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l1Zusammenfassung

Als kleine Signalmolekile des Immunsystems spielen Chemokine eine essentielle Rolle bei einer Vielzahl von
chronisch entziindlichen Krankheiten und Autoimmunerkrankungen. Die Inhibition der Wechselwirkung
dieser Molekile mit ihren korrespondierenden Rezeptaren ist daher eine wichtige Strategie in der
Entwicklung neuer Pharmazeutika zur Therapie dieser Entziindungserkrankungen. Ein Ansatz zur
Chemokininhibition sind Peptide, die von diesen Rezeptoren abgeleitet werden und damit die Protein-
RezeptorWechselwirkung nachahmen und inhibieren kénnen.

In vorangeganenen Arbeiten wurde mit Hilfe von molekularem Modeling ein Peptid entwickelt, das einen
Teil der Bindungsstelle des CXCL8 Rezeptors CXCR1 nachahmt. Dieses Peptid, IL8B&ts, besteht aus zwei
verknupften Sequenzen aus der zweiten und dritten extrazellularen Schleife der Rezeptors, die ausreichend
lang sind, um jeweils eine helikale Windung auszubilden. Es bindet mit submikromolarer Affinitat an das
Chemokin CXCL8. Wir vemuteten, dass die Vororientierung dieses Peptids in Losung zu einer Rezepter
ahnlichen Konformation fur die relativ hohe Bindungsaffinitat des linearen Peptids verantwortlich ist.
Weitere Untersuchungen ergaben, dass am @rminalen Ende des Peptids Glutaninsaure, statt Glutamin
inkorporiert wurde und dieser durch Desamidierung hervorgerufene Austausch die Ausbildung sekundarer
Strukturen des freien Peptids begtinstigte.

Im ersten Teil dieser Arbeit wurde daher die Auswirkung bestimmter Sekundarstrukturelemente des aus
CXCR1 abgeleiteten Peptls auf seine Affinitdt untersucht. Durch Austausch von helixbildenden
Peptidbausteinen mit helixbrechenden Peptoidbausteinen mit gleichen Seitenketten wurde deren Einfluss auf
die Struktur des potentiell vororientierten ILBRPLoopsE Peptids untersucht und rit der Auswirkung analoger
Austausche an einem unstrukturierten Peptid verglichen, das aus dem Nrerminus des gleichen Rezeptors
abgeleitet wurde und damit den anderen Teil der Bindungsstelle nachahmt. Bei Varianten des/on vornherein
unstrukturierten Peptids fuhrten die helixbrechenden Reste zu einer Abschwachung der Bindungsaffinitat,
wahrend helixbrechende Reste des ILBRPLoops Peptids diese vollsténdig verloren. Im CBpektrum dieser
Varianten waren keine a-helikalen Anteile erkennbar.

Es wurden MD-Simulationen durchgefiihrt, um Voraussagen Uber die Vororientierung der IL8RPLoops
Derivate zu treffen. Dabei zeigte sich, dass die Termini von ILBRPLoopsE im Vergleich zu ILBRPLoopsQ sehr
nah beieinander liegen und Uber Wassrstoffbriicken miteinander wechselwirken, so dass ein
nicht-kovalenter Zyklus in Loésung vorliegt. Um den Einfluss dieser zyklischen Konformation auf die
Bindungseigenschaften der beiden Peptide zu untersuchen, wurden diese durch orthogonale
sidechain-to-tail Makrozyklisierung modifiziert. Die kovalente Zyklisierung erhdhte die Affinitat des
bindenden, linearen Peptids nur leicht, wahrend die vorher nicht-bindende Variante nach Zyklisierung nun
fast die gleiche Affinitat aufwies. Beide zyklisierten Peptide zeigten in FluoreszenzanisotropieMessungen eine
hohe Anisotropie, die bei Bindung an CXCL8 sank. MBSimulationen wiesen darauf hin, dass der Fluorophor,
der an einem flexiblen Linker verknUpft war, mit dem Peptid -Makrozyklus interagierte und bei Bindung des
Peptids an das Chemokin verdragt wurde. Die daraus resultierende Beweglichkeit des Fluorophors fiihrt zu

| gcbpgecp Djsmpcgxcl x_| ggmCgpldrega*® cgli _CddcigrqrbcpBgc
Peptide hatte aulRerdem im Vergleich zu den linearen Varianten eine Erhthung der Stabilitéat gegentber
proteolytischem Abbau zur Folge.

Im zweiten Teil der Arbeit sollten Peptidomimetika aus kombinatorischen Bibliotheken identifiziert und
weiterentwickelt werden. Die Mix -and-Split Synthese ig eine Strategie, um schnell und eirfach eine grof3e
und diverse Anzahl von Substanzen zu synthetisieren, die bindende und inhibierende Eigenschaften
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gegeniber einem Zielprotein aufweisen kénnen. Das Screening einer solchen
Onebeadonecompound(OBOC) Bibliothek ist nicht trivial und haufig mit kostspieligen Strategien und
Geratschaften verbunden. Es wurden daher in dieser Arbeit eine Methode, basierend auf
zwei-Kanal-Fluoreszenzmikroskopie und eine Methode basierend auf modifizierten Magnetpartikeln
validiert, die ein einfaches und kostenginstiges Screening dieser Substanzbibliotheken ermdéglichen kénnen.
Zur Methodenentwicklung wurde eine Auswahl an Streptavidin  bindenden Peptiden auf
TentaGelHMBA-Syntheseharzsynthetisiert und am Harz entschiitzt. DiesePeptide deckten ein weites
Spektrum von Bindungsaffinitaten, als auch andere physikochemische Eigenschaften, wie Nettoladung und
Lange der bindenden Sequenz, ab, um eine Aussage Uber die Anwendbarkeit und Mindestaffinitat flr die
Detektion beider Verfahren treffen zu kénnen. Im fluoreszenzbasierten Verfahren wurden diese Peptide mit
fluoreszent-markiertem Streptavidin inkubiert und mit kurzer Belichtungszeit im RHO und FITC -Kanal des
Fluoreszenzmikroskops fotografiert, um das Photobleaching zu minimieren. £kundare Wechselwirkungen
durch elektrostatische Interaktion der mit Peptiden funktionalisierten Partikel und des
fluoreszenzmarkierten Proteins wurden durch Variation des Farbstoffs und Kontrollpartikel ausgeschlossen.
Die resultierende Methode ist daflir geeignet, kurze Sequenzen, die im nédrigen mikromolaren Bereich an
das Zielprotein binden, zu identifizieren. Sie wurde in nachfolgenden Arbeiten dafir verwendet eine
Bibliothek von linearen Peptoid-Hexameren erfolgreich gegen CXCL8 zu screenen und im Arkluss daran
17 Hits zu identifizier en und zu charakterisieren. Im Magnetpartikel-basierten Verfahren wurde die gleiche
Auswahl von immobilisierten Peptiden mit Streptavidin -beschichteten Magnetpartikeln behandelt, wobei die
Partikel der Biotin-Positivkontrolle und der am starksten bindende Sequenz ausreichend mit
Magnetpartikeln beladen werden konnten, um im Magnetfeld eines Handmagneten mobilisiert zu werden.
Es konnte auRerdem gezeigt werden, dass die StreptavidistMagnetpartikel mit biotinyliertem CXCL8 beladen
und anschlieRend zur Abtrennung von CXCR1 transfizierte HEK293Zellen aus einer Suspension und
neutrophilen Granulozyten aus Vollblut verwendet werden konnen. Schlief3lich wurde eine OBOGBIbliothek
aus 100 000 verschiedenen makrozyklisierten pentaneren Peptoiden synthetisiert und mit Hilfe des
magnetpartikelbasierten Verfahrens 22 CXCL8 bindende Partikel aus dieser isoliert. Die Sequenzierung und
Charakterisierung dieser Liganden ist Bestandteil nachfolgender Arbeiten.

Da die Makrozyklisierung in dieser Arbeit bereits bei CXCL8 bindeden Peptiden zu einer Erhdhung der
konformationellen Rigiditat und Bindungsaffinitat gefiihrt hatte, wurde diese Strategie auch auf die linearen
Hexapaptoide aus dem Screening mit 2Kanal Fluoreszenzmikroskopie angewandt.Es wurde eine on-bead
Makrozyklisierung und Fluoreszenzmarkierung dieser 17 Peptoide Uber zwei zusétzlich am GTerminus
eingefiihrte orthogonal geschiitzte Lysinreste durchgefiihrt. Die resultierenden TAMRA-markierten
makrozyklischen Peptomere zeigtenebenfa j g b c | m cl "~ cqog&fdpgdtc r@&l*cls | bNrEmn
Erhdhung der Bindungsaffinitditen zu CXCL8 um etwa eine GrofRenordnung im Vergleich zu den
entsprechenden linearen Sequenzen nachgewiesen werden.

Zusammenfassung 5



2Einl eitung

Die Hauptaufgabe des Protens CXCL8 (Interleukin-8) im Organismus ist die Rekrutierung von Leukozyten
in erkranktem und entziindetem Gewebe. Das Ziel dieser Arbeit war die Synthese von Peptiden und
Peptidomimetika, die an das Chemokin CXCL8 binden und somit dessen biologische Aktitat inhibieren
konnten. Einfihrend hierzu gibt Kapitel 2.1 einen generellen Uberblick Gber die Substanzklasse der
Chemokine, wobei Kapitel 2.1.1 naher auf die strukturellen und biologischen Eigenschaften von CXCL8
eingeht. Die durch CXCL8 ausgeltsten biologischen und biochemischen Vorgénge bei der Rekrutierung,
Migration und Extravasation von Leukozyten werden in Kapitel 2.1.2 beschrieben. Durch das Mitwirken
dieser Molekile bei verschiedenen chronischen Krankheiten und der Metastase von Krebszellen, besteht ein
groRRes Interesse an der Inhibition dieser Vorgéange durch veschiedene Pharmazeutika. Kapitel2.2 geht auf
die Inhibition von Chemokinen ein, wobei Kapitel 2.2.1 den Zusammenhang von Chemokinen mit einigen
Krankheiten aufzeigt und Kapitel 2.2.2 verschiedene Klassen von Chemokininhibitoren bedwreibt. Einige
Peptidomimetika wie Peptoide besitzen Vorteile gegentiber Peptiden, wie die bessere Bioverfuigbarkeit und
Stabilitat gegen Proteasen. Durch die hohe strukturelle Ahnlichkeit von Peptoiden zu Peptiden haben diese
eine &ahnliche synthetische Zugénglichkeit und biologische Aktivitat. B ekannte inhibitorisch wirkende
Peptidomimetika werden in Kapitel 2.3.1 beschrieben. Die verschiedenen Herangehensweisen zur
Generierung von peptidischen und peptidomimetischen Substanzbibliotheken, sowie deren Analyse und
Screaning wird in Kapitel 2.3.2 erlautert.

2.1. Chemokine

Das menstliche Immunsystem dient der Verteidigung des Kdrpers gegen Fremdkorper jeglicher Art und
Pathogene, wie Bakterien oder Viren. Es wird in zwei Teilsysteme unterteilt, die man das adaptive oder
spezifische Immunsystem und das angeborene oder unspezifischedmunsystem nennt. Weil3e Blutkdrperchen
(Leukozyten) sind ein Uberbegriff fiir verschiedene Zellen des angeborenen Immunsystems, wobei neutrophile
Granulozyten den Grof3teil dieser Leukozyten ausmachen und fir die erste Immunantwort an
Entziindungsherden verariwortlich sind. (¥ Zur Erkennung und Inaktivierung von Pathogenen miissen die
Leukozyten zunachst aus dem Blutkreislauf zum Entzindungsherd gelangen. Dieser Prozess der gerictea
Migration wird durch die Proteinklasse der chemotaktischen Zytokine oder Chemokine gesteuert und
reguliert.[7‘15] Nach Stimulation von Muskelzellen, Epithelzellen, Endothelzellen oder verschiedenen
Blutzellen, wie den Leukozyten selbst, durch ein Pathogen oder proinflammatorische Zytokine wird die
Sekretion von Chemokinen eingeleitet!*?" Diese kleinen Proteine mit einer GréRe von 812 kDa sind
essentiell fir die Entwicklung und Kontrolle des Immunsystems durch Steuerung und Koordination der
Leukozytenbewegung und spelen sowohl eine Rolle in der Embryonalentwicklung als auch bei
Heilungsprozessen® 2223 Sje besitzen eine hoch konservierte Tertidrstruktur trotz einer sehr variablen
Sequenzhomologie von 2090%.1?4 Generell wird die Tertiarstruktur von Chemokinen durch zwei
Disulfidbriicken stabilisiert. Der ungeordnete N-Terminus geht in ein dreistrangiges, antiparalleles b-
Faltblatt Uber, welches Gterminal in einer a-Helix auslauft.[?® Chemokine werden in 4 Unterklassen
unterteilt, die nach der Anordnung der N -terminalen Cysteine in der Aminosauresequenz beannt sind: CL,
CCL, CXCL und CXCL. In dieser Nomenklatur wird die Abfolge der N-terminalen Cysteine (C) und beliebiger
Aminoséauren (X) dargestellt, wobei L fiir Ligand steht.[?®! Die CXGChemokine sind in zwei weitere Klassen
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unterteilbar. Bei ELR" CXGChemokinen geht der CXCSequenz das sogenannte

