1000 verdiinnt und filtriert.
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1, bzw. 4 M NaCl

2,922 g, bzw. 11,688 g NaCl wurden in 50 ml HoO gel6st und filtriert.

50 % Ethylenglykol

Ethylenglykol wurde 1:1 mit HoO gemischt und filtriert.

0,4 M EDC / 0,1M NHS

76,7 mg EDC und 11,5 mg NHS in jeweils 1 ml HyO gelst. Die beiden Losungen wurden

direkt vor Verwendung 1:1 gemischt.

50 mM Cystein / 1 M NaCl

0,09 g Cystein und 0,584 g NaCl wurden in 10 ml 0,1 M Natriumacetatpuffer pH = 4 gelost
und filtriert.

1 M Ethanolamin pH = 7,00

0,611 mg (0,6 ml) Ethanolamin wurden in 10 ml 0,1 M Natriumphosphatpuffer pH = 7
gegeben und filtriert.

1 M Ethanolamin pH = 8,5

0,611 mg (0,6 ml) Ethanolamin wurden in 10 ml HyO gegeben. Der pH-Wert wurde mit
NaOH, bzw. HCI eingestellt.

50 mM BMPH

7,43 mg BMPH wurden in 500 ul 10 mM Natriumboratpuffer pH 8,5 / 1M NaCl direkt vor

der Verwendung gel6st und filtriert.

8.7.2. Immobilisierung
Protein 1 via Aminkupplung

Fiir das pH-Scouting wurden 1 pM Proteinlosungen in Acetatpuffer pH = 4,5, 5, 5,5 und

5,9 hergestellt. Dabei erwies sich pH = 5 als am geeignetsten.
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Zum Immobilisieren des Proteins wurde eine Flusszelle eines CM5-Sensorchips zunéchst
einige Male mit 50mM NaOH/1M NaCl behandelt. Nach Aktivieren der Oberfldche (zwei-
mal 5 min mit EDC/NHS) wurde das Protein (1pM Losung in Acetatpuffer pH = 5,0) mit
zwei 5 miniitigen Injektionen immobilisiert. AnschlieBend wurde mit Ethanolamin (einmal
5 min) nicht gebundenes Protein weggewaschen und nicht reagierte Aminogruppen auf der
Chipoberfliche gecappt.

Als Laufpuffer diente HBS-RNA, die Flussgeschwindigkeit betrug 5 pl/min. Die Netto-
belegung betrug etwa 3000 RU.

dsRNA 2 iiber 5’-Biotin-tag

Zur Immobilisierung der dsRNA 2 wurde ein kommerziell erworbenes 5’-Biotin-modifiziertes
Derivat verwendet. Zun#chst wurden zwei Flusszellen eines SA-Sensorchips mit 50mM
NaOH/1IM NaCl behandelt. Danach wurde eine 2 pM dsRNA-Losung solange iiber die
betreffende Flusszelle geleitet, bis keine weitere RU-Zunahme mehr zu beobachten war
(etwa 3 min). Um eine Verschleppung des Liganden zu verhindern wurde nach dem Immo-
bilisieren zusétzlich das , Extrawash“-Modul verwendet (50 mM NaOH/1M NaCl in 50 %
Isopropanol)

Als Laufpuffer diente HBS-N, die Flussgeschwindigkeit betrug 10 - 30 pl/min. Die Net-
tobelegung betrug etwa 1300 RU.

N-terminal Biotin-funktionalisierte Peptide auf einem SA-Chip

Zur Immobilisierung Biotin-funktionalisierter Peptide wurden zunéchst die zu belegenden
Flusszellen sowie die Referenzzelle drei mal eine Minute mit 50mM NaOH/1M NaCl be-
handelt. Danach wurden die Flusszellen mehrere male fiir einige Minuten mit einer 1 uM
Peptidlosung behandelt bis eine Belegung von etwa 1000 RU erreicht wurde. Als Laufpuffer
dienten PBS oder HBS-N. Die Flussgeschwindigkeit betrug 10 nl/min.

N-terminal Cystein-funktionalisierte Peptide auf einem CM-5-Chip

Der Sensorchip wurde zunéchst drei mal eine Minute mit 50mM NaOH/1M NaCl vorbe-
handelt. Danach wurde einige male EDC/NHS injiziert, bis kein signifikanter RU-Anstieg
mehr zu beobachten war. Die Maleimid-Funktionalitdten wurden durch mehrfache Injektio-
nen mit BMPH eingefiihrt, die verbliebenen NHS-Ester wurden mit Ethanolamin gecappt.
Nun wurde das jeweilige Cystein-modifizierte Peptid durch Injektionen von 1 pM Lésungen
in HBS-N-Puffer immobilisiert, bis kein signifikanter RU-Anstieg mehr zu beobachten war.
Nicht reagierte Maleimid-Gruppen wurden anschliefend mit 50 mM Cystein/1 M NaCl
gecappt. Als Laufpuffer diente HBS-N, die Flussgeschwindigkeit betrug 5 pl/min.
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8. Experimenteller Teil

Tabelle 8.51.: Detaillierte Beschreibung der bei den ITC-Messungen eingesetzten Substanzen, Mengen und

Parameter.
Parameter 9in 1 2in1 9 in Puffer Puffer in Puffer
Puffer HBS-RNA HBS-RNA HBS-RNA HBS-RNA
Tepmeratur [ °C] 25°C 25°C 25°C 25°C
c(Zelle) [nM] 20 pM 30 pM - -
c(Spritze) [pM] 100 pM 300 uM 300 uM -
Injektionsvolumen [pl] 2 ul 2 ul 2 nl 2 nl
Anzahl Injektionen 20 20 20 20
Zeit zwischen den Injektionen 180 s 180 s 180 s 180 s
Riihrgeschwindigkeit [rpm)] 100 100 100 100

8.7.3. Bindungsexperimente

Fiir die Bindungsexperimente wurden Verdiinnungsreihen in 96-well-Platten mit dem je-
weiligen Liganden hergestellt. Dabei wurde der jeweilige Ligand, beginnend mit der nied-
rigsten Konzentration, in aufeinanderfolgenden Zyklen injiziert. Um die Reproduzierbarkeit
der Bindungsexperimente zu iiberpriifen wurde nach Injektion der h6chsten Konzentration
einmal Puffer und einmal ein Aliquot Ligand einer mittleren Konzentration der Verdiin-
nungsreihe injiziert. Die optimalen Regenerationsbedingungen wurden in Vorexperimenten
bestimmt. In der Regel wurden 1 M NaCl oder 50 mM NaOH / 1 M NaCl verwendet.

8.8. ITC-Experimente

Die ITC-Experimente wurden an einem MicroCal ITCygo-System (GE Healthcare) mit
einer 200 pl Probenzelle durchgefiihrt. Als Puffer fiir die zu titrierenden Substanzen und
die Referenzzelle wurde HBS-RNA (s. Abschnitt 8.7) verwendet. Die Zugabe erfolgte mit
Hilfe einer 40 pl Spritze.

Die Parameter der einzelnen Experimente sind in Tab. 8.51 beschrieben.

8.9. HHR-Experimente

Die Reaktionen wurden in 96-well-Platten bei 25 °C in einem Gesamtvolumen von 50 pl
Tris-gepufferter Losung (50 mM Tris pH = 7,5, 100 mM KC1, 10 mM MgSO,) durchgefiihrt.
Als Ribozym wurde ,,HHR1, als FRET-Substrat ,,SL1“ verwendet. 176

In einer separaten Platte wurde zunéchst eine Verdiinnungsreihe der zu untersuchen-
den Peptide hergestellt. In der finalen Platte wurden Ribozym (Endkonzentration 9 nM)
und Substrat (Endkonzentration 250 nM) in Puffer vorgelegt. Nach Zugabe der Peptide
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8.10. Electrophoretic mobility shift assay

(Endkonzentration 0,1 nM - 10 pM) wurde die Platte in den Fluoreszenzreader gestellt.
Die Spaltungsreaktion wurde durch Zugabe von MgCl, gestartet, direkt nach der Zugabe
wurde die Fluoreszenz zeitabhéngig detektiert.

Die fiir die Kompetitionsexperimente verwendeten Oligonukleotide wurden nach dem
Auftauen fiir ca. 5min auf 80 °C erhitzt und danach auf 0°C abgekiihlt. Dies sollte ge-
wiahrleisten, dass die hairpin-Motive intramolekulare Basenpaarungen ausbilden. Um eine
einheitliche Behandlung zu gewéhrleisten wurde mit den einzelstrangigen Motiven identisch

verfahren.

8.10. Electrophoretic mobility shift assay

8.10.1. Radioaktive Markierung der DNA

Zur radioaktiven Markierung der doppelstriangigen DNA 17 wurde diese zunéchst 30 min
mit v-32P-ATP und T4-Polynukleotidkinase bei 37 °C inkubiert. Danach wurde zur Zersto-
rung der Kinase 10 min auf 85 °C erhitzt und zur Abtrennung nicht reagierten v-32P-ATPs
iiber eine Sephadex G-25-Séule filtriert.

8.10.2. Gelelektrophorese

Zur Auftrennung von freier und mit Peptid gebundener DNA wurde zunéchst ein Poly-
acrylamidgel gegossen (8 % Acrylamid, Vernetzungsgrad 19:1). In die einzelnen Taschen
wurden zunéchst jeweils 5 pl eines zuvor hergestellten Mastermizes gegeben. Die Endkon-

zentrationen sind in Klammern angegeben:
- DNA-Lésung (0,2 pM)
- 10x PBS-Puffer (1x, siehe 8.7.1)
- H,O

- Coomassie Brilliant Blue G-250

Danach wurden in jede der Taschen 5 pul Peptidlosung unterschiedlicher Konzentration
aus einer zuvor hergestellten Verdiinnungsreihe gegeben. Die jeweiligen Konzentrationen
waren fiir die beiden Peptide 29 und 31 identisch und sind in Tab. 8.52 dargestellt.

Nach beendetem Beladen des Geles wurde dieses solange einem elektrischen Feld ausge-
setzt, bis der Coomassie-Farbstoff die gesamte Strecke des Gels durchlaufen hatte. Nach
Trocknen iiber Nacht wurden die radioaktiven Banden an einem Phosphorimager ausgele-

sen.
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8. Experimenteller Teil

Tabelle 8.52.: Verwendete Konzentrationen der beiden beim Gel mobility shift assay eingesetzten Peptide 29
und 31.

Tasche 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

¢(29) [pM] 10 5 25 1,25 0,63 031 0,16 0,08 0,04 002 00l 0
¢(31) [uM] 10 5 25 125 0,63 031 0,16 008 004 002 001 0

8.11. NIR-label

Darstellung von H-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-NH, (63)

Durchfiihrung: Das Peptid wurde nach AAV 7 (Abschnitt 8.2) synthetisiert, wobei die
Kupplung der ersten Aminoséure ebenfalls am Synthesizer durchgefithrt wurde und auf die
N-terminale Acetylierung verzichtet wurde.

Ausbeute: nicht bestimmt

Retentionszeit: 30 - 36 min bei 0 - 10 % B in 42 min (analytische Sdule)

MALDI-TOF-MS: [M+H]|" 1423,2; berechnet: 1423,9

Darstellung von 64-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-Arg-NH, (65)

Durchfiihrung: 64 (1 eq.), COMU (0,95 eq.) und DIPEA (1,9 eq.) wurden in NMP
gelost und 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. 63 wurde ebenfalls in NMP geltst und zu
der anderen Losung hinzugegeben. Nach Riithren bei Raumtemperatur iiber Nacht wurde
die griine Losung auf ~1ml eingeengt und mit einer Sephadex PD10-Siule entsalzt. Die
erhaltenen Fraktionen wurden mittels MALDI-TOF-MS analysiert, aufkonzentriert und
per RP-HPLC gereinigt.

Ausbeute: Spuren

Retentionszeit: 38 min bei 30 - 50 % B in 62 min (analytische Saule)

MALDI-TOF-MS: [M+H]*": m/z = 2270,4; berechnet: m/z = 2274,2

Zell-Experimente (durchgefiihrt von Christian Jiingst, AG Zumbusch)

Zwei Tage vor dem Experiment wurden ~100.000 HeLa-Zellen in 35 mm p-dish-Platten
(Ibidi) ausgesét und bei 37 °C mit 5 % COgz inkubiert. Am Tag des Experiments wurde
eine 2 pM Losung von 65 in HKR-Puffer (5 mM HEPES, 137 mM NaCl, 2,68 mM KCI,
2,05 mM MgCl, -6 H20, 1,8 mM CaCls -2 H2O, 1 g/1) hergestellt. Das Zellkulturmedium
wurde abgesaugt und 2 ml der Peptidlosung wurden zugegeben. Nach einer Inkubationszeit
von 30 min wurde die Losung entfernt, danach wurden die Zellen zweimal mit je 1 ml HKR-
Puffer gewaschen. Vor Aufnahme der Fluoreszenzspektren wurde eine Losung mit Hoechst

33342-Farbstoff zugegeben um die Zellkerne anzuféirben. Die Zellen wurden daraufhin einige
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8.11. NIR-label

Stunden mit Hilfe eines Konfokalmikroskopes (Zeiss LSM 510 Meta) bei 37 °C und 5 % COq
beobachtet.

Hoechst 33342 wurde bei einer Wellenléinge von 405 nm angeregt, die Fluoreszenz wurde
mit einem Bandpassfilter bei 420-480 nm detektiert. 65 wurde bei 633 nm angeregt, die
Fluoreszenz wurde mit einem Langpass-Filter bei 650 nm detektiert. Bei diesem Aufbau war
keine langerwellige Anregung moglich, die Fluoreszenzintensitét ist aufgrund der schwachen
Absorption von 64 bei 633 nm relativ niedrig.

Zum Vergleich der Emissionsspektren von 65 in HKR Puffer und in lebenden Zellen wur-
den ~100.000 HeLa-Zellen wie oben beschrieben zwei Tage vor dem Experiment ausgesét.
Nach einstiindiger Inkubationszeit wurden Zellbilder mit einem Konfokalmikroskop (Zeiss
Axiovert 200) mit gepulstem Laser (LDH-P-C-690, Picoquant) und TCSPC-Modul (Hydra-
Harp 400, Picoquant) aufgenommen. Parallel dazu wurden Fluoreszenzspektren mit einem
Dispersionsprisma (PS 857, Thorlabs) und einer CCD-Kamera (Andor Newton DU970N-

BV) aufgenommen.
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A. Verwendete Chemikalien

Tabelle A.1.: Verwendete Chemikalien, sortiert nach dem jeweiligen Hersteller.

Hersteller Chemikalien

Acros Triethylamin, Essigsédureanhydrid, Dimethylsulfoxid, CDCl3
AppliChem SDS (ultrapure), Agar, Hefeextrakt

Biorad SDS-PAGE Standards (low range)

Eurisotop Celtone, D2O (99,90 % D)

Fischer Scientific
Fluka

CIL
GLS
Iris Biotech

J.T. Baker
Livchem
MCAT
Merck

Metabion

Coomassie Brilliant Blue G-250

MTBE, MES, Dinatriumhydrogenphosphat-12 HsO, Natrium-
dihydrogenphosphat - HoO, Natriumiodid, Ethandithiol, Natrium-
hypochlorid, Methanol (HPLC grade), Mercaptoethanol
I5N-Ammoniumchlorid

HOBt

HBTU, Dichlormethan (peptide grade), DIPEA (peptide grade),
DMF (peptide grade), NMP (peptide grade), Piperidin (peptide
grade), TFA (peptide grade), MeO-PEG-COOH

Acetonitril (HPLC grade), NMP (peptide grade)

COMU

Tetrakis(triphenylphospin)-palladium(0)
D-(+4)-Glucose-Monohydrat, Kaliumchlorid, Kaliumhydrogencar-
bonat, Magnesiumsulfat - 7 HoO, Trinatriumphosphat - 7 Ho O, Na-
triumchlorid, Natriumsulfat, DoO (99,8 % D), NaOD, DCI

alle bestellten Oligonukleotide
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A. Verwendete Chemikalien

Novabiochem

Pierce
Rapp Polymere
Riedel-deHaen

Roche
Roth

Serva
Sigma-Aldrich

VWR

208

Fortsetzung von Tab. A.1
Fmoc-Ala-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asn(Trt)-OH, Fmoc-
Asp(OtBu)-OH,  Fmoc-Cys(Trt)-OH,  Fmoc-Glu(OAll)-OH,
Fmoc-Glu(biotinyl-PEG)-OH,  Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-
GIn(Trt)-OH, Fmoc-Gly-OH, Fmoc-His(Trt)-OH, Fmoc-Ile-OH,
Fmoc-Leu-OH,  Fmoc-Lys(Alloc)-OH,  Fmoc-Lys(Boc)-OH,
Fmoc-Met-OH, Fmoc-Pro-OH, Fmoc-Ser(tBu)-OH, Fmoc-Thr-
OH, Fmoc-Tyr(tBu)-OH, Fmoc-Val-OH, HATU, HBTU
BMPH
TentaGel R RAM, PS AM RAM, PS AM NH,
KOH, Kaliumdihydrogenphosphat, Di-Kaliumhydrogenphosphat,
Magnesiumchlorid - 10 H2O, Natriumhydrogencarbonat, NaOH,
Natriumthiosulfat, Natriumtetraborat - 10 HoO, Natriumazid
DNase I, Proteaseinhibitor Tabletten
IPTG, Tween20, Kaliumiodid, MES, DTT, Deoxycholséure, Tri-
chloressigsidure, Trypton, HEPES, Guanidin-hydrochlorid, NaCl,
Glycerin, Iod, Ampicillin, Chloramphenicol, Carbenicillin
Acrylamid
Sinapinsdure, CHCA, DHB, Piperidin (biotech grade), BME-
Vitamine, Zinksulfat, Ethanolamin, Natriumtetraborat, NHS,
EDC, Trifluortoluol, Acetonitril, Triisopropylsilan, Ethanol (abso-
lut), Trizma Hydrochlorid, Trizma Base, Zinksulfat, tRNA Type
X-SA aus S. cerevisiae

Natriumchlorid



B. NMR-Pulsprogramme

p3919gp

;p3919gp
;avance-version (02/05/31)
;1D sequence
;water suppression using 3-9-19 pulse sequence with gradients
;M. Piotto, V. Saudek & V. Sklenar, J. Biomol. NMR 2, 661 - 666 (1992)
;V. Sklenar, M. Piotto, R. Leppik & V. Saudek, J. Magn. Reson., ; Series A 102, 241 -245 (1993)
;$CLASS=HighRes
;$DIM=1D
i$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
1 ze
2 30m pll:f1
dl
pl phl
50u UNBLKGRAD
pl6:gpl
d16 pl18:f1
p27*0.231 ph3
d19*2
p27*0.692 ph3
d19*2
p27*1.462 ph3
d19*2
p27%1.462 ph4
d19*2
p27*%0.692 ph4
d19*2
p0*0.231 ph4
46u
pl6:gpl
d16
4u BLKGRAD
go=2 ph31
30m pll:f1 me #0 to 2 FO(zd)
exit
ph1=0 2
ph3=00112233
ph4=22330011
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B. NMR-Pulsprogramme

ph31=0220

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl18: f1 channel - power level for 3-9-19-pulse (watergate)
;p0 @ f1 channel - 90 degree pulse at pl18

; use for fine adjustment

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p16: homospoil/gradient pulse

;p27: f1 channel - 90 degree pulse at pl18

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d16: delay for homospoil /gradient recovery

;d19: delay for binomial water suppression

; d19 = (1/(2*d)), d = distance of next null (in Hz)
;NS: 8 * n, total number of scans: NS * TDO

;DS: 4

;use gradient ratio: gp 1

;20

;for z-only gradients:

sepzl: 20%

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100

;$1d: p3919gp,v 1.12 2005/11/10 12:17:00 ber Exp $

zgesgppr.hm

;zgesgppr.hm
;avance-version (07/10/04)
;1D sequence ;water suppression using excitation sculpting with gradients
;T.-L. Hwang & A.J. Shaka, J. Magn. Reson., Series A 112 275-279 (1995)
; with presaturation to reduce radiation damping
;$CLASS=HighRes
;$DIM=1D
$STYPE=
;$$SUBTYPE=
;$COMMENT=
prosol relations=<triple>
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>
77p2:p1*21=
?d12=20u"
"TAU=de+p1*2/3.1416+50u”
1 ze
2 30m
d12 pl9:f1
dl cw:fl ph29
d13 do:fl
d12 pll:f1 BLKGRAD
d1
pl phl
50u UNBLKGRAD
pl6:gpl
d16 plO:f1
(p12:spl ph2:r):f1
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4u

d12 pll:fl

p2 ph3

4u

pl6:gpl

d16

TAU

pl6:gp2

d16 plO:f1

(p12:spl phd:r):f1

4u

d12 pli:fl

p2 ph5

4u

pl6:gp2

d16

go=2 ph3l

30m mc #0 to 2 FO(zd)

4u BLKGRAD

exit

ph1=0

ph2=01

ph3=2 3

ph4=0011

ph5=2233

ph29=0

ph31=0220

;pl0 : 120dB

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;spl : f1 channel - shaped pulse 180 degree
;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse
;p12: f1 channel - 180 degree shaped pulse (Squal00.1000) [2 msec]
;p16: homospoil /gradient pulse

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d12: delay for power switching [20 usec]
;d16: delay for homospoil /gradient recovery
;NS: 8 * n, total number of scans: NS * TDO
;DS: 4

;use gradient ratio: gp 1 : gp 2

:31:11

;for z-only gradients:

epzl: 31%

sepz2: 11%

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100

;gpnam?2: SINE.100

;$1d: zgesgp,v 1.5.6.1 2007/10/04 16:52:07 ber Exp $
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B. NMR-Pulsprogramme

mlevgpphl9

;mlevgpphl9

;avance-version (07/04/04)

;homonuclear Hartman-Hahn transfer using MLEV17 sequence for mixing

;using two power levels for excitation and spinlock

;phase sensitive

;water suppression using 3-9-19 pulse sequence with gradients

;A. Bax & D.G. Davis, J. Magn. Reson. 65, 355-360 (1985)

;M. Piotto, V. Saudek & V. Sklenar, J. Biomol. NMR 2, 661 - 666 (1992)

;V. Sklenar, M. Piotto, R. Leppik & V. Saudek, J. Magn. Reson., Series A 102, 241 -245 (1993)