"CIKHAnr gt 8 tmp_sqgq* wucjafcqg _sq bcp Qcosclx Ejsr _k_

angiogene Aktivitat, wahrend bei ELRCXGChemokinen dieses Motiv fehltund eine angiostatische Aktivitat
resultiert.[?* 21 Die hauptséchlichen Bindungspartner fiir Chemokine sind einerseits Glykosaminoglykane
(GAGs) auf der Zelloberflache, die aufgrund ihrer negativen Ladung unter physiologischen Bedingungen mit
den positiv geladenen Chemokinen, insbesondere der
C-terminalen GAG-Bindestelle, interagieren.”® Andererseits sind die fur die Aktivierung der Leukozyten
entscheidenden Bindungspartner GProtein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs)die auf der Zelloberflache von
Endothelzellen und Leukozyten vorkommen. Diese Membranproteine besitzen einen extrazellularen
ungeordneten N-Terminus und sieben Transmembranhelices, die in einem intrazellularen CTerminus enden,
und weisen eine Sequenzhomiogie von bis zu 80% auf!?* 229 Die Nomenklatur dieser Chemokinrezeptoren
wird analog zu der der zugehotrigen Chemokine durchgefiihrt mit der Endung R (Rezeptor) statt L
(Ligand).!®® In einem Zweischrittmechanismus bindet das positiv geladene Chemokin zun&chst durch
elektrostatische Wechselwirkungen an den RezeptoiN-Terminus. Die Rezeptoraktivierung findet darauf
folgend durch Bindung der extrazellularen Doméanen des GPCRs mit dem ChemokiN-Terminus statt.*”!
Dies filhrt zu Signalkaskaden und zur Aktivierung der Migration der Zellen durch Aktinpolymerisation und
Integrin -Aktivierung oder zur Ausschittung von reaktiven Sauerstoffspeies (ROS), sowie Degranulierung
und Freisetzung verschiedener Enzgne.l*) Etwa 50 Chemokine und 22 Chemokinrezeptoren wurden bisher
im Menschen entdeckt und charakterisiert!?* 32

2.1.1.CXCL8

Das ELRCXC Chemokin CXCLS8 oder Interleukin8 (IL8) ist eines der am besten untersuchen Chemokine.
Es besitzt die héchste spezifisch Aktivitat gegenliber neutrophilen Granulozyten und wurde erstmals im Jahr
1987 beschrieben!®2 Eine Vielzahl unterschiedlicher Zelltypen wie zum Beispiel Endothelzellen,
Epithelzellen, Monozyten, Fibroblasten, neutrophile Granulozyten, Natiirliche Killerzellen (NKC) und T-
Zellen kdnnen CXCL8 nach Aktivierung als inaktive 99 Aminos&ure lange Vorstufe exprimierent®: 328 Nach
Abspaltung einer Signalsequenz treten verschiedene Isoformen von CXCL8 mit unterschiedlicher
Sequenzlange auf, von denen die aktivste die72 Aminosaure lange Isoform ist, die nach Bildung der
Disulfidbriicken eine Masse von 8386 Dabesitzt** 3% Diese Isoform hat einen pl von 8.3 und ist damit,
wie ein GroRteil der Proteine aus der Chemokinfamilie, bei physiologischem pH positiv geladen’®” Sie ist in
einem weiten Temperatur- und pH-Bereich stabil, wird aber leicht durch Reduktionsmittel inaktivier t.1*" In
nativer Form liegt CXCL8 als Homodimer mit einer Dimerisierungskonstante zwischen 0.1 uM*® und 20
M4 yor, wobei es widerspriichliche Befunde gibt, welche derVarianten die aktive Form des Chemokins
darstellt.[***4 Jedes Monomer besteht aus einem flexiblen NTerminus, der hinter dem CXGMotiv zunachst
Uber die N-Schleife und eine 3i0-Helix in ein antiparalleles b-Faltblatt, bestehend aus drei b-Strangen,
Ubergeht. Die Stréangeb: und b, sind tber die 30S-Schleife und die Strangeb, und bz Uber die 40S-Schleife
miteinander verknupft (siehe Abbildung 2.1).
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Abbildung 2.1:  Links: CXCL8 Dimer (pdb ID 1IL8, #&rminales Serl nicht in Sequenz enthalten) aus NMR Datefl.
Rechts: CXCL8 Monomer (pdb ID 5D14, Merminales Serl und Al2 nicht in Sequenz enthalten) aus
Rontgenstrukturanalysen (Brzezinskiet al. i unpubliziert). Das ELRMotiv ist rot hervorgehoben.

In Studien wurde sowohl fiir die monomere, als auch die dimere Variante eine Aktivitéat hinsichtlich der
Rekrutierung von Neutrophilen festgestellt.[*>*¢! Allerdings wir d aufgrund der gréReren Bindungskonstanten
vermutet, dass die Dimerisierung der negativen Regulierung des Aktivierungsvorgangs dient und somit das
Monomer die aktive Form von CXCL8 darstellt[4: 42 47-4]

Der GTerminus endet in einer a-Helix. Es werden zwei Disulfidbriicken zwischen Cy§/Cys34 und
Cys9/Cys50 ausgebildet, de den N-Terminus mit der 30S Schleife, respektive dembs Strang verknipfen. Die
Dimerisierung findet jeweils Uber die b; Strange der b-Faltblatter statt, dabei interagieren die Reste Lys23
und Glu29 auf entgegengesetzén Monomeren miteinander. Beide Arginine Arg26 stehen sich direkt
gegeniber und werden von den benachbarten Glutamatresten Glu24 neutralisiert. Dadurch entsteht eine Art
Quadrupol in dem jede Aminosé&ure von zwei entgegengesetzt geladenen umgeben ist. Aufet anderen Seite
des b-Faltblatts stehen sich Val27 und Leu25 jeweils genau gegentber und es entsteht ein stabiles
sechsstrangiges-Faltblatt ( Abbildung 2.2). 145054
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Abbildung 2.2:  CXCL8 Dimer (pdb ID1IL8, Nterminales Serl nicht in Sequenz enthalten) aus NMR Datéfl. Kontaktflache
beider Monomere farblich hervorgehoben (blau: kationische Reste Lys23/Arg26, rot: anionische Res
Glu24/Glu29, schwarz: hydrophobe Reste Leu25/Val27). Die Kationischen Reste und Val27 sind zur besse
Visualisierung als Stabstuktw dargestellt.

CXCL8 bindet an zwei verschiedene Chemokinrezeptoren mit einer Affinitdt im unteren nanomolaren
Bereich: CXCR1 und CXCR®*%4 Diese Rezeptoren befinden sich beispielsweise auf der Zelloberflache von
Basophilen, Neutrophilen, Eosinophilen, Monozyten und Endothelzellen, sowie verschiedenen Krebszellei”

%I Diese beiden GProtein gekoppelten Reeptoren (GPCRS) sind zu 776 sequenzhomolog und kénnen durch
Bindung von CXCL8 mehrere Signalkaskaen ausldsent®2-°3 6"l CXCR2ist der dominierende Rezeptor auf
der Oberflache von Monozyten, Basophilen urd Eosinophilen und wird neben CXCL8 von einer Vielzahl
anderer CXGChemokine wie CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL5 und CXCL6 aktiviétt.?* 5859 Neutrophile
prasentieren sowohl CXCR2 als auch den fir CXCL8 und CXCL6 spezifischen Rezeptor CXCRL1 in gleicher
Anzahl, wodurch vermutlich die hohe Aktivier ungsspezifitét dieser Zellen gegeniiber CXCL8 resultiert®®-5
Der Einfluss des MonomerDimer Gleichgewichts von CXCL8 auf dessen Bindung mit CXCR1 wurde genauer
mithilfevm!l =~ Kml mkcpt _pg_Il rcl 8 slrcpqgsafr* gl bcl tcpaqce
des Chemokins éngefuhrt wurden. Die Mutanten E24L/L25E, L25F/V27F und V27A zeigten dabei eine
Dimerisierungskonstante von7 mM, wohingegen L25Y/V27R noch bei eina Konzentration von 10 mM als
Monomer vorlag.l®%¥ Das Einfiihren einer Methyl-Gruppe in das Proteinriickgrat filhrte zum Verlust der U-
helikalen Struktur der Reste 67-72 und zu der Monomervariante L25Me mit einer Affinitat zu CXCR1 von
Ks=0.8 +0.3nM. [ Djes entspricht der Affinitat des CXCL8 Wildiyps, und es wurde daraus geschlossen,
dass die Gterminale Helix lediglich in der dimeren Struktur vollstandig stabil ist. [*® Durch Deletion der
entsprechenden Aminosauren 6772 wurde eine weitere Variante generiert und durch NMR- und CD-
Spektroskopie als Monomer charakterisiert.[*”-%! Eine reine Dimervariante wurde durch die Mutation R26C
generiert, bei der die Dimere kovalent durch Bildung einer Disulfidbriicke gebildet werden. Sie zeigte eine
Affinitat zu CXCR1 von Ky = 55.0 nM .[®]

Neben den Untersuchungen des Einflusses ddslonomer-Dimer-Gleichgewichts auf die Bindung von CXCL8
an CXCR1 wurden zahlreiche Studien zur Interaktion dieser Bindungspartner durchgefthrt. Frihe Studien
an der Dektionsvariante CXCL8(672) zeigten, dass das ELRMotiv essentiell fir die Rezeptorbindung und -
aktivierung ist.[%7% Durch Punktmutationen von CXCR1 konnte gezeigt werden, dass die in den
extrazellularen Domanen ECD3 und ECD4 liegenden Reste R199, R203, E275 und R280 durch mdgliche
Interaktionen mit dem ELR-Motiv an der Bindung mit CXCL8 beteiligt sind.[”*"? Ebenso wurde der Rezeptor
N-Terminus durch Untersuchung von CXCR1/2 Chimaren als mégliche Bindungsstelle identifiziert, die fur
die Chemokinspezifitat verantwortlich ist.[”®! Darauf folgende NMR-Studien mit °N-markiertem CXCL8
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lieRen auf verschiedene Interaktionsstellen mit den extrazellularen Domanenvon CXCR1 und einem N
terminalen Peptid CXCR1(1-40) schlief3en. Dabei zigten die N-Schleife, 3i0-Helix, 40S-Schleife und der bs-
Strang, sowie die UHelix mogliche Interaktionsstellen, wobei die U-Helix durch Untersuchung verkiirzter
CXCL8 Varianten CXCL8(151) und CXCLB(1-66) als Rezeptorbindungsstelle ausgeschlossen werden
konnte.!®® 74751 Diese Ergebnisse konnten in neueren NMFStudien mit Teilen des CXCR1 Rezeptors in
Lipidmembranen teilweise bestétigt werden. Hier konnten keine Interaktion zwischen den extrazellularen
Schleifen des Rezeptors und dem ELRotiv des Chemokins nachgewiesen werden?® ™! Es wurde ein
Bindungsmechanismus zwischen CXCL8 und CXCR1, bestehend aus zwei Schritten und mit zwei
verschiedenen Bindungsstellen, postuliert. Im ersten Schritt irteragieren der CXCR1 NTerminus und die
CXCL8 NSchleife miteinander. Darauf folgend wird der CXCL8N-Terminus den extrazellularen Schleifen
des Rezeptors zur Interaktion des ELRViotivs mit den Doménen ECD3 und ECD4 préasentiert/5"® Das

Binden des ChemokinN-Terminus an CXCR1 induziert dabei die Rezeptoraktivierung
(Abbildung 2.3).13%
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Abbildung 2.3:  Zweistufiger Mechanismus der Bindung von CXCL8 anXXCR1.

1: Interaktion der CXCL8 NSchleife mit dem CXCR1 N er mi nus (I'nt esitalk tii
hervorgehoben).

2: Konformationsdnderung des CXCR1 Nl'erminus und P#&sentation des CXCL8 Nrerminus an ECD 2 un
ECD 3 von CXCR1 (Konformationsdnderung im t l'ila Pfeilen ver desietli
orange hervorgehoben).

1

Durch Konjugation des N-Terminus und der Doméne ECD4 von CXCR1 an ein l6slicheBroteingerist, konnte
die extrazellulare  Struktur des Rezeptors nachgebildet werden. Bei einem  solchen
CROSSProtein  (chemokine receptor elementson soluble scaffold kann die native Struktur der
Ligandbindungsstelle des Rezeptors nachgeahmt werden. Dabei zeigte sich eine Verstarkung der
Bindungsaffinitdt des CXCR1 NTerminus an CXCL8 durch Anfigen der ECD45chleife gegenuber der

! Design der Atbildung: Joris Drobka, Darmstadt
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Affinitét zum alleinstehenden N -Terminus. WahrendECD4 des Rezeptors allein nicht an CXCLS8 bindet, zeigte
der lésliche Proteinkomplex eine Affinitat von Kp = 0.8 + 0.3 pM. [

Eine weitere wichtige Eigenschaft von CXCLS8in vivo ist die Bindung an Glykosaminoglykane (GAGs), die
auf der Oberflache von Endothelialzellen prasentiert werden, um oberflachengebundene Chemokingradienten
zu generieren 28 Es wurden Hinweise darauf gefunden, dass hydrophobe Interaktionen von Nacetylierten
Resten in Hemransulfat, das im Organismus am haufigsten vorkommende GAG, flr die spezifische Bindung
an das Chemokin verantwortlich ist.!®¥! Die Bindung von CXCL8 an Hepain, ein weit verbreitetes und sehr
gut untersuchtes HeparansulfatAnalogon, wird vor allem durch die basischen Aminoséauren R60, K64, K67
und R68 in der C-terminalen CXCL8 UHelix gewéhrleistet.!®® 888 Es konnte gezeigt werden, dass eine
Deletion der UHelix zum totalen Verlust der Bindungsaffinitét fihrt und damit die Internalisierung von
CXCL8 durch Endothelzellen und dessen Transzytose ausbleibt®! Interaktionen mit GAGs sind nicht auf
Chemokine beschrankt, sondern werden bei einer Vielzahl von Proteinen beobachtet und hangen stark vom
Abstand und Typ von basischen Aminosauren in der Bidestelle des Proteinsab. Die Affinitat beruht dabei
hauptsachlich auf dem Verhaltnis zwischen Arginin und Lysin an Positionen, die mit GAGAnionen in
Kontakt stehen!®! Es wurden einige ibereinstimmende Sequenzen fiir die GAG Bindung in verschidenen
Proteinen untersucht, die zum Beispiel in der Form XBBBXXBX dargestellt werden kénnen, wobei B flir eine
erhdhte Wahrscheinlichkeit einer basischen Aminoséure steht® Diese Bindungssequenzen in Chemokinen
sorgen fur eine Immobilisierung des Chemokingradienten, der durch Diffusion im Blutstrom sonst schnell
zerstort wirde. 8% 9°U Die Bindung zwischen Chemokin und GAG kann sich auf das Monomer/Dimer
Gleichgewicht des Chemokins auswirken. Es konte gezeigt werden, dass durch diese Bindung eine
Oligomerisierung von Chemokinen induziert wird. (2> %2

2.1.2.Rekrutierung von Leukozyten und Zellmigration

Die Hauptaufgabe von Leukozyten im Organismus besteht darin, Pathogene zu erkennen und gezielt
auszuschalten. Um an die entsprechenden Entziindungsherde zu gelangenwandern Leukozyten auf
oberflachengebundenen chemischen Gradienten, diel.a. von Chemokinen ausgebildet werden. Den Vorgang
der gerichteten Migration entlang eines Idslichen chemischenGradienten nennt man Chemotaxis wéahrend
man bei oberflachengebundenen Gradienén von Haptotaxis spricht Die Chemotaxis basiert auf einer
Vielzahl zellularer Prozesse, die durch lokalisierte Aktivierung von Rezeptoren durch Signalmolekiile aufder
Zelloberflache ausgelost werden Sie ist daher von vielenVariablen in der intrazellulé ren Signalweiterleitung
abhangig!®°¥ Positive Chemotaxis bedeutet dabei, dass die Zelle in Richtung der hoheren
Chemokinkonzentration migriert. Im Blutstrom befindliche Leukozyten miissen, um den Entziindungsherd
zu erreichen, aus dem Blutgefal? durch die Endothelschicht wandern. Bei diesemmehrstufigen Prozess den
man Extravasation nennt, spielen die Interaktionen von Endothelzellen und Leukozyten, die durch
verschiedene Adhasionsproteine und deren Liganden auf der Zelloberflache vermittelt wird, eine wichtige
Rolle.!**" Die Extravasation von Leukozyten ist dabei richt nur von Chemokinen abhéngig, auch Selektine
und Integrine spielen eine wichtige Rolle. Die Extravasation wird in sechs Schritte unterteilt: Anbindung,
Rollbewegung entlang der Zelloberflache, Aktivierung, Adhasion an die Zelloberflache, Kriechbewegungund
Transmigration durch die Endothelschicht (Abbildung 2.4).[%% 98991
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Perizythen

Entziindungsherd

2Abbildung 2.4: Extravasation von Leukozyten. Modifizierte Abbildung nach 9899, Die Anbindung der Leukozyten aus der
Blutbahn an die Endothelschicht und die daraufhin folgende Rollbewegung wird durch Selektine vermittelt,
die sowohl auf Leukozyten, als auch auf der Endothelscicht exprimiert werden. Durch Chemokine, die
entweder |6slich im Blutstrom oder auf GAGs immobilisiert(griner Gradient) vorliegen, findet die Aktivierung
der GPCRs der Leukozyten statt. Die darauffolgende Konformationsdnderung von Integrinen und deren
Bindung an ihre Liganden an der Endothelschicht unterstitzt die Adhasion der Zelle und fiihrt zur
Kriechbewegung. Die Transmigration wird von einer Vielzahl von Adh&sionsproteinen unterstitzt.

Da die Bindung zwischen Selektinen auf dem Endothel und Glykoproténen auf den Leukozyten reversibel
ist, wird diese standig gebrochen und neu gebildet, was eine Rollbaegung der Leukozyten mit dem Blutstrom
auslost!®® 190194 pijese Rollbewegung erleichtert das Erkennen von obdlachengebundenen
Chemokingradienten. In Folge dessen kommt es zur Aktivierung der Leukozyten durch auf dem Endothel
Uber GAG gebundene Chemokine oder proinflammatorische Zytokine wie Tumornekrosefaktotd ( T N°F U)
90-91, 1051071 pje Transmigration wird durch die niedrigen Anteile an extrazellulérer Matrix in den Bereichen
der Basalmembran und Perizyten gefordert!*%8-20°]

Perizyten kbnnendabei durch Sekretion von Chemokinen die Bewegung der Leukozyten verstarken und diese
zum entziindeten Gewebe leiten!*’® Die Zellen erkennen dabei den Konzentrationsgradienten des
Chemoattraktanten Uiber die gesamte Zelllange, was zu einer Veranderung des Zygkeletts und dadurch zu
einer Zellbewegung fuhrt. Neutrophile kdnnen dabei Uber ihre Zelllange von 10 pm, in einem optimalen
Gradienten, bis zu 1 % Unterschied in der Chemokinkazentration detektieren.[°% 1111

2 Design der Abbildung: Joris Droba, Darmstadt
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2.2. Inhibition von Chemokinen

Chemokine und deren Rezeptoren sind nicht rur an der Bekampfung von Krankheitserregern und an der
Wundheilung beteiligt. Beispielsweise fuhrt die Rekrutierung und Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten durch Chemokine zur Ausschiittung von reaktiven Sauestoffspezies und Proteasen, die nicht
nur Pathogene eliminieren, sondern auch die Zellen des Wirtsorganismus schadigen konnen. Die
geschadigten Zellen konnen daraufhin ihrerseits Chemokine ausschiitten, was eine Uberreaktion hervorrufen
kann. Chronische Eriziindungen und Autoimmunerkrankungen wie Asthma, Lupus erythematodesViultiple
Sklerose oder rheumatoide Arthritis konnen Folgen einer dieser Uberreaktionen oder Fehlsteuerung des
Immunsystems sein, an der bestimmte Chemokine beteiligt sind*2**! Es ist allerdings noch nicht in allen
Fallen vollstandig geklart ob in dieser Korrelation die Chemokine die Ursache oder ein Symptom darstellen.

2.2.1.Chemokine und ihre Rolle bei Krankheiten

Der systemischd_upuserythematodes(SLE) ist eine Autoimmunerkrankung, die alle Organe betreffen kann.
Sie wird durch Autoantikorper -Autoantigen Komplexe hervorgerdien und durch Infiltration von
verschiedenen Typen von Leukozyten in das Gewebe verstarkt!’'°! |n Experimenten am Gewebe von SLE
Patienten wurde ein Zusammenhang zwischen signifikant erhohter Expression und extrazellularer
Konzentrationen von CXCL10, CXCL12, CXCL13, CCLZCL3, CCL4, CCL5 und CGXCL1 und einem
fortschreitenden Krankheitsbild festgestellt.!*20-132]

Es wird vermutet, dass Storungen in der Zelldifferenzierung, die durch abnormale Chemokinregulierung
hervorgerufen werden, fiir einige Entziindungsreaktionen verantwortlich sein kdnnen. So wird angenommen,
dass CCL2, CCL3 und CCL5 als Proliferationsfaktoren bei deBildung von T-Zellen eine Rolle spielen und
einen kritischen Faktor in der Entstthung von rheumatoider Arthritis (RA), einer weiteren
Autoimmunerkrankung, darstellen. 1112 133135 Bej dieser Krankhet findet eine bestandige Rekrutierung von
Makrophagen in die Synovialmembran der Gelenke statt, was zu anhaltenden Entziindungen und
Knochenschadigung fuhrt!*3 CXCL8 konnte in hohen Konzentrationen bei RA Patienten in
Gelenkflissigkeit, Gelenkgewebe und Serum nachgewiesen werden, wobei diKonzentration in betroffenen
Gdenken signifikant hoher war als in unbetroffenen. [*3¢33% Durch CXCL8Infusion in unbetroffene Gelenke,
kann sogar experimentdl RA induziert werden. **1*Y |nhibition von CXCL8 oder des CXCL&indenden
Rezeptors CXCR2 im  Tiermodel verhinderte die Infiltration von  Leukozyten in
RA-erkrankte Gelenke und zeigte eine Verringerung der Symptome von akuter CXCL8und IL1-induzierter
RA, sowie chronischer antigeninduzierter RA,[142-146]

Da die Invasion von Leukozyten durch die Wand von Blutgefa3en stattfindet und dadurch ebenfalls das
Risiko einer Entzindungsreaktion steigt, sind Chemokine auch an vaskuldren undkardiovaskuléaren
Erkrankungen beteiligt wie z.B. an Verletzungen der Blutgefalle, Arteriosklerose, Bluthochdruck oder der
ischamischenHerzkrankheit.[*1? 1471551 S0 |4sstsich beispielsweise bei Atheriosklerose in fibrosen Plaques
eine deutlich hthere CXCL8 Konzentration nachweisen als in gesunden EnthothelzelleH*® Dies lasst sich
auf Monozyten zurtckfuhren, die in artheriosklerotischem Gewebe eine stark erhdhte CXCL&roduktion
aufweisen!*®”! Die Angiogenese fordernden Eigenschaften von CXCL8 machen dieses Chemokin zu einem
wichtigen Mediator in der humanen koronaren Arteriosklerose.l**® |m Fall von myokardialen
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Reperfusionsschaden, die bei Ischdamien auftreten, zeigt eine direkte Inhibitionvon CXCL8 einen signifikant
verringerten Grad an Nekrose des beteiligten Gewebe&:>%!

Neben den Blutgefallen kommt es auch in einigen Organen zu erhéhten Verweilzeiten von Leukozyten. Inder
Leber, der Milz und besonders der Lunge ist die Konzentration von neutrophilen und eosinophilen
Granulozyten bereits bei gesunden Menscherieicht erhéht.*¥ Kommt es in der Lungedurch Allergene zu
einer Entziindungsreaktion, kann dies durch Uberproduktion von CCL11 und CCL24 m schwerem Schaden
der Atemwege, sowie zu Asthma und anderen Lungenerkrankungen fiihren.l**® Dies wurde in
Mausexperimenten durch erhdhte Rekrutierung von Eosinophilen bestétigt, die in diesem Krankheitshild aus
hauptverantwortliche Immunzellen gelten. (6%

Die Rezeptoren von Chemokinen auf FZellen, spielen eine wichtige Rolle flr den Replikationszyklus des
Humanen Immundefizienz-Virus (HIV). Dieses Virus infiziert Makrophagen wobei neben dem
CD4-Rezeptor auch die Chemokinrezeptoren CCR5 und CXCR4 eine Rolle als Corezeptoren spieléf? %% Es
wurde neben einer Korrelation zwischen dem HHVirustiter und der CCL2-Konzentration festgestellt, dass
dieses Chemokin fir die Passage von Leukozyten durch die Bldtirn -Schranke verantwortlich ist und somit
infizierten Makrophagen die Mo glichkeit gibt, das zentrale Nervensystem anzugreifen.*541%% Neben der HIV
bedingten Demenz, de durch den resultierenden Hirnschaden entstehen kann, spielen
Entziindungsreaktionen und damit Chemokine auch bei anderen neurodegerrativen Krankheiten wie
Parkinson und Alzheimer eine Rolle!!!5: 152 166]

Weitere Beispiele sind chronische Darmentziindungen wie Morbus Crbn und Colitis Ulcerosa/
Nierenerkrankungen wie Glumerulonephritis, [*2" 168179 ynd Lebererkrankungen wie Fibrosen und Hegatitis
B.[271172] Bej Patienten mit Morbus Crohn und Colitis Ulcerosa konnten erhéhte CXCL8 Konzentrationen in
Urin und Serum nachgewiesen werden, die mit der Schwvere der Entziindung korrelierten und sich bei
Remission der Erkrankung wieder normalisierten.[**>"4 CXCL8 wird als entscheidender Chemoattraktant
fur Neutrophile bei diesen Entziindungskrankheiten betrachtet!'™ Bei Untersuchungen der
Bauchspeicheldrtise von Diabetes Typ Il Patienten wurden erhéhte CCL5, CCL8, CZ2, CXCL9, CXCL10 und
CXCL1 Konzentrationen gemessen'®> ' Generell ist die chemokingesteuerte Einwandeung von
Leukozyten an vielen verschiedenen Organerkrankungen beteiligt.