;$CLASS=HighRes

:$DIM=2D

$TYPE=

;$SUBTYPE=

;S COMMENT=

#include <Avance.incl>

#include <Grad.incl>

#include <Delay.incl>

"ph=p6*.667”

"pT=p6+2”

7d12=20u”

n0=infl”

?d0=in0/2-p1*2/3.1416-4u”

SSCALEF=pT7*2/p5+40.5”

"FACTOR1=((d9-p17*2)/(p6*64+p5))/SCALEF+0.5"

"I1=FACTOR1*SCALEF”

1 ze

2 d1

3 d12 pll:fl

pl phl

do

4u pl10:f1

(p17 ph26)

;begin MLEV17

4 (p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)

(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p5 ph23)
lo to 4 times 11
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;end MLEV17

(p17 ph26)

50u UNBLKGRAD

pl6:gpl

d16 pl18:f1

p27*0.231 ph4

d19*2

p27*%0.692 ph4

d19*2

p27*1.462 ph4

d19*2

p27*1.462 ph5

d19*2

p27%0.692 ph5

d19*2

p0*0.231 ph5

46u

pl6:gpl

d16

4u BLKGRAD

go=2 ph31

d1 mc #0 to 2 F1PH(ip1, id0)

exit

ph1=0 2

phd=00112233

ph5=22330011

ph22=3

ph23=0

ph24=1

ph25=2

ph26=0

ph31=02200220

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl10: f1 channel - power level for TOCSY-spinlock
;pl18: f1 channel - power level for 3-9-19-pulse (watergate)
;p0 @ f1 channel - 90 degree pulse at pl18

; use for fine adjustment

;pl @ f1 channel - 90 degree high power pulse
;p5 @ f1 channel - 60 degree low power pulse
;p6 : f1 channel - 90 degree low power pulse
;p7 : f1 channel - 180 degree low power pulse
;p16: homospoil /gradient pulse

;pl7: f1 channel - trim pulse [2.5 msec]

;p27: f1 channel - 90 degree pulse at pl18

;d0 : incremented delay (2D)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d9 : TOCSY mixing time

;d12: delay for power switching [20 usec]
;d16: delay for homospoil /gradient recovery
;d19: delay for binomial water suppression

; d19 = (1/(2*d)), d = distance of next null (in Hz)
;11: loop for MLEV cycle: (((p6%64) + p5) * 11) + (pl7*2) = mixing time
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B. NMR-Pulsprogramme

;infl: 1/SW = 2 * DW

;in0: 1/(1 * SW) = 2 * DW

;nd0: 1

iNS: 2 *n

;DS: 16

;td1: number of experiments

;FnMODE: States-TPPI, TPPI, States or QSEQ
;use gradient ratio: gp 1

;20

;for z-only gradients:

;gpzl: 20%

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100

;Processing

;PHCO(F1): 180

;PHC1(F1): -180

;FCOR(F1): 1

;$Id: mlevgpph19,v 1.10 2007/04/11 13:34:30 ber Exp $

mlevesgpph

;mlevesgpph
;avance-version (07/10/04)
;homonuclear Hartman-Hahn transfer using MLEV17 sequence for mixing
;using two power levels for excitation and spinlock
;phase sensitive
;A. Bax & D.G. Davis, J. Magn. Reson. 65, 355-360 (1985)
;T.-L. Hwang & A.J. Shaka, J. Magn. Reson., Series A 112 275-279 (1995)
;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
$SUBTYPE=
;S COMMENT=
prosol relations=<triple>
#include <Avance.incl>
#include <Delay.incl>
#include <Grad.incl>
"p2=p1*2”
"p5=p6*.667”
”p7=p6*2”
?d12=20u"
n0=infl”
"d0=in0/2-p1*2/3.1416-d12”
"TAU=de+p1*2/3.1416+54u”
SSCALEF=pT7*2/p5+0.5”
"FACTOR1=((d9-p17*2)/(p6*64+p5))/SCALEF+0.5"
"I1=FACTOR1*SCALEF”
1 ze
2 d1
3 d12 pll:fl
pl phl
do
d12 pl10:f1

214



(p17 ph26)

‘begin MLEV17

4 (p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p5 ph23)

lo to 4 times 11

;end MLEV17

(p17 ph26)

50u UNBLKGRAD
pl6:gpl

d16 plO:f1

(p12:spl ph2:r):f1

4u

d12 pll:f1

p2 ph3

4u

pl6:gpl

d16

TAU

pl6:gp2

d16 plO:f1

(p12:spl ph4:r):f1

4u

d12 pll:f1

p2 phb

4u

pl6:gp2

d16

4u BLKGRAD

go=2 ph31l

dl me #0 to 2 F1PH(ip1, id0)
exit

ph1=0 2

ph2=001 1

ph3=223 3
ph4=00001111
ph5=22223333
ph22=3
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B. NMR-Pulsprogramme

ph23=0

ph24=1

ph25=2

ph26=0

ph31=02202002

;pl0 = 120dB

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl10: f1 channel - power level for TOCSY-spinlock
;spl : f1 channel - shaped pulse 180 degree

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : 1 channel - 180 degree high power pulse
;pb @ f1 channel - 60 degree low power pulse

;p6 @ f1 channel - 90 degree low power pulse

;p7 @ f1 channel - 180 degree low power pulse
;p12: f1 channel - 180 degree shaped pulse (Squal00.1000) [2 msec]
;p16: homospoil/gradient pulse

;pl7: f1 channel - trim pulse [2.5 msec]

;d0 : incremented delay (2D)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d9 : TOCSY mixing time

;d12: delay for power switching [20 usec]

;d16: delay for homospoil /gradient recovery

;11: loop for MLEV cycle: (((p6%64) + p5) * 11) + (p17*2) = mixing time
;infl: 1/SW = 2 * DW

;in0: 1/(1 * SW) = 2 * DW

;nd0: 1

iNS: 2 *n

;DS: 16

;td1: number of experiments

;FnMODE: States-TPPI, TPPI, States or QSEQ
;use gradient ratio: gp 1 : gp 2

31011

;for z-only gradients:

;epzl: 31%

epz2: 11%

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100

;gpnam?2: SINE.100

;Processing

;PHCO(F1): 180

;PHC1(F1): -180

;FCOR(F1): 1

;$Id: mlevesgpph,v 1.9.2.1 2007/10/04 16:52:07 ber Exp $

mlevesgpphpr.hm

;mlevesgpphpr.hm

;avance-version (07/10/04) ;homonuclear Hartman-Hahn transfer using MLEV17 sequence for mixing ;using two
power levels for excitation and spinlock

;phase sensitive

;cw-presat to reduce radiation damping

;A. Bax & D.G. Davis, J. Magn. Reson. 65, 355-360 (1985)

;T.-L. Hwang & A.J. Shaka, J. Magn. Reson., Series A 112 275-279 (1995)
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;$CLASS=HighRes
:$DIM=2D

$TYPE=

$SUBTYPE=
:$COMMENT=

prosol relations=<triple>
#include <Avance.incl>
#include <Delay.incl>
#include <Grad.incl>
77p2:p1*277

7p5=p6*.667”

"pT=p6*2”

7d12=20u"

0=infl”
?d0=in0/2-p1*2/3.1416-d12”
"TAU=de+p1*2/3.1416+54u”
SSCALEF=p7*2/p5+0.5”
"FACTOR1=((d9-p17*2) /(p6*64+p5)) /SCALEF+0.5”
"I1=FACTOR1*SCALEF”
1 ze

2 d11

3 d12 pl9:fl

dl cw:fl ph29

d13 do:fl

d12 pll:fl

pl phl

do

d12 pl10:f1

(p17 ph26)

;begin MLEV17

4 (p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph22 p7 ph23 p6 ph22)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p6 ph24 p7 ph25 p6 ph24)
(p5 ph23)

lo to 4 times 11

;end MLEV17 (pl7 ph26)
50u UNBLKGRAD
pl6:gpl

d16 plo:fl
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(p12:spl ph2:r):fl

4u

d12 pli:fl

p2 ph3

4u

pl6:gpl

d16

TAU

pl6:gp2

d16 plo:f1

(p12:spl phd:r):fl

4u

d12 pli:fl

p2 phb

4u

pl6:gp2

d16

4u BLKGRAD

go=2 ph3l

d11 mec #0 to 2 F1PH(ipl & ip29, id0)

exit

ph1=0 2

ph2=0011

ph3=2233

phd=00001111

ph5=22223333

ph22=3

ph23=0

ph24=1

ph25=2

ph26=0

ph29=0

ph31=0220200 2

;pl0 : 120dB

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl9 @ presaturation on H20

;pl10: f1 channel - power level for TOCSY-spinlock
;spl : f1 channel - shaped pulse 180 degree
;pl @ f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse
;pH @ f1 channel - 60 degree low power pulse
;p6 @ f1 channel - 90 degree low power pulse
;p7 @ f1 channel - 180 degree low power pulse
;p12: f1 channel - 180 degree shaped pulse (Squal00.1000) [2 msec]
;p16: homospoil/gradient pulse

;pl7: f1 channel - trim pulse [2.5 msec]

;d0 : incremented delay (2D)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d9 : TOCSY mixing time

;d12: delay for power switching [20 usec]
;d16: delay for homospoil /gradient recovery
;11: loop for MLEV cycle: (((p6%64) + p5) * 11) + (p17*2) = mixing time
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;infl: 1/SW = 2 * DW

;in0: 1/(1 * SW) = 2 * DW

;nd0: 1

iNS: 2 *n

;DS: 16

;td1: number of experiments

;FnMODE: States-TPPI, TPPI, States or QSEQ
;use gradient ratio: gp 1 : gp 2

;31011

;for z-only gradients:

;gpzl: 31%

igpz2: 11%

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100

;gpnam?2: SINE.100

;Processing

;PHCO(F1): 180

;PHC1(F1): -180

;FCOR(F1): 1

;$1d: mlevesgpph,v 1.9.2.1 2007/10/04 16:52:07 ber Exp $

cosydfgpph19

;cosydfgpphl19
;avance-version (07/04/05)
;2D homonuclear shift correlation
;with double quantum filter
;phase sensitive
;water suppression using 3-9-19 pulse sequence with gradients
;allowing for presaturation during relaxation delay in cases of radiation damping
;phasecycle:
A. Derome & M. Williamson, J. Magn. Reson. 88, 177 - 185 (1990)
;M. Piotto, V. Saudek & V. Sklenar, J. Biomol. NMR 2, 661 - 666 (1992)
;V. Sklenar, M. Piotto, R. Leppik & V. Saudek, J. Magn. Reson., Series A 102, 241 -245 (1993)
;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;S COMMENT =
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
7d11=30m”
7d12=20u”
7’d13=4u”
n0=infl”
”d0=in0/2-p1*4/3.1416”
1 ze
2 d11
3 d12 pl9:fl
dl cw:fl ph29
d13 do:fl
d12 pll:f1l
pl phl
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do

pl ph2

d13

pl ph3

50u pl18:f1 UNBLKGRAD

pl6:gpl

d16

p27*%0.231 ph4

d19*2

p27*0.692 ph4

d19*2

p27*1.462 phd

d19*2

p27*1.462 phb

d19*2

p27*0.692 ph5

d19*2

p0*0.231 ph5

46u

pl6:gpl

di16

4u BLKGRAD

go=2 ph31

d11 mc #0 to 2 F1PH(ipl & ip29, id0)
exit

phl=11110000

ph2=00001111

ph3=12302301

phd=00001111

ph5=22223333

ph29=00001111
ph31=01233012

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl9 : f1 channel - power level for presaturation
;pl18: f1 channel - power level for 3-9-19-pulse (watergate)
;p0 @ f1 channel - 90 degree pulse at pl18