Der Einfluss von ELR CXGChemokinen auf die Angiogenese spielt auBerdem eine groRe Rolle bei der
Metastase und dem Wachstum von Krebszellef?: 58 112:116.152] D die schnell wachsenden Krebszellen einen
erhohten Bedarf an Nahrstoffen und Sauerstoff haben, kann durch Ausschittung dieser Chemokine das
Wachstum von Blutgefal3en eingeleitet werden und so erst eine ausreichende Versorgunges Tumors und
eine Metastagerung ermdglicht werden. Zu diesem Zweck kdénnen Krebszellen neben Wachstumsfaktoren
auch Chemokinrezeptoren und Chemokine selbst exprimiereri®: 152 1761781 Diegutokrinen Sekretion des
Chemokins CXCL8 wurde beispielsweise an Melanomzellen, Darmkrebszellen, Pankreaskrebs und Lekesbs
beobachtet!179-182

115, 167]
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2.2.2.Chemokininhibitoren

Die Therapie von chronischen Krankheiten erfordert die Entwicklung von neuen Pharmazeutika. De meisten
pharmazeutischen Wirkstoffe greifen in die Interaktionen von Proteinen, wie Rezeptoren, Enzymen oder
Proteinliganden ein, um Mechanismen, die zur Krankheit heitragen, zu unterbrechen Diese Substanzen
kénnen zu einer Reihe verschiedener Stoffklgasen gehdrenwie zum Beispiel kleinen organischen Molekdlen,
Nukleinsauren, Proteinen, Peptiden oder Peptidomimetika, die ihre Wirkung durch das Binden an das
Zielprotein entfalten.

Wegen der Beteiligung von Chemokinen an einer Vielzahl verschiedener Krankeiten (vgl. Kapitel 2.2.1)
wurden in den letzten drei Jahrzehnten, verschiedene mit Chemokinen im Zusammenhang stehende
Signalwege erforscht und Methoden entwickelt, um diese beeinflussen zu kénnen. Die Identifizierung von
CCRS5 als ein esentieller Corezeptor fiir die Infektion von Zellen mit HIV -1 im Jahre 1996 verstarkte das
Interesse an der Inhibition von Chemokinrezeptoren deutlich.[*8384 Jedoch wurde erst im Jahre 1998 von
den ersten kleinen Molekiilen als potente Antagonisten gegen CXCR2 und CCR1 bericht€¥®'8¢! Der von
Pfizer entwickelte CCR5AnNtagonist Maraviroc ist ein flr die HIV-Therapie zugelassener Wirkstoff der durch
Binden die Konformation der extrazellulare Schleife 2 (ECL2) des Rezeptors andert und so die Interaktion
mit dem viralen Glykoprotein gp120 inhibiert. [187-18]

In diesem komplexen System binden einige Chemokine an mehrere verschiedene Rezeptoren und erflillen so
unterschiedliche Funktionen. Es ist sehr schwierig, Signalwege der normalen Zellvorgdnge von denen zu
unterschieden, die Entziindungsprozesse auslésen. Durch Inhibition verschiedener durch Chemokine
ausgeltsten intrazellularen Signale auf der Ebene der GPCRs konnten tiefere Einblicke in die
Signalweiterleitung nach Aktivierung von CXCR und CCRGP@Rs erlangt und Zusammenhange zu
verschiedenen Krankheiten aufgeklart werden. Vor allem an CXCR1, CXCR4, CCR2, CCR5 inZg&llen,
Makrophagen, Neutrophilen und dendritischen Zellen wurden Chemokin-Signalwege eingehend studiert!*#*-
191 Ein Eingriff in dieses komplexe System kann zum septischen Schock durch Uberreaktion oder Infektionen
infolge einer Unterdriickung des Immunsystems filhren. Zahlreiche Inhibitorklassen wurden bereits gegen
Chemokine eingesetzt: Antikorper und Antikdrperderivate, modifizierte Chemokine, kleine Molekiile,
chemokinbindende Proteine und Peptide. Die Inhibition kann dabei durch Stérung der Wechselwirkung
zwischen Chemokin und GAG, Chemokin und Rezeptor oder durch Eingriff in die Signalkaskade selbst z.B.
durch Targeting der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) erfolgen.® 1 &2 %2 03\/g durch Bindung verschiedener
Liganden am gleichen Rezeptor unterschiedliche Reaktionen ausgeldst werden, bietet es sich an, das
Cheamokin direkt zu inhibieren, statt den Rezeptor, um Wechselwirkungen anderer Liganden mit dem
Rezeptor und die Signalweiterleitung weiterhin zu gewahrleisten. [2°%

Antikorper eignen sich besonders fiur die spezifische Bindung und Signalunterdriickung an einem Rezeptor
oder Chemokin. So wurde bereits 1999 ein CXCL8 bindeder monoklonaler Antikorper erfolgreich bei der
Behandlung von Schuppenflechte eingesetzt und st seit 2003 in China unter dem Namen Abcreant™ als
Arzneimittel zugelassen? Eine humanisierte Variante dieses Antikdrpers zeigte vielversprechende Ergebnisse
bei der Therapie von akuter Lungenverletzung!?®¥ Kurze, einzelstrangige DRNA und L-RNA Oligonucleotide,
sogenannte Spiegelmere, zeigten in Mausen die Fahigkeit, CCL2 spezifisch zu binden und zu inhibieren. Der
Mechanismus fiir die Bindung kann analog zur Antikdrper-Antigen Bindung betrachtet werden. ?°! Diese

% Durch die State Food and Drug Administration zugelassenes Arzneimitte#S20030093.
http://appl.sfda.gov.cn/datasearch/face3/base.jsp?tableld=25&tableName=TABLE25&title =%B9%FA%B2%FA%D2%A9%C6%B7&bcld=1
24356560303886909015737447882
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Spiegelmere stellen damit eine effektive Strategie zur Bekampfung vonLupus nephritis dar.!?°®! Dariiber
hinaus zeigt ein kommerziell erhaltliches L-RNA Aptamer im Transwell-Assay eine Reduktion der Migration
von lymphatischen Leukamie-Zellen durch Inhibition von CXCL12L2¢!

Die Betrachtung von Strukturelementen kleiner Molekile, die als Antagonisten fir Chemokinrezeptoren
wirken, fihrten zu Erkenntnissen, welche Rolle diese bei der Infibition spielen konnen.'?*”! Dadurch kam es
zu der Entdeckung eines breiten Spektrums von Antagonisten fur die therapeutisch relevanten BCRs CCR1,
CCR2, CCR5, CCR10 und CXCR2, CXCR3 und CXCGR4! Weiterhin wurde dabei festgestellt, dass die Anzahl
der verschiedenen Inhibitorklassen fir CCGPCRs wesentlich groRer ist als die fir CX@&GPCRs, was den
Schluss zulasst, dass die Inhibition der CX&@Rezeptoren generell ein grof3eres Roblem darstellt, als die der
CGRezeptoren!?® Breitbandinhibitoren fiir Chemokine sind beispielsweise Aminolactame wie FX125L, das
in klinischen Tests als Theapeutikum fiir Asthma getestet'?®! und sich mittlerweile in klinischen Tests Phase
2 befindet.* Die ersten kleinen Molekiile, die als spezifische Inhibitoren fiir die Wechselwirkung von CXCR1
mit CXCL8 entdeckt wurden, sind Ketoprofene(Abbildung 2.5), die durch Rezeptorwechselwirkung dessen
Aktivierung blockieren, (21! Beispielsweise bindet Repertaxin, ein
nicht-kompetitiver allosterischer Inhibitor fir CXCR1 und CXCR2 der entwickelt wurde, um
Reperfusionsschaden zu reduzieren, an diese GPCRs und fixiert sie in einer inéiken Konformation, [20-212]

o) CH,

H,, H
/s, O N\S/
VAN
OH o ©

Abbildung 2.5:  (R)-Ketoprofen (links) und Repertaxin (rechts). Kleine Molekile, de die Wechselwirkung vonCXCL8 mit desse
Rezeptoren CXCR1 und CXCR2 inhibieren.

Diese Molekule zigten die Fahigkeit in vitro chemotaktische Aktivitat von humanen Neutrophilen und
Monozyten auszuschalter?**2*! und in klinischen Tests das Potenzial ishdmische Reperfusionsschaden zu
reduzieren.?®®  Einige DNAViren, wie Herpes- und Pockenviren, unterdriicken die Interaktion von
Chemokinen mit ihren Rezepioren durch die Produktion von Proteinen, die Chemokine oder ihre Rezeptoren
strukturell nachahmen, ohne aker selbst eine immunologische Aktivitat zu besitzen!?'%'8 Weitere
naturliche Chemokininhibitoren, kleine Proteine, die man Evasine nennt, sind im Speichel von Zecken
enthalten. Diese sorgen dafir, dass eine Immunantwort gegen den Zeckenbiss ausbleibt und diese damit nicht
sofort bemerkt wird. Evasin-1 ist ein klinisch getesteter spezifischer Antagonist, der die Chemokine CCL3,
CCL4 und CCL12 mit einer Affinitdt im niedrigen nanomolaren Bereich inhibiert.[?% Alenazi et al.
beschrieben zwei Evasine,die 22 verschiedene CGChemokine und 6 verschiedene CX@&hemokine in
Zellmigrationsassays inhibieren.!?%%!

Eine Moglichkeit, verbesserte Liganden fir ein Zielmolekul zu generieren, ist die Modifikation nattrlich
vorkommender oder bereits bekanrter synthetischer Bindungspartner mit Affinitat zum Zielmolekil. Durch
Nachahmung der nativen Struktur der Bindungsstelle des Reeptors, werden weitere Moglichkeit eroffnet,
Interaktionen zwischen Chemokinen und ihren Rezeptoren zu untersucher’.”® 22! Peptide und Proteine, die
von den entsprechenden GPCRs abgeleitet wurden, sind dabei beliebte Werkzeuge fur die Untersuchung von
Chemokin-Rezeptor-Interaktionen.??? Durch  Fusion von einzelnen Sequenzelementen aus

4 https://adisinsight.springer.com/drugs/800030523  (Zugriff 11.12.2019)
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Chemokinrezeptoren mit einem léslichen Proteingertst (z.B. derb: Doméne des GProteins) werden CROSS
Proteine erhalten (vgl. Kapitel 2.1.1), die zwar bisher nicht auf ihre inhibitorischen Fahigkeiten untersucht

wurden, aber im niedrigen mikromolaren Affinititsbereich an Chemokine binden kénnen.!” Auch wurden

Sequenzabschnitte von Chemokinen oder deren Rezeptoren synthetisiert und auf ihre inhibitorische Wirkung
untersucht. Die ersten Peptide mit der Fahigkeit, eine Antwort auf CXCL8 zu inhibieren, wurden auf diese
Weise bereits 1993 entwickelt.[??® Es konnte gezégt werden, dass die chemotaktische Aktivitat humaner
Neutrophile gegeniber CXCL8 durch Interaktion mit einem aus dem CXCL8 Nlr'erminus abgeleiteten Peptid
CXCL8(325) inhibiert/unterdriickt wird. “® 7 Analog zu dieser Herangehensweise wurden Eptide aus dem

N-Terminus des Rezeptors CXCRL1, der eine Bindungsstelle fur CXCL8 darstellt, abgeleitet. Die Sequenz dieser

Peptide besteht aus zwei Teilsequenzen des N'erminus, die Uber einen Spacer verknipft sind und die CXCL8
Interaktionsstellen fur die N-Schleife, 40SSchleife, 310-Helix und den bs-Strang enthalten.[?2422%! Eines dieser

Peptide, CXCR3p1, mit der Sequenz MWFDDAhx-MPPADEDYSP, wurde aus den Teilsequenzen CXCR1(9

14) und CXCR1(20-29) verknupft durch einen 6 -Aminohexansaure-Linker hergestellt und eingehend
studiert. Der K; des Peptids CXCR$1 liegt bei etwa 7 uM und NMR-Studien zeigten, dass seine ungeordnete
Struktur besitzt.!”" 2242251 |n ghnlichen Studien wurden Peptide aus dem N-Terminus von Kaninchen CXCR1
entwickelt, sowie die N-terminale Domane von CCR3 als Inhibitor fir CCL11 abgeleitet!®> 2% |n
Vorarbeiten in unserer Arbeitsgruppe (Prof. Schmitz, TUDarmstadt) wurde durch MD Simulationen des
CXCR1/CXCL8 Komplexes und eingehender Untersuchung der extraltalaren Schleifen 2 und 3 von CXCR1,
ein Peptid postuliert, b _q &itgd8 "@gl| bsl eqqrcjjc bcqg Pcxcnr mpgq
ILBRPLooOps, zeigt eine Affinitat im unteren mikromolaren Bereich fir CXCL8 und inhibiert die CXCL8
vermittelte Chemotaxis von Neutrophilen.!??”) Weitere Peptidsequenzen wurden auf &hnliche Weisein
anderen Arbeitsgruppen aus den drei extrazelluldren Schleifen von CCR5und CXCR4 abgeleitef?28-22°)
Ersteres inhibiert die Wechselwirkung des HI\ Glycoproteins gp120 mit CCR5 und verhindert dadurch aktiv
eine Infektion von T-Zellen durch HIV-Stdmme, die CCR5 erkennen?®® Ein aus CXCR4 hergeleitete
Fusionspeptid der extrazellularen Schleifen 1 und 3 zeigte eine submikromolare Affinitéat und das gleiche
Verhalten gegeniiber X4tropen HIV Stammen!??® Dariiber hinaus konnten Peptide aus individuellen
extrazellularen Schleifen von CXCR4 eine moderate Inhibition der Virusaufrahme in T-Zellen
bewerkstelligen, wobei ein Peptid aus Schleife 2 gleichzeitig die Wechselwirkung zwischen CXCL12 mit
CXCR4 (IC50 = 20 pM) und CXCR7 (IC50 = 100 pM) inhibierte. [2%

2.2.3.Strategien zur Inhibitorentwicklung

Strukturinformationen des Zielmolekils, seines Bindungspartners oder eine Komplexes beider
Bindungspartner konnen mit Hilfe von hochauflésenden Analysenmethoden, wie beispielsweise
Rontgenkristallographie oder NMR-Spektroskopie generiert werden. Sind die Daten vorhanden, lassen sich
durch in silico Experimente Substitutionen in das Zieprotein einfigen und durch Docking
Bindungsaffinitéaten berechnen. Man kann beispielsweise durch Betrachtung des
Rezeptor-Ligand-Komplexes molekulare Kontaktstellen identifizieren und durch Einfiigen weiterer Kontakte
eine hohere Affinitat erzeugen. Diein silico Daten missen im Anschluss durch Synthesand Bindungsstudien
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der vielversprechendsten Strukturen bestatigt werden. Meist werden mehrere Kandidaten ausgewahlt, um
die aufgrund des Modells postulierten Designhypothesen zu tberprifen. Basierend auf derexperimentellen
Befunden kann das Modell weiter optimiert oder die Hypothese widerlegt und eine neue entwickelt werden.
Diese Methode bietet die Moglichkeit, Eigenschaften von Liganden fiir ein Zielprotein gezielt zu modellieren,
um diese zu verbessern odezu enweitern. Diese Herangehensweise bietet ach den Vorteil, dass man bereits
eine Hypothese fir den Bindemechanismus der neuen Liganden erhal!

In alternativen Herangehensweisen durchmusert man grof3e Mengen von unterschiedlichen Liganden.
Kombinatorische Ansatze, in denen randomisierte Substanzbibliotheken hergestellt werden, bieten sich fur
die Inhibitorentwicklung an. Diese kdnnen chemisch synthetisiert oder im Fall biologischer Bibliotheken
durch gelenkte Evolution generiert werden. Solche biologische Bibliotheken finden Anwendung in
verschiedenen DisplayTechniken wie Hefe-, mRNA-, Phage, Ribosom- oder Bakterien-Displays!?32?*!] Dabe
werden haufig natirliche Mechanismen wie DNA-Replikation oder das Prasentieren von Peptiden auf der
Zelloberflache ausgenutzt, um eine Sequenzierung der Bibliothek durch eine schnelle Amplifikation der
codierenden Sequenz zu erleichtern. Die bendétigten INA-Bibliotheken flr verschiedene biologischen Displays
werden entweder biologisch durch Rekombination und Mutation oder durch kombinatorische chemische
DNA-Synthese erhalten!?*?

Das PhageDisplay ist die am haufigsten verwendete Mettode zur Darstellung und Analyse biologischer
Bibliotheken und wurde schon frith zur Entwicklung von Antikérper Fab Fragmenten eingesetzt!%" 243 Es
kénnen mit dieser Methode Bibliotheken mit tiber 10° verschiedenen Peptiden die bis zu 40 Aminoséauren
lang sind, synthetisiert und anschlieRend analysiert werden.** Ein Screening von verschiedenen
Sequenzabschnitten von Chemokinrezeptoren mit randomisierten Bereichen auf rekombinanten Phagen in
Mikroarrays gegen 31 verschiedene Chemokine solltd®eptidsequenzen identifizieren, die mit einer mittl eren
bis niedrigen Affinitat gleichzeitig die Aktivitdt mehrerer Chemokine beeinflussen. Die dabei ausgewahlten
Sequenzen WVFGNAMCK und LFGNDCE zeigten eine Aktivitat gegentber DTHi€layed type contact
hypersensitvity bei Mausen!?*®! Weiterhin wurde Phage-Display verwendet, um Inhibitorpeptide zu
generieren. Dabei konnten beispielsweise FWDDFW (I6s= 10 pM) und SAMWDF (ICso= 9.1 pM) als
Inhibitoren fiir die Interaktion von CXCL8 mit Neutrophilen identifiziert werden. [2*6247] Nach Inkubation
mit dem Zielmolektl und Auswaschen der nicht-bindenden Phagen werden die erhaltenenHits angereichert
und anschlieend dafiir genutzt, weitere Bakterien zu infizieren, um eine Amplifikation der DNA fur die
Sequenzierung zu erreichen oder weitere Zyklen unter stringenteren Bedingungen durchzufiihren. Ahnliche
Display-Verfahren werden auch mit Hefen und Bakterien durchgefiihrt. (233 2481 |n Arbeiten von Singh et al.
wurde ein Hefe-Display verwendet um 10 polyvalente CG-Chemokin bindende Peptide zu identifizieren.[?*%)
Diese Technik wurdeArbeiten der Gruppe weiter verwendet um Evasine zu identifizieren, die gezielt an CXG
Chemokine binden und CXCL8 im unteren nanomolaren Bereich inhibieren.??"

Wie bei der gelenkten Evolution kann man auch bei der chemischen Sgthese von Peptid und
Peptidomimetika-Bibliotheken kombinatorische Ansatze wahlen, um Bibliotheken mit potenziellen
Inhibitoren zu generieren.!?*>%%8 Ein Screenirg von synthetischen Bibliotheken wird meist durch
fluoreszenzbasierte, magnetpartikelbasierte Verfahren oder durch Kodierung der Synthesepartikel mit DNA
durchgefuhrt. [t 250-251. 259-261] Fin \orteil dieser Techniken ist, dass keine Strukturinformationen der
Ausgangssubstanz vorhanden sein mussen. Allerdings lassesich Bibliotheken ab einer gewissen Gréfe nur
mit erheblichem Arbeits- und Zeitaufwand einem Screening unterziehen. Die Synthese und das Screening
chemischer Bibliotheken von Peptiden und Peptidomimetika wird in Kapitel 2.3.2 naher beschrieben.

Die verwendeten Screeningmethoden flir chemisch und biologisch generierte Substanzbibliotheken variieren
stark abhangig vom Anwendungsgebiet und den Mitteln der Laboratorien, in denen sie durchgefuhrt werden.
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Die Zielstruktur wird héaufig direkt immobilisiert ( panning) oder fur spatere Immobilisierung mit
Ankergruppen versehen (ull-down). Nicht gebundene Substanzen werden ausgewaschen, wahrend
gebundene amplifiziert, mutiert und erneut durchmustert werden. Alternativ biete n sich aber auch
Screenings mit farbgebenden Substanzen an, beispielsweise die Umsetzung eines signalgebenden Substrates
durch angebundene Enzyme. So wurde drch Screening einer kombinatorischen Bibliothek bestehend aus
Hexapeptiden gegen Staphylococcus aeus zum Beispiel das kleine Peptid Antileukinat entdeckt.!262-26%]
Dieses Peptid mit der Sequenz ARRWWCRNH: inhibiert die durch CXCL8 ausgeltste Chemotaxis von
Neutrophilen und die Bindung von CXCL1 an humane Melanomzellerf?54-25¢!

2.3. Peptidomimetika und Peptoide

Im Allgemeinen sind Peptidomimetika Substanzen, die von ihrer Struktur her Peptide und Proteine
nachahmen. Hierzu zahlen beispielsweise Oligomere und Polymere, bestehend aus Peptidsequenzen mit
nicht-naturlichen Aminosauren oder Aminosaure-dhnlichen Grundbausteinen, die sich durch eine
intrinsische biologische Aktivitdt auszeichnen. Auch Derivate der nattrlichen Struktur, wie beispielsweise
zyklisierte Peptide zahlen hierzul?72%®1 Dariiber hinaus haben Peptidomimetika oft verbesserte
Eigenschaften gegentiber den entsprechenden Peptiden, wie beispielsvgs eine hohe Bioverfligbarkeit,
erhohte Rigiditat und dadurch eine verbesserte Stabilitat und Affinitat, so dass ein grof3es Interesse an der
Entwicklung neuer peptidomimetischer Arzneistoffe besteht. Fir die Synthese von Peptidomimetika, die sich
entweder an die Sequenz eines Zielpeptids anlehnen oder die Bindungstasche eines Proteins nachbilden, gibt
es generell drei verschiedene Herangehensweiserie fur die biologische Aktivita t wichtigen Funktionalitaten
des Peptids oder Proteins kdnnen auf einem synthiischen Gerlist wiedergegeben werden, das lediglich die
raumliche Orientierung und Struktur der Ursprungssubstanz abbildet.!?®® Funktionale Peptide kénnen
durch Zyklisierung in ihrer Beweglichkeit eingeschréankt werden, um so eine rigidere dreidimensionale
Struktur zu erzeugen und einen Stabilitatsgewinn herbeizufiihren.[?®® Eine weitere Mdglichkeit besteht
darin, die Aminosduren selbst entweder an den Seitenketten oder am Peptidriickgrat direkt zu
modifizieren. 269!

Eine Klasse von Peptidomimetika, die durch Modifizierung des Peptidriickgrats entstehen, sind die Peptoide.
Sie  wurden erstmals im Jahre 1992 von Zuckermann et.al. als N-substituierte
Glycin-Oligomere beschrieben und zeigen im Vergleich zu Peptiden eine hohe orale Bioverfuigbarkeit,
Stabilitdt gegeniiber Proteasen und eine héhere strukturelle Flexibilitat!?6* 272751 Das Riickgrd von
Peptoiden zeichnet sich dadurch aus, dass dieSeitenketten, die in Peptiden vom U-Kohlenstoff ausgehen,
formal an den N-terminalen Stickstoff verschoben sind. Dadurch ist die Position der Carbonylgruppe und die
der Seitenkette vertauscht. Oe Sequenzmussim Vergleich zu Peptiden also in umgekehrter Reihenfolge
synthetisiert werden, wenn die Abfolge der Seitenketten und Carbonylgruppender eines Peptids gleichen soll
(Abbildung 2.6).
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Umdrehen der Sequenz des Peptoids

Peptidriickgrat (oben) im Vergleich mit einem Peptoidriickgrat (unten). Links wurden beide Strukturen
Uibereinandergelegt um zu zeigen, dass die Seitenketten in entgegengesetzte Richtungen schauen. Recl
wurden N- und C-Terminus des Peptoids vertauscht und die Sequenz umgekehrt, um zu zeigen, dass |
Seitenketten und Carbonylgruppen nun die gleicheAbfolge haben. Die Syntheserichtung ist mit griner

Abbildung 2.6:

Pfeilen angegeben.

Die Synthese von Peptoiden kann auf zwei Weisen durchgefiihrt werden: durch Einzelkupplung fertiger, mit
Schutzgruppen versehener Peptoidmonomere, dquivalent zur Peptidsynthese (Monomermethode) oder durch
die Submonomermethode, die auf abwechselnder Acylierung mit einer Halogenessigséure und Alkylierung

durch Substitution des Halogens mit einem priméaren Amin basiert (Schema?2.1).!2"%- 278!