; use for fine adjustment

;pl @ f1 channel - 90 degree high power pulse
;p16: homospoil/gradient pulse

;p27: f1 channel - 90 degree pulse at pl18
;d0 : incremented delay (2D)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d11: delay for disk I/O [30 msec]

;d12: delay for power switching [20 usec]
;d13: short delay [4 usec]

;d16: delay for homospoil /gradient recovery
;d19: delay for binomial water suppression

; d19 = (1/(2*d)), d = distance of next null (in Hz)
;infl: 1/SW = 2 * DW

;in0: 1/(1 * SW) = 2 * DW

;nd0: 1

iNS: 8 *n
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;DS: 16

;td1: number of experiments

;FnMODE: States-TPPI, TPPI, States or QSEQ
;use gradient ratio: gp 1

; 30

;for z-only gradients:

;gpzl: 30%

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100

;set pl9 to 120dB when presaturation is not required
; use 75 - 80dB to reduce radiation damping
;Processing

;PHCO(F1): 90

:PHC1(F1): -180

:FCOR(F1): 1

:$1d: cosydfgpphl19,v 1.6 2007/04/11 13:34:29 ber Exp $

cosydfesgpph19

;cosydfesgpph
;avance-version (07/10/04)
;2D homonuclear shift correlation
;with double quantum filter
;phase sensitive
;water suppression using excitation sculpting with gradients allowing for presaturation during relaxation delay in
cases of radiation damping
;phasecycle: A. Derome & M. Williamson, J. Magn. Reson. 83, 177 - 185 (1990)
;T.-L. Hwang & A.J. Shaka, J. Magn. Reson., Series A 112 275-279 (1995)
;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
$SUBTYPE=
;$COMMENT=
prosol relations=<triple>
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>
"p2=p1*2”
7d11=30m”
7d12=20u”
7d13=4u”
n0=infl”
"d0=in0/2-p1*4/3.1416”
"TAU=de+p1*2/3.1416+54u”
1 ze
2 d11
3 d12 pl9:fl
dl cw:fl ph29
d13 do:fl
d12 pll:fl
pl phl
do
pl ph2
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d13

pl ph3

50u UNBLKGRAD

pl6:gpl

d16 plO:f1

(p12:spl phd:r):f1

4u

d12 pll:fl

p2 phb

4u

pl6:gpl

d16

TAU

pl6:gp2

d16 pl0:f1

(p12:spl ph6:r):fl

4u

d12 pll:fl

p2 ph7

4u

pl6:gp2

d16

4u BLKGRAD

go=2 ph31

d11 me #0 to 2 F1PH(ipl & ip29, id0)
exit

phl=1111111100000000
ph2=0000000011111111
ph3=1230123023012301
ph4=0000111111112222
ph5=2222333333330000
ph6=0000000011111111
ph7=2222222233333333
ph29=0000000011111111
ph31=0321210332101032

;pl0 = 120dB

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl9 : f1 channel - power level for presaturation
;spl : f1 channel - shaped pulse 180 degree
;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : 1 channel - 180 degree high power pulse
;p12: f1 channel - 180 degree shaped pulse (Squal00.1000) [2 msec]
;p16: homospoil/gradient pulse

;d0 : incremented delay (2D)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d11: delay for disk I/O [30 msec]

;d12: delay for power switching [20 usec]
;d13: short delay [4 usec]

;d16: delay for homospoil /gradient recovery
;infl: 1/SW = 2 * DW

;in0: 1/(1 * SW) = 2 * DW

;nd0: 1
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;NS: 16 * n

;DS: 16

;td1: number of experiments

;FnMODE: States-TPPI, TPPI, States or QSEQ
;use gradient ratio: gp 1 : gp 2

;31011

;for z-only gradients:

igpzl: 31%

sepz2: 11%

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100

;gpnam?2: SINE.100

;set pl9 to 120dB when presaturation is not required
; use 75 - 80dB to reduce radiation damping
;Processing

;PHCO(F1): 90

;PHC1(F1): -180

;FCOR(F1): 1

;$1d: cosydfesgpph,v 1.8.2.1 2007/10/04 16:52:07 ber Exp $

cosydfesgpphpr.hm

;cosydfesgpph
;avance-version (07/10/04)
;2D homonuclear shift correlation
;with double quantum filter
;phase sensitive
;water suppression using excitation sculpting with gradients
;allowing for presaturation during relaxation delay in cases of radiation damping
;phasecycle: A. Derome & M. Williamson, J. Magn. Reson. 88, 177 - 185 (1990)
T.-L. Hwang & A.J. Shaka, J. Magn. Reson., Series A 112 275-279 (1995)
;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
i$TYPE=
;$SUBTYPE=
;S COMMENT =
prosol relations=<triple>
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>
’7p2:p1*277
?d11=30m”
7d12=20u”
’d13=4u”
n0=infl”
”d0=in0/2-p1*4/3.1416”
"TAU=de+p1*2/3.1416+54u”
1 ze
2 d11
3 d12 pl9:fl
dl cw:fl ph29
d13 do:fl
d12 pll:f1
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pl phl

do

pl ph2

d13

pl ph3

50u UNBLKGRAD

pl6:gpl

d16 plO:f1

(p12:spl phd:r):f1

4u

d12 pll:f1

p2 phb

4u

pl6:gpl

d16

TAU

pl6:gp2

d16 pl0:f1

(p12:spl ph6:r):f1

4u

d12 pll:f1

p2 ph7

4u

pl6:gp2

d16

4u BLKGRAD

go=2 ph31

d11 me #0 to 2 F1PH(ipl & ip29, id0)
exit

phl=1111111100000000
ph2=0000000011111111
ph3=1230123023012301
ph4=0000111111112222
ph5=2222333333330000
ph6=0000000011111111
ph7=2222222233333333
ph29=0000000011111111
ph31=0321210332101032

;pl0 : 120dB

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl9 : f1 channel - power level for presaturation
;spl : fl1 channel - shaped pulse 180 degree
;pl @ f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : 1 channel - 180 degree high power pulse
;pl2: f1 channel - 180 degree shaped pulse (Squal00.1000) [2 msec]
;p16: homospoil/gradient pulse

;d0 : incremented delay (2D)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d11: delay for disk I/O [30 msec]

;d12: delay for power switching [20 usec]
;d13: short delay [4 usec]

;d16: delay for homospoil /gradient recovery
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;infl: 1/SW = 2 * DW

;in0: 1/(1 * SW) = 2 * DW

;nd0: 1

iNS: 16 * n

;DS: 16

;td1: number of experiments

;FnMODE: States-TPPI, TPPI, States or QSEQ
;use gradient ratio: gp 1 : gp 2

;31011

;for z-only gradients:

;gpzl: 31%

igpz2: 11%

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100

;gpnam?2: SINE.100

;set pl9 to 120dB when presaturation is not required
; use 75 - 80dB to reduce radiation damping
;Processing

;PHCO(F1): 90

;PHC1(F1): -180

;FCOR(F1): 1

;$1d: cosydfesgpph,v 1.8.2.1 2007/10/04 16:52:07 ber Exp $

noesygpph19

;noesygpphl19
;avance-version (07/04/04)
;2D homonuclear correlation via dipolar coupling
;dipolar coupling may be due to noe or chemical exchange.
;phase sensitive
;water suppression using 3-9-19 pulse sequence with gradients
;M. Piotto, V. Saudek & V. Sklenar, J. Biomol. NMR 2, 661 - 666 (1992)
;V. Sklenar, M. Piotto, R. Leppik & V. Saudek, J. Magn. Reson., Series A 102, 241 -245 (1993)
;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;S COMMENT =
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
7d12=20u”
n0=infl”
d0=in0,/2-p1*4/3.1416”
1 ze
2 d1
3 d12 pll:fl
pl phl
do
pl ph2
ds8
pl ph3
d12 pl18:f1
50u UNBLKGRAD
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pl6:gpl

d16

p27*%0.231 ph4

d19*2

p27%0.692 ph4

d19*2

p27*1.462 ph4

d19*2

p27*1.462 ph5

d19*2

p27*0.692 phb

d19*2

p0*0.231 ph5

46u

pl6:gpl

d16

4u BLKGRAD

go=2 ph31

d1l mc #0 to 2 F1PH(ipl, id0)

exit

phl=0 2

ph2=0000000022222222
ph3=00223311

ph4=0

ph5=2

ph31=0220133120023113

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl18: f1 channel - power level for 3-9-19-pulse (watergate)
;p0 : f1 channel - 90 degree pulse at pl18

; use for fine adjustment

;pl @ f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : fl channel - 180 degree high power pulse
;p16: homospoil/gradient pulse

;p27: f1 channel - 90 degree pulse at pl18
;d0 : incremented delay (2D)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d8 : mixing time

;d12: delay for power switching [20 usec]
;d16: delay for homospoil /gradient recovery
;d19: delay for binomial water suppression

; d19 = (1/(2*d)), d = distance of next null (in Hz)
;infl: 1/SW = 2 * DW

;in0: 1/(1 * SW) = 2 * DW

;ndO0: 1

;NS: 8 *n

;DS: 16

;td1: number of experiments

;FnMODE: States-TPPI, TPPI, States or QSEQ
;use gradient ratio: gp 1

;20

;for z-only gradients:

sgpzl: 20%
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;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100

;Processing

;PHCO(F1): 90

;PHC1(F1): -180

;FCOR(F1): 1

;$1d: noesygpph19,v 1.7 2007/04/11 13:34:31 ber Exp $

noesyesgpph

;noesyesgpph
;avance-version (07/10/04)
;2D homonuclear correlation via dipolar coupling
;dipolar coupling may be due to noe or chemical exchange.
;phase sensitive
;water suppression using excitation sculpting with gradients
;T.-L. Hwang & A.J. Shaka, J. Magn. Reson., Series A 112 275-279 (1995)
;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
i $SUBTYPE=
$COMMENT=
prosol relations=<triple>
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>
"p2=p1*2”
7d11=30m”
7d12=20u"
0=infl”
”d0=in0/2-p1*4/3.1416”
"TAU=de+p1*2/3.1416+54u”
1 ze
2 d1
3 d12 pll:f1
pl phl
do
pl ph2
ds8
pl ph3
50u UNBLKGRAD
pl6:gpl
d16 plO:f1
(p12:spl ph4:r):f1
4u
d12 pll:fl
p2 phb
4u
pl6:gpl
d16
TAU
pl6:gp2
d16 plo:f1
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(p12:spl ph6:r):fl

4u

d12 pll:fl

p2 ph7

4u

pl6:gp2

d16

4u BLKGRAD

go=2 ph31

d1 mc #0 to 2 F1PH(ipl, id0)

exit

phl= 0022

ph2=0

ph3=0000222211113333
phd4=00001111

ph5=22223333

ph6=2 3

ph7=01
ph31=0220022013311331

;pl0 : 120dB

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;spl : f1 channel - shaped pulse 180 degree
;pl @ f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 @ f1 channel - 180 degree high power pulse
;p12: f1 channel - 180 degree shaped pulse (Squal00.1000) [2 msec]
;p16: homospoil/gradient pulse

;d0 : incremented delay (2D)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d8 : mixing time

;d12: delay for power switching [20 usec]
;d16: delay for homospoil /gradient recovery
;infl: 1/SW = 2 * DW

;in0: 1/(1 * SW) = 2 * DW

;nd0: 1

;NS: 8 *n

;DS: 16

;td1: number of experiments

;FnMODE: States-TPPI, TPPI, States or QSEQ
;use gradient ratio: gp 1 : gp 2

3111

;for z-only gradients:

;epzl: 31%

iepz2: 11%

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100

;gpnam?2: SINE.100

;Processing

;PHCO(F1): 90

;PHCL(F1): -180

;FCOR(F1): 1

;$1d: noesyesgpph,v 1.8.2.1 2007/10/04 16:52:07 ber Exp $
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roesygpph19

;roesygpphl19
;avance-version (07/04/04)
;2D ROESY with cw spinlock for mixing
;phase sensitive
;water suppression using 3-9-19 pulse sequence with gradients
;A. Bax & D.G. Davis, J. Magn. Reson 63, 207-213 (1985)
;M. Piotto, V. Saudek & V. Sklenar, J. Biomol. NMR 2, 661 - 666 (1992)
;V. Sklenar, M. Piotto, R. Leppik & V. Saudek, J. Magn. Reson., Series A 102, 241 -245 (1993)
;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;$COMMENT=
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
7d12=20u"
n0=infl”
d0=in0,/2-p1*2/3.1416-4u”
1 ze
2 d1
3 d12 pll:fl
pl phl
do
4u plll:f1
pl5 ph2
50u pl18:f1 UNBLKGRAD
pl6:gpl
d16
p27*0.231 ph3
d19*2
P27%0.692 ph3
d19*2
p27*1.462 ph3
d19*2
p27*1.462 ph4d
d19*2
p27*0.692 ph4
d19*2
p0*0.231 ph4
46u
pl6:gp2
d16
4u BLKGRAD
go=2 ph3l
dl mc #0 to 2 F1PH(ip1, id0)
exit
ph1=02201331
ph2=02021313
ph3=02021313
ph4=20203131
ph31=02201331
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;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;plll: f1 channel - power level for ROESY-spinlock
;pl18: f1 channel - power level for 3-9-19-pulse (watergate)
;p0 @ f1 channel - 90 degree pulse at pll8

; use for fine adjustment

;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse

;p15: f1 channel - pulse for ROESY spinlock

;p16: homospoil/gradient pulse

;p27: f1 channel - 90 degree pulse at pl18

;d0 : incremented delay (2D)

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d12: delay for power switching [20 usec]

;d16: delay for homospoil /gradient recovery

;d19: delay for binomial water suppression

;d19 = (1/(2*d)), d = distance of next null (in Hz)
;infl: 1/SW = 2 * DW

;in0: 1/(1 * SW) = 2 * DW

;nd0: 1

;NS: 8 *n

;DS: 16

;td1: number of experiments

;FnMODE: States-TPPI, TPPI, States or QSEQ
;use gradient ratio: gp 1 : gp 2

;30 : 30

sfor z-only gradients:

sepzl: 30%

;epz2: 30%

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100

;gpnam?2: SINE.100

;Processing

;PHCO(F1): 180

;PHCL(F1): -180

;FCOR(F1): 1

;$1d: roesygpph19,v 1.7 2007/04/11 13:34:31 ber Exp $

hsqcedetgp

;hsqcedetgp
;avance-version (07/04/04)
;HSQC
;2D H-1/X correlation via double inept transfer
;phase sensitive using Echo/Antiecho-TPPI gradient selection
;with decoupling during acquisition
;using trim pulses in inept transfer
;with multiplicity editing during selection step
;W. Willker, D. Leibfritz, R. Kerssebaum & W. Bermel, Magn. Reson. Chem. 31, 287-292 (1993)
;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
$SUBTYPE=
;S COMMENT=
#include <Avance.incl>
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#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>
"p2=p1*2”

"pAd=p3*2”
’d4=1s/(cnst2*4)”
?d11=30m”

’d13=4u”

# ifdef LABEL_CN
7p22=p21*2”

# else

# endif /*LABEL_CN*/
?d0=3u"

n0=infl/2”
"DELTA1=d4-p16-d13-4u”

# ifdef LABEL_CN
"DELTA=d21-p16-d16-larger(p2,p22)-d0*2”
# else
"DELTA=d21-p16-d16-p2-d0*2”
# endif /*LABEL_CN*/

1 ze

dl1 pli2:2

2 d1 do:f2

3 (pl phl)

d4 pl2:f2

(center (p2 phl) (p4 ph6):f2)
d4 UNBLKGRAD

p28 phl

d13

(pl ph2) (p3 ph3):f2

do

# ifdef LABEL_CN

(center (p2 ph5) (p22 phl):f3)
# else

(p2 ph5)

# endif /*LABEL_CN*/

do

pl6:gpl*EA

d16

DELTA

(center (p2 phl) (p4 ph4):f2)
d21

(ralign (pl phl) (p3 ph4):£2)
d4

(center (p2 phl) (p4 phl):f2)
di13

pl6:gp2

DELTA1 pl12:f2

4u BLKGRAD

go=2 ph3l cpd2:f2

dl do:f2 mc #0 to 2
F1EA(igrad EA, id0 & ip3*2 & ip6*2 & ip31*2)

exit
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ph1=0

ph2=1

ph3=0 2

ph4d=00002222

ph5=002 2

ph6=0

ph31=20200202

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl2 : £2 channel - power level for pulse (default)
;pl3 : £3 channel - power level for pulse (default)
;pl12: £2 channel - power level for CPD/BB decoupling
;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse
;p3 @ f2 channel - 90 degree high power pulse
;p4 @ f2 channel - 180 degree high power pulse
;p16: homospoil/gradient pulse

;p22: 3 channel - 180 degree high power pulse
;p28: f1 channel - trim pulse

;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;dd 2 1/(41)XH

;d11: delay for disk I/O [30 msec]

;d13: short delay [4 usec]

;d16: delay for homospoil/gradient recovery
;d21: set d21 according to multiplicity selection
; 1/(2J(XH)) XH, XH3 positive, XH2 negative
jenst2: = J(XH)

;infl: 1/SW(X) = 2 ¥ DW(X)

;in0: 1/(2 * SW(X)) = DW(X)

;nd0: 2
iNS: 1 *n
;DS: >= 16

;td1: number of experiments

;FnMODE: echo-antiecho

;cpd2: decoupling according to sequence defined by cpdprg2
;pepd2: £2 channel - 90 degree pulse for decoupling sequence
;use gradient ratio: gp 1 : gp 2

; 80 : 20.1 for C-13

; 80 : 8.1 for N-15

;for z-only gradients:

sgpzl: 80%

;gpz2: 20.1% for C-13, 8.1% for N-15

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100

;gpnam?2: SINE.100

;preprocessor-flags-start

;LABEL_CN: for C-13 and N-15 labeled samples start experiment with
; option -DLABEL_CN (eda: ZGOPTNS)
;preprocessor-flags-end

;81d: hsqcedetgp,v 1.4 2007/04/11 13:34:30 ber Exp $
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hspcedetgpsisp2.2

;hsqcedetgpsisp2.2

;avance-version (07/07/02)

;HSQC

;2D H-1/X correlation via double inept transfer

; using sensitivity improvement

;phase sensitive using Echo/Antiecho-TPPI gradient selection with decoupling during acquisition using trim pulses
in inept transfer with multiplicity editing during selection step using shaped pulses for all 180degree pulses on 2 -
channel

;with gradients in back-inept

;A.G. Palmer III, J. Cavanagh, P.E. Wright & M. Rance, J. Magn. Reson. 93, 151-170 (1991)

;L.E. Kay, P. Keifer & T. Saarinen, J. Am. Chem. Soc. 114, 10663-5 (1992)

;J. Schleucher, M. Schwendinger, M. Sattler, P. Schmidt, O. Schedletzky, S.J. Glaser, O.W. Sorensen & C. Grie-
singer, J. Biomol. NMR 4, 301-306 (1994)

;W. Willker, D. Leibfritz, R. Kerssebaum & W. Bermel, Magn. Reson. Chem. 31, 287-292 (1993)

;$CLASS=HighRes

;$DIM=2D

i $TYPE=

;$SUBTYPE=

;$COMMENT=

#include <Avance.incl>

#include <Grad.incl>

#include <Delay.incl>

77p2:p1*277

’d4=1s/(cnst2*4)”

?d11=30m”

?d0=3u"

n0=infl/2"

"DELTA=d21-cnst17*p24/2-p16-d16-p2-d0*2”

"DELTA1=p16+4d16+8u”

"DELTA2=d4-larger(p2,pl4)/2”

"DELTA3=d24-cnst17*p24/2-p19-d16”

"DELTA4=d4-larger(p2,p14)/2-p16-d16”

"DELTA5=d21-cnst17*p24/2”

1 ze

d11 pl12:f2

2 d1 do:f2

3 (pl phl)

DELTA2 pl0:£2

4u

(center (p2 phl) (pl4:sp3 ph6):f2 )

4u

DELTA2 pl2:f2 UNBLKGRAD

p28 phl

4u

(p1 ph2) (p3 ph3):f2

do

(p2 ph7)

do

pl6:gpl*EA

d16

DELTA
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4u

(center (p2 phl) (p24:sp7 ph4):f2 )

4u

DELTAS5 pl2:f2

(center (pl phl) (p3 ph4):f2)

pl19:gp3

d16

DELTA3

(center (p2 phl) (p24:sp7 phl):f2 )

DELTA3

pl9:gp3

d16 pl2:£2

(center (pl ph2) (p3 phb5):f2)

pl6:gpd

d16

DELTA4 pl0:2

(center (p2 phl) (pl4:sp3 phl):f2)

DELTA4

pl6:gp4

d16

(pl phl)

DELTA1

(p2 phl)

4u

pl6:gp2

d16 pl12:f2

4u BLKGRAD

go=2 ph31 cpd2:f2

dl do:f2 mc #0 to 2

F1EA((igrad EA & ip5*2, id0 & ip3*2 & ip6*2 & ip31*2)
exit

ph1=0

ph2=1

ph3=0 2

phd=00 2 2

ph5=1133

ph6=0

ph7=0022

ph31=200 2

;pl0 = 120dB

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;P12 : £2 channel - power level for pulse (default)
;pl12: £2 channel - power level for CPD/BB decoupling
;sp3: {2 channel - shaped pulse (180degree inversion)
;spnam3: Crp60,0.5,20.1

;sp7: 2 channel - shaped pulse (180degree refocussing)
;spnam7: Crp60comp.4

;pl @ f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : fl channel - 180 degree high power pulse
;p3 : £2 channel - 90 degree high power pulse
;pl4: £2 channel - 180 degree shaped pulse for inversion
; = 500usec for Crp60,0.5,20.1
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;p16: homospoil /gradient pulse

;p19: gradient pulse 2 [500 usec]

;p24: 2 channel - 180 degree shaped pulse for refocussing
; = 2msec for Crp60comp.4

;p28: f1 channel - trim pulse

;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d4 2 1/(41)XH

;d11: delay for disk I/O [30 msec]

;d16: delay for homospoil /gradient recovery
;d21: set d21 according to multiplicity selection
; 1/(2J(XH)) XH, XH3 positive, XH2 negative
;d24: 1/(8J)XH for all multiplicities

. 1/(4J)XH for XH

;enst2: = J(XH)

;enstl7: = -0.5 for Crp60comp.4

;infl: 1/SW(X) = 2 * DW(X)

;in0: 1/(2 * SW(X)) = DW(X)

;nd0: 2
iNS: 1 *n
;DS: >= 16

;td1: number of experiments

;FnMODE: echo-antiecho

;cpd2: decoupling according to sequence defined by cpdprg2

;pepd2: £2 channel - 90 degree pulse for decoupling sequence

;use gradient ratio: gp 1 : gp2:gp 3:gp 4

;80 :20.1: 11 : -5 for C-13

;80 :8.1:11:-5 for N-15

;for z-only gradients:

;epzl: 80%

;gpz2: 20.1% for C-13, 8.1% for N-15

igpz3: 11%

igpzd: -5%

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100

;gpnam?2: SINE.100

;gpnam3: SINE.100

;gpnamd: SINE.100

;enst17: Factor to compensate for coupling evolution during a pulse (usually +1). A positive factor indicates that
coupling evolution continues during the pulse, whereas a negative factor is necessary if the coupling is (partially)
refocussed.