10 aq
9 aq DIC H
NH, HO X DMF N
0 0
X =Br, Cl
+ 20 &g H,N—R,
NMP/DCM/DMSO

H

N

Schema2.1: Submonomermethode zur Synthese von Peptoiden. Acylierung im ersten &ritt durch Brom
oder Chloressigsaure. Aminierung im zweiten Schritt durch Substitution des Halogens.

21
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Bei der Monomermethode kann durch Abspalter und photometrische Quantifizierung der terminalen Fmoc-
Schutzgruppe die Reaktion verfolgt werden. Jedoch kann derReaktionsfortschritt bei beiden Methoden, wie
auch bei der Peptidsynthese, colorimetrisch durch einen Chloraniltest verfolgt werden bei demp-Chloranil
(Tetrachloro-1,4-benzochinon) in Anwesenheit von Acetaldehyd mit primaren und sekundaren Aminen zu
Derivaten des blauen Farbstoffs Trichloroaminovinyk1,4-benzochinon umgesetzt wird (Schema2.2) 127727

O o}
_ + Cljﬁ[CI cl Cl
! 0 ( cl Cl
/N\ + )]\ N ° 3 cl |
R Ry HC™  H DMF R R, DMF O \R2
I
Ry
Schema2.2: Chloraniltest zur qualitativen Bestimmung von sekundaren Aminen. &kundare Amine reagieren mit

Acetaldehyd unter Bildung eines Enamins, das mit gChloranil zu einemblauen Farbstoff reagiert.
Durch ihre groRe Ahnlichkeit mit Peptiden, zeichnen sich Peptoide dadurch aus, dass sie gut in biologische

Prozesse eingreifen koénnen. Siewurden beispielsweise als zellulde Transporter, als antimikrobielle
Ampetoide und bewuchshindernde (antifouling) Stoffe eingesetzt!?’> 282851 Da durch das Verschieben der
Seitenkette vom UC an den Stickstoff die Voraussetzung fir die Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbhdungen tber das Polymerriickgrat bei Peptoiden nicht mehr gegeben ist, gehen durch
direkte  Ubersetzung von vorhandenen Peptidsequenzen in  Peptoidsequenzen meist alle
Strukturinformatonen der Sequenz verloren. Des Weiteren fihrt eine Sequenziibersetzung dazudass die
primaren Carbonsaureamide, die die Verknlpfungsstelle der einzelnen Monomere in einem Peptid darstellen,
durch sekundéare Amidbindungen ersetzt werden und eine frde drehbare Methylengruppe entsteht. Dies hat
eine starke Erhéhung der Riickgratflexbilitat zur Folge. 2% Aufgrund der Mesomeriestabilisierung primérer
Amide liegen in der Peptidbindung alle beteiligten Atome planar in einer Ebene und kdnnen nicht
gegeneinander verdreht werden. Der Torsionswinkel w der Amidbindung in Peptiden liegt daher
normalerweise beiw=180°. Die trans-Konfiguration ist h ier gegeniber der cs-Konfiguration bevorzugt, mit
Ausnahme von Sequenzen, die Prolin beinhalteri?®®! Peptoide hingegen weisen einen sehr variablenw-
Winkel zwischen 180° und 20° mit einer gleichméafigen Verteilung zwischen trans und cis-Konfiguration
auf, da eine Umwandlung der Konformationen unabhé&ngig von der Seitenkette vonstattengehen kann?’*
274 Um stabile Sekundérstrukturelemente in Peptoidsequenzen einzufilhren, miissen die speziell
konstruiert werden und die verwendeten Monomere missen sperrige Seitenkeen aufweisen. So ist es
mdglich, Ghelikale oder b-strangige Strukturen durch Einfilhren von chiralen Zentren in Nachbarschaft des
Stickstoffs zu erzeugen!?®”2*°! Eines der ersten Peptoi@ mit proteinahnlicher Struktur wurde nach dem
Vorbild einer Kollagen Trippelhelix rekonstruiert. >} Diese Strukturen waren allerdings unléslich oder
instabil in wassrigen Medien bis Zuckermann et. al. Im Jahre 2002 das erste stabile Ohelikale und
wasserlosliche Peptoid aus 36 Monomeren beschriebeff®? Seitdem wurde ein weites Spektrum von
verschiedenen wasserstabilen Foldameren entwicke zu denen selbstaufbauende Nanosheets,
Banderstrukturen und multihelikale Tertiarstrukturen zéhlen, die sogar dazu beféhigt sind, Metallionen in
einer proteinahnlichen Art zu komplexieren. [2°32%1 Durch Einfiigen von einzelnen Peptoidbausteinen in
Peptidsequenzen, lassen sich Hybride synthetisieren, die die Vorteile beider Substanzklassen miteinander
vereinen kénnen. Diese sogenannten Peptomere zeichnen sich epielsweise durch erhdhte Proteasestabilitat
und Sekundarstrukturen, wie U-Helices oder b-Faltblatter aus. 253
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Bisher wurde sich noch nicht auf eine einheitliche Nomenklatur von Peptoiden geeinigt. Die n dieser Arbeit
verwendeten Bezeichnungen fiir Peptoidsequenze wurden vom Dreibuchstabencode der &aquivalenten
Aminosauren abgeleitet und von Culf et al. eingefiihrt.! Dabei wird dem Dreibuchstabencode der
Aminosaure ein N fur die Substitution am Stickstoff vorangestellt und mit einem hochgestellten Index
versehen, der angibt, um wie viele CH-Inkremente die Seitenkette des Peptoids im Vergleich zur natirlichen
Aminosaure verlangert oder verkirzt wurde (siehe Kapitel 4.4.1).

2.3.1.Inhibitorische Peptidomimetika

Um Peptidomimetika mit inhibitorischer Aktivitat zu erhalten, bieten sich verschiedene Mdéglichkeiten. Zum
einen koénnen bekannte inhibitorische Peptidsequerzen teilweise oder vollstandig direkt in
N-substituierte Glycin-Oligomere Ubersetzt werden, wobei Peptomere respektive Peptoide entstehen. Dieses
Vorgehen liefert fir gewohnlich Sequenzen mit einer ahnlichen biologischen Aktivitat und Affinitat
gegeniber Zielmolekilen der Ursprungssequenz. Es muss allerdings dauf geachtet werden, dass die
Synthese von Peptoiden in umgekehrter Reihenfolge erfolgen muss, wenn die Reihenfolge der Atome im
Oligomerriickgrat gleich bleiben soll. AuRBerdem lassen sich sekundareStrukturelemente, die von einer
bestimmten Peptidsequenz éngenommen werden, oft nicht durch die analoge Peptomer oder Peptoidsequenz
abbilden (siehe Kapitel 2.3). Beispielsweise zeigt Thermolysin eine k1.8 uM und die korrespondierende
Peptoidsequenz eineKi=15 pM. [?" Der kleine U-Amylaselnhibitor Ac-WRY-OMe hingegen weist eine
Ki=100 uM und das entsprechende Peptoid eine K= 200 pM auf. 12’ Durch Radioligand-Bindungsstudien
konnte am Beispiel mehrerer SomatostatinAnaloga sogar eine im Vergleich zum Peptid héhere Affinitat fur
einige Somatostatin-Rezeptoren gezeigt werden (hsst3: i Peptid = 525 nM, Ky Peptoid = 282 nM; hsst4:
Ka Peptid = 8913 nM, Kg Peptoid = 4680 nM). [2%!

Eine weitere Moglichkeit, biologisch aktive Peptoidsequenzen zu generieren bietet die kombinatorische
Chemie. Duch SPOTSynthese auf ZelluloseMembranen, Microarrays oder Mix-and-Split-Synthese, kann
eine Vielzahl von verschiedenen Substanzen gleichzeitig und sogar vollautomatisiert synthetisiert und
anschlieRend einem Screeningunterworfen werden. 25258 Aus einer Pentapeptoid Bibliothek, die mit Hilfe
eines Magnetpartikelbasierten Verfahrens gegernti-FLAG Antikérper durchmustert wurde, konnten jeweils
drei bis vier Kopien von insgesamt 9 verschiedenen Hits erhalten werden, die eine hohe Sequenzhomologie
und Dissoziationskonstanten zwischen 75 nM und 150 nM aufweisent?®® Eine Heptapeptomer One-Bead
OneCompound (OBOQ) Bibliothek wurde einem Screening gegen Streptavidin unterzogen. Die
resultierenden Peptomere konnten Biotin mit einem 1Cso zwischen 25 pM und 400 uM verdrangen!2%3 2%
3001 |In vorangegangenen Arbeiten in der Arbeitsgruppe von Rof. Schmitz (TU Darmstadt), fiihrte das
Screening einer HexapeptoidBibliothek gegen CXCL8 zu T Hits, die eine Affinitat zwischen 11 pM und 112
UM aufweisen!®
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2.3.2.Synthetische kombinatorische Bibliotheken von Peptiden und Peptidomimetika

Die Analyse grofRer Substanzbibliotheken mit grof3erchemischer Diversitat ermdglicht es, eine grof3e Zahl
spezifischer Bindungspartner fiir ein Zielprotein zu finden und sogar strukturelle Zusammenhange zwischen
den einzelnen Hits zu ergrinden. Es eijstieren diverse Synthese und ScreeningMethoden flr diese
Bibliotheken, die verschiedene Substanzklassen beinhalten kénnen. Der Unterschied zwischen biologischen
und chemischen Bibliotheken wurde bereits in Kapitel 2.2.3 herausgearbeitet.

Peptid-Bibliotheken kénnen entweder in Losung oder durch Synthese auf einer festen Phase hergestellt
werden. Eine Methode Peptide auf fester Phase zu synthetisieren wurde bereits 1963 von Merrifield
entwickelt. [*°Y Als Synthesematrix diente Merrifield hierfiir ein chloromethyliertes Polystyrol -Harz, auf das
die einzelnen Aminosduren schrittweise aufgebracht werden konnten.*®t! Diese Vorgehensweise hat
gegeniiber der Synthese in Lésung zum Vorteil, dass eine einfache Abtrennung von gelésten Nebenprodukten
und Uberschissigen Edukten nach jedem Syntheseschritt gewahrleistet wird und der Prozess leicht
automatisierbar ist. Nachteilig ist der hohe Materialaufw and, da Edukte im Uberschuss eingesetzt werden
missen und einige Nebenprodukte sowie nicht abreagierte Ketten, die auf der festen Phase verankert sind,
nicht abgetrennt werden kdnnen. Eine Methode, die Synthese von PeptieBibliotheken mit der
Festphasensytheqc xs tcp gl bcl* "~ gcrcr bgc gk-and-Nmmj 8 7 K¢ r |
& s af -ard-R g j-Methdde).**? Diese Technik wurde spater von Lamet. al. weiterentwickelt, um

g mec | _ DheBa&adOrieCompound & M @RA#Aiotheken herzustellen, in denen jeder einzelne
Harzpartikel jeweils eine einzige Sequenz der synthetisierten Makromolekiile tragt*°®2%*! zur Synthese von
Peptidbibliotheken wird das Syntheseharz dabei in mehrere Reaktionsgefalie aufgeteilt, in denen jeweils eine
Aminoséaure mit dem Harz zu Reaktion gebracht wird. Nach dem Vereinigen und Mischen aller Harzpartikel
und dem Entfernen der N-terminalen Schutzgruppen wird das Harz fir die Kupplung der nachsten
Aminoséaure aufgeteilt. Wenn sich die Anzahl der Aminosauren in jeder Position nicht unterscheidet entstehen
N=x ' mégliche Peptide mit einer L&nge von i, wobei in jeder Pgsition x verschiedene Aminosauren eingesetzt
werden (Abbildung 2.7).
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Abbildung 2.7:  Schematische Darstellung der Mixand-PoolSynthese. Jeder Rektionsschritt i wird mit x Bausteinen
durchgefihrt. Anschlielend werden die Reaktanden gemischt und wieder gleichméafig aufgeteilt fir den
nachsten Reaktionsschritt. Es entstehen N=xinterschiedliche Substanzen mit einer Lange von i.

Durch diese Methodekdnnen auch Bibliotheken aus kleinen Molektlen und nicht peptidischen Oligomeren
generiert werden, die sich relativ einfach durch Bindung mit markierten Liganden in colorimetrischen oder
fluorimetrisc hen Methoden (Spektroskopie oder Mikroskopie) ohne Codigung der Partikel auswerten
lassen'®** Dies hat den Vorteil, dass ein Screening auch ohne aufwéndige Geréatschaften durchgefiihrt
werden kann. Chemische oder synthetische kombinatorische Biblidieken werden fur gewohnlich mit Hilfe
von Assays durchmustert, die sich leicht auslesen lassen, wie kolorimetrische oder fluoreszenzbasierite vitro
Assays. Je nach PartikelgroRe kann mit automatisip r ¢ | N_prgicjqgmprflop borte& AMN
(fluores@nt-activated cell sorting- FACS) gearbeitet werden. GroRRere Partikel kbnnen auch unter dem
Fluoreszenzmikroskop ausgewahlt und per Hand separiert werden. Eine weitere schnelle und effektive
Methode, Liganden aus einer Bibliothek in einem Schritt zu screeen und zu separieren bieten
funktionalisierte superparamagnetische Partikel. Diese funktionalisierten Magnetitpartikel binden an
Liganden der Bibliothek und erméglichen es, diese durch einen Magnetsparator oder Handmagneten einfach
von der restlichen Bibliothek zu trennen.!?®® Bei allen Screeningmethoden wird meist nur zwischen
nicht-bindenden und bindenden Substanzen unterschieden, deren Sequenz nach positivem Screening
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identifiz iert wird, um die entsprechenden Verbindungen in ausreichender Menge zu synthetisieren und weiter
charakterisieren zu kénnen. Die Methode, nach der die Identifizierung der Hits durchgefihrt wird, hangt
dabei stark von der Bibliothek oder der verwendeten Kalierungsstrategie dieser ab.