;$1d: hsqcedetgpsisp2.2,v 1.5.2.1 2007/07/04 13:41:19 ber Exp $

hsqcedetgpsisp2.3

;hsqeetgpsisp2.3
;avance-version (08/09/08)
;HSQC
;2D H-1/X correlation via double inept transfer
; using sensitivity improvement
;phase sensitive using Echo/Antiecho-TPPI gradient selection
;with decoupling during acquisition

;using trim pulses in inept transfer
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;using shaped pulses for all 180degree pulses on f2 - channel

;with gradients in back-inept

;with suppression of COSY type artefacts

;A.G. Palmer III, J. Cavanagh, P.E. Wright & M. Rance, J. Magn. Reson. 93, 151-170 (1991)

;L.E. Kay, P. Keifer & T. Saarinen, J. Am. Chem. Soc. 114, 10663-5 (1992)

;J. Schleucher, M. Schwendinger, M. Sattler, P. Schmidt, O. Schedletzky, S.J. Glaser, O.W. Sorensen & C. Grie-
singer, J. Biomol. NMR 4, 301-306 (1994)

;8CLASS=HighRes

:$DIM=2D

$TYPE=

$SUBTYPE=

:$COMMENT=

#include <Avance.incl>

#include <Grad.incl>

#include <Delay.incl>

»p2:p1*2w

7d2=1s/(cnst2*2)”

7d4=1s/(cnst2%4)”

7d11=30m”

?d0=3u”

0=infl/2”

"DELTA=p2+d0*2-4u”

"DELTA1=d2-p16-d16-larger(p2,p14)/2-p1*2/3.1416-4u”

"DELTA2=d4-larger(p2,pl4)/2-4u”

"DELTA3=d24-cnst17*p24/2-p19-d16-4u”

"DELTA4=d4-larger(p2,p14)/2-p16-d16-4u”

"DELTA5=d2-p16-d16-larger(p2,pl4)/2-de-8u”

"TAU=larger(p2,p14)/2-p2/2”

”10=0”

1 ze

dl1 pl12:£2

2 d1 do:f2

3 (pl phl)

DELTA2 pl0:f2

4u

(center (p2 phl) (pl4:sp3 ph6):f2 )

4u

DELTA2 pl2:f2 UNBLKGRAD

p28 phl

4u

(p1 ph2)

(p3 ph3):f2

do

(p2 ph7)

do

pl6:gpl*EA

d16 pl0:f2

(p24:sp7 ph8:r):f2

4u

pl6:gpl*EA*-1

d16

DELTA pl2:f2
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(center (pl phl) (p3 ph4):f2)
4u

p19:gp3

d16

DELTAS3 pl0:f2

(center (p2 phl) (p24:sp7 ph9:r):£2 )
4u

DELTA3 pl2:f2

pl19:gp3

d16

(center (pl ph2) (p3 phb5):f2)
4u

pl6:gp4

d16

DELTA4 pl0:f2

(center (p2 phl) (pl4:sp3 phl):f2 )
4u

DELTA4

pl6:gp4

d16

(pl pht)

4u

pl6:gp2*-1

d16

DELTA1

if ”10 %2 == 0"

TAU

(p2 phl)

TAU

else

(center (p2 phl) (pl4:sp3 phl):f2)
4u

DELTAS5

pl6:gp2

d16 pl12:f2

4u BLKGRAD

go=2 ph31 cpd2:f2

dl do:f2 mc #0 to 2

FO(iu0 & ip31*2 & zd)
F1EA(igrad EA & ip5*2, id0 & ip3*2 & ip6*2 & ip31*2)
exit

phl1=0

ph2=1

ph3=0 2

phd=00 2 2

ph5=1133

ph6=0

ph7=002 2

ph8=002 2

ph9=0

ph31=02 2 0

;pl0 : 120dB
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;pll : f1 channel - power level for pulse (default)

;P12 : £2 channel - power level for pulse (default)

;pl3 : £3 channel - power level for pulse (default)

;pl12: £2 channel - power level for CPD/BB decoupling
;sp3: 2 channel - shaped pulse (180degree inversion)
;spnam3: Crp60,0.5,20.1

;sp7: £2 channel - shaped pulse (180degree refocussing)
;spnam7: Crp60comp.4

;pl @ f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : fl channel - 180 degree high power pulse

;p3 @ f2 channel - 90 degree high power pulse

;pl4: f2 channel - 180 degree shaped pulse for inversion
; = 500usec for Crp60,0.5,20.1

;p16: homospoil/gradient pulse [1 msec]

;p19: gradient pulse 2 [500 usec]

;p22: 3 channel - 180 degree high power pulse

;p24: £2 channel - 180 degree shaped pulse for refocussing
; = 2msec for Crp60comp.4

;p28: f1 channel - trim pulse [1 msec]

;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d2: 1/(2))XH

;dd : 1/(43)XH

;d11: delay for disk I/O [30 msec]

;d16: delay for homospoil/gradient recovery

;d24: 1/(8J)XH for all multiplicities

; 1/(47)XH for XH

jenst2: = J(XH)

;enstl7: = -0.5 for Crp60comp.4

;infl: 1/SW(X) = 2 * DW(X)

;in0: 1/(2 * SW(X)) = DW(X)

;nd0: 2
iNS: 1 *n
;DS: >= 16
;£d0: 2

;td1: number of experiments

;FnMODE: echo-antiecho

;cpd2: decoupling according to sequence defined by cpdprg2
;pepd2: £2 channel - 90 degree pulse for decoupling sequence
;use gradient ratio: gp 1 : gp 2 :gp 3 :gp 4

;80 :20.1: 11 : -5 for C-13

;80 :8.1:11:-5 for N-15

;sfor z-only gradients:

gpzl: 80%

;gpz2: 20.1% for C-13, 8.1% for N-15

epz3: 11%

sepzd: -5%

;use gradient files:

;gpnaml1: SINE.100

;gpnam?2: SINE.100

;gpnam3: SINE.100

;gpnamd: SINE.100

238



;enst17: Factor to compensate for coupling evolution during a pulse (usually 4+1). A positive factor indicates that
coupling evolution continues during the pulse, whereas a negative factor is necessary if the coupling is (partially)
refocussed.

:$1d: hsqeetgpsisp2.3,v 1.1.2.2 2008/09/10 14:19:27 ber Exp $

hsqcedetgpsisppr2.2.hm

;hsqcedetgpsisppr2.2

;avance-version (07/07/02)

;HSQC ;2D H-1/X correlation via double inept transfer using sensitivity improvement

;phase sensitive using Echo/Antiecho-TPPI gradient selection with decoupling during acquisition

;using trim pulses in inept transfer with multiplicity editing during selection step

;using shaped pulses for all 180degree pulses on f2 - channel with gradients in back-inept

;with presaturation (hm100430)

;A.G. Palmer III, J. Cavanagh, P.E. Wright & M. Rance, J. Magn. Reson. 93, 151-170 (1991)

;L.E. Kay, P. Keifer & T. Saarinen, J. Am. Chem. Soc. 114, 10663-5 (1992)

;J. Schleucher, M. Schwendinger, M. Sattler, P. Schmidt, O. Schedletzky, S.J. Glaser, O.W. Sorensen & C. Grie-
singer, J. Biomol. NMR 4, 301-306 (1994)

;W. Willker, D. Leibfritz, R. Kerssebaum & W. Bermel, Magn. Reson. Chem. 31, 287-292 (1993)

;$CLASS=HighRes

$DIM=2D

$TYPE=

;$SUBTYPE=

;$COMMENT=

#include <Avance.incl>

#include <Grad.incl>

#include <Delay.incl>

"p2=p1*2”

’d4=1s/(cnst2%4)”

7d11=30m”

7d0=3u"

n0=infl/2”

"DELTA=d21-cnst17*p24/2-p16-d16-p2-d0*2”

"DELTA1=p16+4d16+8u”

"DELTA2=d4-larger(p2,p14)/2”

"DELTA3=d24-cnst17*p24/2-p19-d16”

"DELTA4=d4-larger(p2,p14)/2-p16-d16”

"DELTA5=d21-cnst17*p24/2”

1 ze

d11 pl12:f2

20u pl9:f1

20u do:f2

2 d1 cw:fl ph29

20u do:f1

20u pl1:f1

3 (pl phl)

DELTA2 pl0:£2

4u

(center (p2 phl) (pl4:sp3 ph6):f2 )

4u

DELTA2 pl2:f2 UNBLKGRAD

p28 phl

4u
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(p1 ph2) (p3 ph3):f2

do

(p2 ph7)

do

pl6:gpl*EA

d16

DELTA

4u

(center (p2 phl) (p24:sp7 ph4):f2 )
4u

DELTAS5 pl2:£2

(center (pl phl) (p3 phd):£2)
pl19:gp3

d16

DELTA3

(center (p2 phl) (p24:sp7 phl):f2 )
DELTA3

p19:gp3

d16 pl2:f2

(center (pl ph2) (p3 phb5):f2)
pl6:gpd

d16

DELTAA4 pl0:f2

(center (p2 phl) (pl4:sp3 phl):f2)
DELTA4

pl6:gp4

d16

(pl phl)

DELTA1

(p2 phl)

4u

pl6:gp2

d16 pl12:f2

4u BLKGRAD

go=2 ph31 cpd2:f2

dl do:f2 mc #0 to 2

F1EA (igrad EA & ip5*2, id0 & ip3*2 & ip6*2 & ip31*2)
exit

phl1=0

ph2=1

ph3=0 2

phd=002 2

ph5=1133

ph6=0

ph7=002 2

ph29=0

ph31=200 2

;pl0 : 120dB

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl2 : £2 channel - power level for pulse (default)
;pl12: £2 channel - power level for CPD/BB decoupling
;sp3: 2 channel - shaped pulse (180degree inversion)
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;spnam3: Crp60,0.5,20.1

;sp7: £2 channel - shaped pulse (180degree refocussing)
;spnam7: Crp60comp.4

;pl @ f1 channel - 90 degree high power pulse

;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse

;p3 ¢ f2 channel - 90 degree high power pulse

;pl4: £2 channel - 180 degree shaped pulse for inversion
; = 500usec for Crp60,0.5,20.1

;pl6: homospoil /gradient pulse

;p19: gradient pulse 2 [500 usec]

;p24: f2 channel - 180 degree shaped pulse for refocussing
; = 2msec for Crp60comp.4

;p28: f1 channel - trim pulse

;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d4 2 1/(4)XH

;d11: delay for disk I/O [30 msec]

;d16: delay for homospoil /gradient recovery

;d21: set d21 according to multiplicity selection

; 1/(2J(XH)) XH, XH3 positive, XH2 negative

;d24: 1/(8J)XH for all multiplicities

; 1/(47)XH for XH

jenst2: = J(XH)

;enstl7: = -0.5 for Crp60comp.4

;infl: 1/SW(X) = 2 * DW(X)

;in0: 1/(2 * SW(X)) = DW(X)

;nd0: 2
iNS: 1 *n
;DS: >= 16

;td1: number of experiments

;FnMODE: echo-antiecho

;cpd2: decoupling according to sequence defined by cpdprg2

;pepd2: £2 channel - 90 degree pulse for decoupling sequence

;use gradient ratio: gp 1 : gp2:gp 3:gp 4

;80 :20.1: 11 : -5 for C-13

;80 :8.1:11:-5 for N-15

;for z-only gradients:

igpzl: 80%

;gpz2: 20.1% for C-13, 8.1% for N-15

;epz3: 11%

sgpzd: -5%

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100

;gpnam?2: SINE.100

;gpnam3: SINE.100

;gpnamd: SINE.100

;enst17: Factor to compensate for coupling evolution during a pulse (usually +1). A positive factor indicates that
coupling evolution continues during the pulse, whereas a negative factor is necessary if the coupling is (partially)
refocussed.

;$1d: hsqcedetgpsisp2.2,v 1.5.2.1 2007/07/04 13:41:19 ber Exp $
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hspcetf3gp

;hsqeetf3gp
;avance-version (07/04/04)
;HSQC
;2D H-1/X correlation via double inept transfer
;phase sensitive using Echo/Antiecho-TPPI gradient selection
;with decoupling during acquisition
;using trim pulses in inept transfer
;using 3 - channel
;Davis et al., J. Magn. Reson. 98, 207 - (1992)
;$CLASS=HighRes
:$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;S COMMENT=
#include <Avance.incl>
#include <Grad.incl>
#include <Delay.incl>
”p2:p1*2”
p22=p21*2”
7d11=30m”
7?d13=4u”
7d26=1s/(cnst4*4)”
7d0=3u"
m0=infl/2”
"DELTA1=d26-p16-d13-4u”
# ifdef LABEL_CN
"DELTA=p16+d16+larger(p2,p14)+d0*2”
# else
"DELTA=p16+d16+p2+d0*2”
# endif /*LABEL_CN*/
1 ze
d11 pl16:£3
2 d1 do:f3
3 (pl phl)
d26 pl3:3
(center (p2 phl) (p22 ph6):£3 )
d26 UNBLKGRAD
p28 phl
d13
(pl ph2)
3u
pl6:gpl
d16
(p21 ph3):13
do
# ifdef LABEL_CN
(center (p2 phb) (pl4:sp3 phl):f2 )
# else
(p2 ph5)
# endif /*LABEL_CN*/
do
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pl6:gp2*EA

d16

(p22 ph4):3

DELTA

(ralign (pl phl) (p21 ph4):3)
d26

(center (p2 phl) (p22 phl):f3)
d13

pl6:gp3

DELTA1 pli6:£3

4u BLKGRAD

go=2 ph31 cpd3:f3

dl do:f3 mc #0 to 2

F1EA(igrad EA, id0 & ip3*2 & ip6*2 & ip31*2)
exit

phl1=0

ph2=1

ph3=0 2

ph4d=00002222

ph5=002 2

ph6=0

ph31=02022020

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl3 : 3 channel - power level for pulse (default)
;pl16: £3 channel - power level for CPD /BB decoupling
;sp3: f2 channel - shaped pulse 180 degree (adiabatic)
;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse
;pl4: £2 channel - 180 degree shaped pulse for inversion (adiabatic)
;p16: homospoil/gradient pulse [1 msec]

;p21: 3 channel - 90 degree high power pulse
;p22: 3 channel - 180 degree high power pulse
;p28: f1 channel - trim pulse [1 msec]

;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d11: delay for disk I/O [30 msec]

;d13: short delay [4 usec]

;d16: delay for homospoil /gradient recovery
;d26: 1/(4J(YH))

;enstd: = J(YH)

infl: 1/SW(X) = 2 * DW(X)

;in0: 1/(2 * SW(X)) = DW(X)

;nd0: 2
iNS: 1 *n
;DS: >=16

;td1: number of experiments

;FnMODE: echo-antiecho

;cpd3: decoupling according to sequence defined by cpdprg3
;pepd3: £3 channel - 90 degree pulse for decoupling sequence
;use gradient ratio: gp 1 : gp 2 :gp 3

;50 : 80 : 20.1 for C-13

; 50 : 80 : 8.1 for N-15

243



B. NMR-Pulsprogramme

;for z-only gradients:

igpzl: 50%

1gpz2: 80%

;gpz3: 20.1% for C-13, 8.1% for N-15

;use gradient files:

;gpnaml: SINE.100

;gpnam?2: SINE.100

;gpnam3: SINE.100

;preprocessor-flags-start

;LABEL_CN: for C-13 and N-15 labeled samples start experiment with
; option -DLABEL_CN (eda: ZGOPTNS)
;preprocessor-flags-end

;$1d: hsqcetf3gp,v 1.4 2007/04/11 13:34:30 ber Exp $

hmbcgplpndprqf

;hmbcegplpndprgf
;avance-version (07/04/04)
;s HMBC
;2D H-1/X correlation via heteronuclear zero and double quantum coherence
;optimized on long range couplings
;with low-pass J-filter to suppress one-bond correlations
;no decoupling during acquisition
;using gradient pulses for selection
;with presaturation during relaxation delay
;$CLASS=HighRes
;$DIM=2D
$TYPE=
;$SUBTYPE=
;S COMMENT=
#include <Avance.incl>
#include <Delay.incl>
#include <Grad.incl>
77p2:p1*277
7d2=1s/(cnst2%2)”
7d6=1s/(cnst13*2)”
7d11=30m”
7d12=20u"
7d0=3u"
m0=infl/2”
"DELTA=d6-d12*2-4u”
1 ze
2 d11
3 d12 pl9:fl
dl cw:fl ph29
4u do:fl
d12 pll:fl
pl phl
d2
p3:f2 ph3
d12 pl9:fl
DELTA cw:fl ph29
4u do:fl
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d12 pll:fl

p3:f2 ph4

do

50u UNBLKGRAD

pl6:gpl

d16

p2 ph2

50u

pl6:gp2

d16

do

p3:f2 phb

4u

pl6:gp3

d16

4u BLKGRAD

go=2 ph31

d11 mc #0 to 2 F1QF(id0)

exit

phl1=0

ph2=00002222

ph3=002 2

ph4=0 2

ph5=0000000022222222

ph29=0
ph31=0202020220202020

;pll : f1 channel - power level for pulse (default)
;pl2 : £2 channel - power level for pulse (default)
;pl9 : f1 channel - power level for presaturation
;pl : f1 channel - 90 degree high power pulse
;p2 : f1 channel - 180 degree high power pulse
;p3 @ f2 channel - 90 degree high power pulse
;p16: homospoil /gradient pulse

;d0 : incremented delay (2D) [3 usec]

;d1 : relaxation delay; 1-5 * T1

;d2: 1/(27)XH

;d6 : delay for evolution of long range couplings
;d11: delay for disk I/O [30 msec]

;d12: delay for power switching [20 usec]
;d16: delay for homospoil /gradient recovery
jenst2: = J(XH)

jenstl3: = J(XH) long range

;infl: 1/SW(X) = 2 * DW(X)

;in0: 1/(2 * SW(X)) = DW(X)

;nd0: 2

iNS: 2 *n

;DS: 16

;td1: number of experiments

;FnMODE: QF

;use gradient ratio: gp 1 : gp 2 :gp 3

;50 : 30 : 40.1 for C-13

;70 : 30 : 50.1 for N-15
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B. NMR-Pulsprogramme

;for z-only gradients:

igpzl: 50% for C-13, 70% for N-15

1gpz2: 30%

;gpz3: 40.1% for C-13, 50.1% for N-15

;use gradient files:

;gpnaml1: SINE.100

;gpnam?2: SINE.100

;gpnam3: SINE.100

;$1d: hmbegplpndprqf,v 1.3 2007/04/11 13:34:29 ber Exp $
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C. Module Peptidsynthesizer

20pM spezial.kem - Read Cart & Add 7&8

;::f;frn Name Time Add Time Elapsed

11 Wait 1 0 1

2 4 Read cartridge 10 0 1

3 6 Needle up 10 0 1
4 7 Eject cartridge 10 0 21
5 8 Advance cartridge 10 0 31
6 5 Needle down 10 0 41
7 9 Flush top valve block with gasto 2 0 43

waste
8 70 Flush bottom valve block with loop 3 0 46

contents to waste

9 14 Flush bottom valve block with NMP 2 0 48
to waste

10 78 Pressurize manifold 10 0 58

11 10 Flush bottom valve block with gas 2 0 60
to waste

12 98 Begin loop UPPER 2 0 60

13 69 Deliver 0.38 M HBTU to measuring4 0 78
loop (open)

14 10 Flush bottom valve block with gas 2 0 80
to waste

15 63 Transfer measuring loop to 8 0 88
cartridge

16 99 End loop UPPER 1 0 88

17 60 Mix cartridge 5 0 93

18 70 Flush bottom valve block with loop 3 0 96

contents to waste

19 98 Begin loop UPPER 1 0 96

20 68 Deliver 1.6 M DIEA to measuring 4 0 100
loop (open)

21 10 Flush bottom valve block with gas 2 0 102
to waste

22 63 Transfer measuring loop to 8 0 110
cartridge

23 99 End loop UPPER 1 0 110

24 60 Mix cartridge 5 0 115

25 14 Flush bottom valve block with NMP 2 0 117
to waste

26 10 Flush bottom valve block with gas 2 0 119
to waste

Abbildung C.1.: Modul A
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13
14
15
16

17

18

19
20
21

22
23
24

25

26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45

20pM spezial.kem - Deprotection UV 4.0%

Function
Number

14

118

135

56

40

42
50

42

56

79
16

51

14

78

19

101

14

118

151

113

42
151

129

131
132

113
133
42
98
56
2

Name Time

Flush bottom valve block with NMP 2
to waste

Flush bottom valve block with NMP 30
to aux. waste

Wait 1
Monitoring reset 2
Deliver NMP to reaction vessel 3
Vortex reaction vessel on 3
Mix reaction vessel 2
Vortex reaction vessel off 1
Drain reaction vessel to waste 7
Flow NMP through reaction vessel 5
to waste