Die Sequenzanalyse von nureinem Synthesepartikel stellt aufgrund der geringen Substanzmenge eine
Herausforderung dar, da keine einfache Signalverstarkunganalog zur PCR bei der DNASequenzierung flr
die Analyse von Komponentenbiologischer Bibliotheken durchgefuihrt werden kann (vgl. Kapitel 2.2.2). Im
Fall von Bibliotheken von Peptiden und Peptidomimetika, kann die Sequenzierung aber ome DNA-
Codierung, durch fragmentierende Methoden wie EdmanAbbau, SangerSequenzierung oder MALDITOF
MS/MS durchgefiihrt werden.[305-20¢!

Beim EdmanAbbau werden durch Reaktion von PeptidN-Termini mit Phenylisothiocyanat
Phenyl(thio)carbamoyl-Peptide hergestellt. Dabei werdendie einzelnen N-terminalen Aminosauren durch
Reaktion mit Phenylisothiocyanat in jedem Reaktionsschritt als Phenylthiohydantoine abgespalten, wahrend
die Reaktionsprodukte von Phanylisocyanat unter Abspaltbedingungen stabil sind. Es entstehen dabei
Fragmente, die die gesamte Sequenz des urspringlichen Peptids abdecken und durch MALEIOF MS
analysiert werden konnen. Die SangerSequenzierung beruht auf der sauren Hydrolyse des Peptis in
Fragmente verschiedener Grof3e, die anschlie3end Merminal mit 2,4 -Dinitrochlorbenzol markiert werden
und komplementar zum Edman-Abbau Uber z.B. Massenspektrometrie analysiert werden kénnen. Auch
andere Markierungen, wie beispielsweise Halogenierunga an multifunktionalem Harz, sind mdglich, um
die Analyse durch massenspektrmetrische Methoden zu erleichtern und SubstanzBibliotheken zu
analysieren*°"2%1 Bej der Sequenzierung von Peptidomimetika durch MALDI TOF MS/MS macht man sih
zu Nutze, dass diese bei der Fragmentierung in charakteristischen Fragmente zerfalie Beispielsweise
zerfallen Peptoide hauptsachlich in ihre Y- und B-Fragmente (Abbildung 2.8).[310-311

By By B3
'R, O 'Ry O
HN : NN : OH
I|?1 oi F|<3 oi
EY3 in EY1

Abbildung 2.8:  Fragmentierung von Peptoiden in ihre charakteristischen ¥ und B-Fragmente durch MALDI TOF MS/MS.
Y+2Ht ist das Fragment mit der ergiebigsten lonenausbeute nach der Fragmentierung310311

Um eine Sequenzierung der Hits nach einem Screening zu umgehen,st es auch mdglich, die einzelnen
Substanzen einer Biblidhek schon wéahrend der Synthese zu codieren. Dies kann durch verschiedene
Techniken gewahrleistet werden, wie beispielsweise die Codierung durch 6értliche, graphische und chemische
Methoden oder mit Hilfe von Isotopenmarkierung.®*? Die Synthese und das Screening kmbinatorischer
Bibliotheken wurden anfanglich getrennt du rchgefihrt, indem die Substanzen zun&chst synthetisiert und
anschlieRend auf eine Oberflache aufgepfropft wurden. Dabei kann die Identifizierung der Substanzen vor
oder auch nach dem Aufbringen an de feste Matrix erfolgen*®¥ @c ggngcj qucggc u@jprmrc§
vorsynthetisierte DNA-Sequenzen, Pepitle oder andere Naturstoffe auf eine Nitrozellulosemembran gedruckt,

um Microarrays herzustellen, bei denen jede Substanz aufgrund ihrer Position in der Matrix zugeordnet
werden kann.[*1+318 Dje Codierung einer Bibliothek durch positionsabhéngige Methoden kann zum Beispiel
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als Abwandlung des DotBlots durchgefihrt werden, bei dem ein Microarray verschiedener Substanzen in
Parallelsynthese hergestellt wird. Dies kann durch die direkte Zufuhr verschiedener Reagenzien auf das
gewiinschte Raste durchgefilhrt werden.®*¥! Um dies zu gewéhrleisten bieten sich zum Beispiel separate
FlussKanéle oder Drucktechnologien an!®'°32°! Durch Eintauchen eines Arrays von funktionalisieten
Polystyrol-Stabchen in verschiedene Reaktionsgefafle kann die MultipirPeptidsynthese durchgefiihrt
werden, bei der die Sequenzen auf jedem Stabchen durch die Reihenfolge, in der die individellen Stabchen
eingetaucht wurden, zuriickverfolgt werden kann.®?! Wird eine Zellulose-Membran oder Glas als
Tragermaterial fir die Herstellung von Peptid-Microarrays verwendet, nennt sich diese Technik
SPOTSynthesel**? Durch Verwenden von Aminosduren mit photospaltbaren Schutzgruppen und einem
Glastragers als Synthesematrix, enwickelten Fodor et. al. eine Methode mit der 1024 Pentapeptidein einem
1.6 mm? Array abgebildet wurden und fiir ein Screening mit hochaffinen Antikorpern genutzt werden
konnte.l**-324 Dijese Methode hat sich allerdings nicti gegeniiber anderen Druckmethoden fiir Peptide
durchgesetzt. Es kdnnen beispielsweise Peptidrrays auf Mikrochips synthetisiert werden, bei denen sich die
einzelnen Aminosauren in kleinen, schmelzbaren Partikeln befinden. Diese lassen sich individuell in mem
elektrischen Feld bewegen, das von PixeElektroden generiert wird. *%! In einer &hnlichen Druckmethode,
lassen sich Aminosauresequenzen, nach Modifikation der Tonerkapazitdten eines gewohnlichen
Farblaserdruckers bis zu 5 pm genau auf festen Ofrflachen drucken. So kénnen etwa 160.000 Sequenzen
in einem Array auf einer Flache von20 x 20 cm aufgebracht werden!3?®!

Eine der ersten graphischen Codierungsmethoderfur die Synthese von chemischen Bibliotheken stellt die
Teebeutelmethode dar!®?" Die feste Matrix befindet sich hier in porésen PolypropylenBeuteln, die durch
einen Barmde markiert sind. Dieser wird bei jedem Umfillen der Teebeutel im Verlauf der
Split-and-Pool-Synthese durch einen Scanner ausgelesen, wodurch eine Riickverfolgung der Reaktionen und
damit der Sequenz erméglicht wird.[*?”) Eine chemische Codierung kann durch Bifunktionalisierung des
Synthesehazes mit DNA gewéhrleistet werden, die parallel zur Synthese der Substanzbibliothek stattfinden
kann.®**® Durch anschlieBendes Amplifizieren und Sequenzieren dieser DNA per PCR, koénnen Hits aus
Bibliotheken von Peptiden und Peptidomimetika komplementar zu biologischen Bibliotheken schnell und
einfach auch mit kleinen Substanzmengensequenziert werden.[*?¢2°1 Diese Methode kann mit einzelnen
oder multiplen Radiofrequenzmarkierungen (single or multiple adressable radiofrequency tag QK? PRC'
Xsp_bPmdpcoscl aw Clambcb Amk ™ gl _iertmerden, yas éirf Audtegeq dep w &
Sequenzen durch spektroskopische Verfahren erméglicht®*® Beim indirekten Isotopen-kodieren oder
Massenkodieren werden stabile Isotope (*H oder **C) als Kodierung in Linkermolekiile oder Bausteine der
Bibliothek in bestimmten Verhéltnissen eingefligt. Die resultierenden Isotopenmuster dienen bei der
massenspektrometrischen Auswertung zur Strukturcharakterisierung.>3%
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3Zielsetzung

Im Mechanismus der Immunantwort auf eine Pathogeninvasion wird eine Migration von neutrophilen
Granulozyten in das infizierte Gewebe durch CXCL8 induziert. Bei einer Reihe vorchronisch entziindlichen
Krankheiten und Autoimmunerkrankungen ist dieser Vorgang gestort und falschlich induzierte Neutrophile
kdnnen das Gewebe angeifen und zerstoren. Es ist daher von grof3em Interesse, Inhibitoren fir die
Wechselwirkung zwischen CXCL8 ud dessen korrespondierenden Rezeptoren auf Zelloberflachen zu
entwickeln, um ihre Wirkungsweise zu verstehen und modulieren zu kénnen.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten bekannte Peptide und Peptoide, die die Wechselwirkung zwischen CXCL8
und seinem GProtein gekoppelten Rezeptor CXCR1 inhibieren, modifiziert werden, um ihre Affinitat zu
erhéhen und Hypothesen zu ihrem Bindungsverhalten zu Uberprifen. Baierend auf rationalem Design und
Vorhersagen aus MBSimulationen sollten sowohl Peptidvarianten entworfen werden, die im Gegensatz zum
CXCL8 bindenden Ausgangspeptid keine Sekundarstruktur in Losung aufweisen, als auch solche mit
verringerter Flexibilitat . Diese Peptide sollten synthetisiert, ihre Sekundarstruktur mittels CD Spektroskopie
charakterisiert und deren Affinitat zu CXCL8 durch FluoreszenzanisotropieMessungen bestimmt werden.
Ziel war es, einen Zusammenhang zwischen geordneten Strukturen dieser Peptide und ihren
Bindungseigenschaften zu Uberpriifen. Gleichzeitig sollte Uberpriift werden, inwiefern die Struktur dieser
Liganden zur Stabilitat gegenlber Proteasen beitragt. Die Strategie der Makrozyklisierung zur Stabilisierung
und Affinitatserh6hung sollte auch auf bekannte CXCL8 bindende Peptoide Ubertragen werden.

Ein weiteres wichtiges Vorgehen zur Generierung neuer Bindungspartner fir Proteine sind die Synthese und
das Screening von OBOGEBIbliotheken. Daher sollten Screeningprozesse, basierend duMagnetseparation
und Fluoreszenz etabliert werden, die in ihrer Durchfihrung einfach und vom Materialaufw and
kosteneffizienter als die gangigen Strategien sind. Zur Evaluierung dieser Screeningmethoden sollten
literaturbekannte an Streptavidin bindende Peptide mit einer Spanne unterschiedlicher Bindungsaffinitaten
auf Syntheseharz immobilisiert und als Positivkontrollen verwendet werden. Diese Mini-Bibliothek sollte
anschlieBend mit fluoreszent- und magnetisch markiertem CXCL8 behandelt werden, um Erkenntisse tber
die detektierbare Affinitat und maogliche Nebenreaktionen zu gewinnen. Abschliel3en sollte eine OBDC
Bibliothek von zyklischen Pentapeptoiden auf der festen Phase erstellt und mithilfe des so etablierten
Magnetseparationsverfahrens auf CXCL8inder gescreent werden.
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4.1. ChemokinExpression und-Charakterisierung

Fur die Durchfiihrung von Bindungsstudien und die Untersuchung von Protein-Ligand Wechselwirkungen,
ist die Herstellung verschiedener Varianten des Zielproteins notig. Fur diese Arbeit wurden daher zwei
verschiedene Varianten von CXCL8 exprimiert. Eine Isafrm des humanen CXCL8 mit 72 Aminosaurenl
(auch als IL8 oder CXCL8 wt bezeichnet)f**? und CXCL8S72C2 (IL8-S72C, IL8Cys oder CXCL8Cys) eine
Variante der humanen 72 Aminosaurentisoform bei der das Gterminale Serin durch ein Cystein ersetzt
wurde. CXCL8 wt wurde sowohl fur FluoreszenzanisotropieBindungsstudien, als auch fir
Aktivitatsuntersuchungen an lebenden Zellen, wie den TranswellAssay, eingesetzt. CXCL872C2 eignet sich,
aufgrund der gut zuganglichen Cystein-Seitenkette am GTerminus, zur selektiven Markierung des Proteins,
die in dieser Arbeit mit einem gelb fluoreszierenden Farbstoff Dylight-550'**3! und mit Biotin vorgenommen
wurde. Die erhaltenen Konjugate CXCL8DL550 3 und CXCL8Biotin 4 wurden flr Experimente an
Syntheseharzoberflichen undOne-BeadOne CompoundSubstanzbibliotheken verwendet.