Drain reaction vessel to waste 7

Flush bottom valve block with NMP 2
to waste

Deliver NMP to reaction vessel 2
Vortex reaction vessel on 1
Pressurize piperidine 10
Flush bottom valve block with 2

piperidine to waste

Deliver piperidine to reaction 3
vessel

Flush bottom valve block with NMP 2
to waste

Deliver NMP to reaction vessel 3
Pressurize manifold 10
Flush bottom valve block with 2
MeOH to waste

MeOH to Aux 20
Wait 4

Flush bottom valve block with NMP 2
to waste

Flush bottom valve block with NMP 30
to aux. waste

Wait 4
Toggle user function on 108
Wait 40
Vortex reaction vessel off 1
Toggle all off 1
Wait 2
Drain reaction vessel to waste 3
Toggle user function on 108
Wait 5
Monitoring first peak 1
Wait 25
Monitoring stop 1
Read monitoring peak 1
Wait 10
Toggle all off 1
Begin loop monitoring 3
Drain reaction vessel to waste 7
Begin loop UPPER 1
Deliver NMP to reaction vessel 3
Vortex reaction vessel on 3

Add Time

0

o o O O O O O o o o

o O O o

O O O O O O O O OO0 OO0 0O O0OOoO oo OoOo o

Abbildung C.2.: Modul B

Elapsed
2

32

33
33
36
39
41
42
49
54

61
63

65
66
76
78

81

83

86
96
98

118
122
124

154

158
158
198
199
199
201
204
204
209
209
234
234
234
244
244
244
687
687
690
693



46
47
48
49

50
51
52

53
54
55
56

57

58

59
60
61

62
63
64

65

66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84

85

20pM spezial.kem - Deprotection UV 4.0%

Function
Number

40
3

42
50

42
99
14

56

2

79

16

51

14

56
78

Abbildung C.3.: Fortsetzung von Modul B

Name Time

Mix reaction vessel 2
Vortex reaction vessel off 1
Drain reaction vessel to waste 7
Flow NMP through reaction vessel 5
to waste

Drain reaction vessel to waste 7
End loop UPPER 1

Flush bottom valve block with NMP 2
to waste

Deliver NMP to reaction vessel 2
Vortex reaction vessel on 1
Pressurize piperidine 10
Flush bottom valve block with 2

piperidine to waste

Deliver piperidine to reaction 3
vessel

Flush bottom valve block with NMP 2
to waste

Deliver NMP to reaction vessel 3
Pressurize manifold 10
Flush bottom valve block with 2
MeOH to waste

MeOH to Aux 20
Wait 4

Flush bottom valve block with NMP 2
to waste

Flush bottom valve block with NMP 30
to aux. waste

Wait 4
Toggle user function on 108
Wait 40
Vortex reaction vessel off 1
Toggle all off 1
Wait 2
Drain reaction vessel to waste 3
Toggle user function on 108
Wait 5
Monitoring first peak 1
Wait 25
Monitoring stop 1
Read monitoring peak 1
Wait 10
Toggle all off 1
End loop monitoring 40
Mix reaction vessel 2
Vortex reaction vessel on 1

Flush bottom valve block with NMP 2
to waste

Flush bottom valve block with NMP 20
to aux. waste

Add Time

o o o © o

o

o O O o

O O O O O O O 0O OO0 OO0 Oo0OOoOOoOOoO o o o

Elapsed

695
696
703
708

715
715
77

719
720
730
732

735

737

740
750
752

772
776
778

808

812
812
852
853
853
855
858
858
863
863
888
888
888
898
898
898
900

903

923

249
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20pM spezial.kem - *Cond Deprotection* 150

©W 00 N O G~ WN =

- o
a3 o

20
21
22
23

24
25
26

27

28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46

47

Function
Number

137
3
98
42
56
2
40
1
3
42
50

42
14

Name Time

Do module if condition not met
Vortex reaction vessel off
Begin loop UPPER

Drain reaction vessel to waste
Deliver NMP to reaction vessel

2
1
6
7
3
Vortex reaction vessel on 1
Mix reaction vessel 2
Wait 3
Vortex reaction vessel off 1
Drain reaction vessel to waste 7

5

Flow NMP through reaction vessel
to waste
Drain reaction vessel to waste 7

Flush bottom valve block with NMP 2
to waste

Deliver NMP to reaction vessel 2
Vortex reaction vessel on 1
Pressurize piperidine 10
Flush bottom valve block with 2

piperidine to waste

Deliver piperidine to reaction 3
vessel

Flush bottom valve block with NMP 2
to waste

Deliver NMP to reaction vessel 3
Wait 475
Pressurize manifold 10
Flush bottom valve block with 2
MeOH to waste

MeOH to Aux 20
Wait 4

Flush bottom valve block with NMP 2
to waste

Flush bottom valve block with NMP 30
to aux. waste

Wait 4
Toggle user function on 108
Wait 40
Vortex reaction vessel off 1
Toggle all off 1
Wait 2
Drain reaction vessel to waste 3
Toggle user function on 108
Wait 5
Monitoring first peak 1
Wait 25
Monitoring stop 1
Read monitoring peak 1
Wait 10
Toggle all off 1
Test X greater than peak 15
Do module if test false 1
End loop UPPER 1

Flush bottom valve block with NMP 2
to waste

Flush bottom valve block with NMP 20
to aux. waste

Abbildung C.4.: Modul b

Add Time
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Elapsed

0

1

1

3478
3481
3482
3484
3487
3488
3495
3500

3507
3509

3511
3512
3522
3524

3527

3529

3532
4007
4017
4019

4039
4043
4045

4075

4079
4079
4119
4120
4120
4122
4125
4125
4130
4130
4155
4155
4155
4165
4165
4165
4165
4165
4167

4187
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10
11
12
13
14

15
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20pM spezial.kem - NMP Wash from Act.

Function

Number

1
98
3
42
28
2
38

40
1

99
22
3

42
14

10

Function
Number

1
3

98
41
50

42
56
2

40
1

3

42
99
42
14

10

Name Time
Wait 1
Begin loop UPPER 3
Vortex reaction vessel off 1
Drain reaction vessel to waste 7
Pressurize activator 4
Vortex reaction vessel on 1
Transfer activator to reaction 6

vessel (top open)

Mix reaction vessel 2
Wait 5
End loop UPPER 1
Drain activator to waste 5
Vortex reaction vessel off 1
Drain reaction vessel to waste 7
Flush bottom valve block with NMP 2
to waste

Flush bottom valve block with gas 2
to waste

Abbildung C.5.: Modul d

20pM spezial.kem - NMP Washes

Name Time

Wait 1
Vortex reaction vessel off 1
Begin loop UPPER 6
Vent reaction vessel 2
Flow NMP through reaction vessel 2
to waste

Drain reaction vessel to waste 5
Deliver NMP to reaction vessel 4
Vortex reaction vessel on 1
Mix reaction vessel 2
Wait 5
Vortex reaction vessel off 1
Drain reaction vessel to waste 7
End loop UPPER 1
Drain reaction vessel to waste 7
Flush bottom valve block with NMP 2
to waste

Flush bottom valve block with gas 2
to waste

Abbildung C.6.: Modul D

Add Time

O O O O O o

o O O O O o o

Add Time

o O O o

O O O O O O o o o o

Elapsed

1
1

54
61
65
66
72

74
79
79
84
85
92
94

96

Elapsed

1
2
2
149
151

156
160
161
163
168
169
176
176
183
185
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C. Module Peptidsynthesizer

20pM spezial.kem - Transfer, Clean Cart & Couple

:-lt'::l:l:rn Name Time Add Time Elapsed
11 Wait 1 0 1
2 5 Needle down 10 0 1"
3 98 Begin loop UPPER 8 0 11
4 4 Vent reaction vessel 2 0 104
5 2 Vortex reaction vessel on 1 0 105
6 96 Transfer cartridge to reaction 6 0 111
vessel (top closed)
7 1 Wait 3 0 114
8 3 Vortex reaction vessel off 1 0 115
9 99 End loop UPPER 1 0 115
10 40 Mix reaction vessel 2 0 117
1 2 Vortex reaction vessel on 1 0 118
12 62 Drain cartridge to waste 10 0 128
13 98 Begin loop UPPER 3 0 128
14 67 Deliver NMP to cartridge small 2 0 144
needle
15 62 Drain cartridge to waste 5 0 149
16 99 End loop UPPER 1 0 149
17 98 Begin loop UPPER 2 0 149
18 65 Deliver NMP to cartridge 22 0 233
19 60 Mix cartridge 10 0 243
20 24 Transfer cartridge to activator 20 0 263
21 62 Drain cartridge to waste 10 0 273
22 99 End loop UPPER 1 0 273
23 98 Begin loop UPPER 2 0 273
24 67 Deliver NMP to cartridge small 2 0 282
needle
25 62 Drain cartridge to waste 5 0 287
26 99 End loop UPPER 1 0 287
27 62 Drain cartridge to waste 10 0 297
28 60 Mix cartridge 5 0 302
29 61 Vent cartridge 2 0 304
30 98 Begin loop UPPER 60 0 304
31 2 Vortex reaction vessel on 15 0 2089
32 3 Vortex reaction vessel off 13 0 2102
33 41 Vent reaction vessel 2 0 2104
34 99 End loop UPPER 1 0 2104

Abbildung C.7.: Modul F

20pM spezial.kem - * Conditional Vortex (5 min.)

:ﬂr:;:)rn Name Time Add Time Elapsed
1 137 Do module if condition not met 2 0 0
2 2 Vortex reaction vessel on 300 0 300
3 3 Vortex reaction vessel off 1 0 301

Abbildung C.8.: Modul i
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1"
12

0 N o O,

©

11
12
13

14
15
16
17

18
19

20

21

22

Function
Number

1
9

42
7
17

10

52

40
41

w

Cap 1 min

Add Time

20pM spezial.kem -
Name Time
Wait 1 0
Flush top valve block with gasto 2 0
waste
Drain reaction vessel to waste 10 0
Pressurize Cappinging 10 0
Flush bottom valve block with 2 0
Cappinging to waste
Flush bottom valve block with gas 2 0
to waste
Vortex reaction vessel on 1 0
Deliver Cappinging to reaction 6 0
vessel
Mix reaction vessel 2 0
Vent reaction vessel 2 0
Wait 60 0
Vortex reaction vessel off 1 0

Abbildung C.9.: Modul C

Elapsed

1
3

13
23
25

27

28
34

36
38
98
99

20pM spezial.kem - Final DCM Washes

Function
Number

1
12

98

55
40

42
41
49

42
99
42
29

Name Time

Wait 1
Flush bottom valve block with DCM 2
to waste

Flush top valve block with gasto 2
waste

Flush bottom valve block with gas 2
to waste

Begin loop UPPER

Vortex reaction vessel on
Deliver DCM to reaction vessel
Mix reaction vessel

Wait

Vortex reaction vessel off
Drain reaction vessel to waste
Vent reaction vessel

W NN N =, o

Flow DCM through reaction vessel
to waste

Drain reaction vessel to waste 10
End loop UPPER 1
Drain reaction vessel to waste 30
Flow DCM through activator to 5
waste

Drain activator to waste 20
Flush top valve block with DCM to 2
waste

Flush bottom valve block with DCM 2
to waste

Flush bottom valve block with gas 5
to waste

Flush top valve block withgasto 5
waste

Add Time

0
0

O O O O O o o o o

o © © o

o

0

Abbildung C.10.: Modul ¢

Elapsed

188
193
195

201
208
210
213

223
223

253
258

282

287

292

253
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