Fir die Expression der beiden CXCL8/arianten wurde ein modifiziertes Protokoll von Wiese et al.!**?
angewandt. Dabei wurde das Plasmid pET22b-IL8 bzw. pET-22b-IL8-S72C in E. coli BL21 (DE3) RIL
verwendet. Der Expressionserfolg wurde tber SDSPAGE kontrolliert (vgl. Anhang Abbildung 8.1). Nach Lyse
der Zellen wurde das Zelllysat im ersten Reinigungsschritt mittels Kationenawstauschchromatographie
getrennt. Mit Hilfe dieser Methode l&sst sich das bei pH 7.4 stark positiv geladene CXCL8S72C (pl=8.3
9.5)[3" %3 yon anionischen und ungeladenen Proteinen trennen (vgl. Anhang Abbildung 8.2). Mit den
gesammelten Fraktionen wurde zur Identifizierung der Proteine eine SDSPAGE durchgefiihrt. In Abbildung
4.1 ist zu sehen, dass in Fraktion 13 (Durchlauf) neben Proteinen verschiedener Grof3en auch Proteine in
der GrolRenordnung von 8 kDa nachweisbar sind, was auf die Anwesenheit von CXCL8S72Zschlief3en I&sst.
In den Fraktionen 11-15 lassen sich 3 Proteinbanden detektieren. Die Bande bei etwa &Da lasst sich dem
CXCL8S72C Monomer (8.4 kDa) zuordnen. Mit etwa 15 kDa kann die zweite Bande dem bei derLyse
eingesetzten Lysozym (14.3 kDa) zugeordnet werden und die Bande bei cal7 kDa dem CXCL8S72C Dimer.
Es ware zu erwarten gewesen, dass das CXCL8S72C Dimer durch die Behandlung mit Mercaptoethanol und
den Hitzeschritt in der Vorbereitung der SDS-PAGE Poben vollstandig denaturiert wird. Ein Vorhandensein
der Dimer Bande zeigt dlerdings, dass die Denaturierungsbedingungen anscheinend nur fiir ein partielles
Entfalten des Proteins gesorgt haben oder sich die Struktur teilweise wieder zuriickfalten konnte.
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Abbildung 4.1: Exemplarsche SD$AGE des durch Kationenaustauschchromatographie aufgereinigten Zelllysats bei der
Expression von CXCL8S72Z Fraktionen 1-3 enthalten anionische und ungeladene Poteine, die nicht oder
nur wenig mit dem S&ulenmaterial interagieren konnten. Fraktion 11-15 zeigt spéater eluierende Proteine
unter denen auch CXCL8S72@ mit 8.4 kDa nachzuweisen &t.

Da CXCL8 wegen seiner GA®indestelle eine Affinitat zu Heparin aufweist, wurden die Fraktionen
11-15, in denen CX@8S72C 2 enthalten war, miteinander vereinigt, in Puffer C mittels Zentricon
umgepuffert und fir den zweiten Reinigungsschritt auf eine FPLC Saule mit HeparinSepharose Matrix
aufgetragen. Die Proteine wurden wieder in einem Gradientenmit steigender Salzkonzentration eluiert (vgl.
Abbildung 4.2). Von den drei in den Fraktionen enthaltenen Proteinen konnte eines relativ gut vom Rest
getrennt werden. Die Fraktionen 4-6 wurden durch SDS-PAGE analysiert, die inAbbildung 4.3 dargestellt
ist. Das Gel zeigt, dass der Hauptteil der Verunreinigungen in Fraktion 4 enthalten ist, und sich CXCL8S72C
2 in den Fraktionen 5 und 6 angereichert hat. Es sind allerdings immer noch dreiProteinbanden in Fraktion
5 zu sehen, die den Hauptteil des CXCL8S72@ enthalt.

In einem zuséatzlichen Reinigungsschritt wurden Fraktion 5 und 6 miteinander vereinigt, auf Puffer C
umgepuffert und mittels semipraparativer RP8-HPLC in ehnem Acetonitril-Gradienten aufgereinigt. Das
Chromatogramm zeigt deutlich, dass CXCL8S72@ vollstandig von allen anderen in der Losung enthaltenen
Proteinen getrennt werden konnte und zu 62.5% in der Probenldsung enthalten war (Abbildung 4.4). Nach
Lyophilisieren des Eluats konnte das salzfreie Produkt gewogen werden. Die Ausbeute der Expression betrug
2.1 mg, was etwa 0.88 mg/L Expressionsansatz entspricht.
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Abbildung 4.2: Exemplarisches = Chromatogramm der Reinigung von CXCL8S72C 2 mittels

Heparin-Affinitdtschromatographie. Die Absorption bei 280 nm (blau) wurde verfolgt und automatisiert
Fraktionen des Eluats gesammelt. Nt steigender Konzentration im Puffer B Gradienten (griin) werden die
Proteine nach ihrer Bindungsstarke zur HeparirSepharose Matrix eluiert. Die Fraktionen 46 wurden fir
die weitere Aufreinigung gesammelt und sind hervorgehoben (rote Pfeile).
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Abbildung 4.3:

1L8-572C

Exemplarische SD®AGE der durch HeparirAffinitditschromatographie aufgereinigten
Proteinlésung bei der Expression von CXCL8S72ZCFraktionen 1-3 zeigen keine Anwesenheit vor
Proteinen. In Fraktion 4 lasst sich der Hauptteil der noch vorhandenen Verunreinigungen finden
Fraktion 5 und 6 enthalten neben CXCL8S72@ (rot) noch Verunreinigungen
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Abbildung 4.4: Exemparisches Chromatogramm der semipréparativen RP GBPLC von CXCL8S72Z Die gruine Linie zeigt
die Konzentration von Eluent B an. In blau ist die Absorption bei 280 nm gezeigt. Man erkennt, dass da
Protein ausreichend von allen Verunrenigungen getrennt werden konnte. Die Retentionszeit fiir CXCL8S72!
und die prozentuale Peakflacheals Maf fiir die Reinheit des Rohprodukts sind angegeben. Die gesammel
Fraktion ist hervorgehoben (rote Pfeile).

Fur Bindungsstudien von CXCL8 mit Peptiden, peptomeren Liganden oder auch lebenden Zellen spielt die
richtige Faltung des Proteins, die daen biologische Aktivitat bestimmt, eine wichtige Rolle. Da IL8 ein CXG
Chemokin ist, besitzt es als CXCL8S72@ Variante 5 Cysteine. Es besteht also die Mdglichkeit, dass sich die
Disulfidbriicken falsch ausbilden und somit eine falschen Faltung und damit inaktives IL8 resultieren. Das
Protein kdnnte auch durch das wiederholte Losen und Lyophilisieren wahrend der Reiniguing oder durch die
Wechselwirkungen an der hydrophoben stationaren Phase der HPLES&ule in eine falsche Faltung tberfiihrt
werden. Durch Konjugation des Gterminalen Thiols mit Biotin und
DyLight-550 konnte es ebenfalls zu einem Verlust der biologischen Akvitat durch Wechselwirkung der
Markierung mit dem Protein selbst fiihren. Hinweise auf die Sekundarstruktur der wie oben beschrieben
rekombinant hergestellten und gereinigten Proteine und deren Konjugate, wurden daher durch
Circulardichroismus (CD) Spektroskopie und die biologische Aktivitat durch einen Transwell-Assay nhach
Boyderi®*4 in vorrangegangenen Arbeiten im Arbeitskreis untersucht und bestétigt!®[33):1336-337]

Far die Erstellung einer Protein-Stammlésung mit definierter Konzentration ist es Voraussetzung, dass eine
genaue Bestimmung der Proteinkonzentration oder ein médichst reines Endprodukt zum gravimetrischen
Ansetzen der Stammlésung vorliegt. Bislang wurde die Konzentration des hergestellten Proteins mit dem
BCAAssay oder durch Messen der Absorption bei 280nm bestimmt. Beide Methoden wurden in
vorangegangenen Arbefen verglichen und zeigten eine Abweichung von etwa 80%!* 3*°! Da beim BCAAssay
fur jeden Versuch eine eigene Kalibrierreihe erstellt werden muss, wirdfir diese Methode eine grof3e Menge
an Protein bendtigt. Daher wurde Lysozym statt IL8 fur die Kalibrierung eingesetzt, was allerdings durch die
deutlich unterschiedliche Verteilung der Aminoséauren Tyrosin, Tryptophan und Cystein in beiden Proteinen
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fehlerbehaftet ist. Fir die Absorptionsmessung bei 280nm muss laut LamberBeer-Gesetz die Schichtdicke
der Messprobe konstant ghalten werden. Die Schichtdicke wird durch Ausbildung eines Meniskus an der
Oberflache der Losung beeinflusst, der wiederum durch dieViskositat der Losung und damit auch durch die
Konzentration von Proteinen und Salzen in der Losung. Beide Methoden sindunspezifisch und kénnen so
das gewlnschte Protein nicht von Verunreinigungen durch andere Proteine unterscheiden, was zu
verfalschten Egebnissen fuhrt. Anhand der SDSPAGE konnten das Protein und die enthaltenen
Verunreinigungen im  Lysat, sowie nach der Kitionenaustauschchromatographie und
Affinitatschromatographie nachgewiesen werden.

Fehlgefaltete und somit hydrophobere Varianten desProteins CXCL8S72Q@, sowie Verunreinigungen durch
unerwilnschte Proteine, wie das zur Lyse eingesetzte Lysozym, und Salze des eingesetzten Puffers konnten
jedoch anschlieRend vollstandig vom Endprodukt durch RRChromatographie getrennt werden (vgl.
Abbildung 4.4). Dies erméglichte ein genaues Einwiegen des aktiven Proteins flr eine Stammlésung als
Grundlage fur die folgenden Experimente.
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4.2. Rationales Degyn von CXCL8 bindenden Peptidomimetika

Zu Teilen des Kapitels4.2 wurden bereits Arbeiten eroffentlicht. (3227 338]

Eine Herangehensweise zur Entwicklung von Chemokininhibitoren basiert auf der Informationen tber die
Chemokin-Rezeptor-Wechselwirkung. Durch Orientierung an bereits vorhandenen Inhibitoren oder deren
Sequenz oderStruktur ist ein rationales Design moglich. Fur die Interaktion von CXCL8 mit seinem Rezeptor
CXCR1 wird angenommen, dass es sich um einen-Bindungsstdlen Mechanismus handelt (vgl. Kapitel
2.1.1).13%934 Die flexible CXCL8 N'Schleifen Region interagiert dabei mit dem CXCL8 NTerminus (Stelle 1)
und wird darauf folgend der zweiten Bindungsstelle an den extrazellularen Doménen 3 und 4 (ECD3 und
ECD4) préasentiert. Hier interagiert das ELRMotiv des CXCL8 NTerminus, bestehend aus Glutaminséure,
Leucin und Arginin, mit ECD3 und ECD4 des Rezeptors (vglAbbildung 2.3).[7" 34342 Fiir die Interaktion
und die Rezeptoraktivierung sind die Aminoséuren R199, R203 urd D265 von CXCR1 von Bedeutund’*"?
Obwonhl es keine direkten experimentellen Beweise fur die Interaktion des ELRMotivs mit den ECDs des
Rezeptors gab, konntenHelmer et al. durch ein flexibles protein-protein dockingmit im Kraftfeld ROSETTA
ein Homologiemodell erstellen und die fiir eine Interaktion dieser beiden Regionen bestatigen!® 48 227. 343]
Dieses Modell ergab als hauptsachliche Interaktionsregionen von CX@.die N-Schleife, die 3i0-Helix, 40S-
Schleife und denbs- Strang, was mit experimentellen Daten tibereinstimmte[*® *4 Die Interaktion der Reste
R199, R203 aus ECD3 und D265 aus ECD4 von CXCR1 mit CXCL8 wurde durch dieses Modell untersucht
abgebildet. Ein Peptid auf Grundlage der relevanten Reste aus ECD3 und ECD4 kdnnte somit eine Affinitat
zu CXCL8 besitzen. Es wrden Ausschnitte der Sequenzendieser beiden extrazelluldren Doménen (A196
1204 und A264-Q271) ausgewahlt, die diese Reste und jeweils eine komplette Helixwindung enthalten. Diese
beiden Peptide wurden mit einem
Aminohexansaure(Ahx) -Linker verknupft, der bereits in analogen Arbeiten mit dem CXCR1
N-Terminus einen guten Kompromiss zwischen Hydrophobizitat, Flexibilitét und Léange bewiesen hattel?%*
2271 Das resultierende Peptid AKWRMVLRAhx-? BRJKPRO uspbc ~ GIJ6PNJmmnaq§
Standard-Fmoc/tBu-Peptidfestphasensyntheseprotokoll synthetisiert und am NTerminus mit Fluorescein
markiert (siehe Kapitel 6.5.2).[227-34%

In ersten Versuchen war ein Peptid synthetisiert worden,das Affinitat zu CXCL8 zeigte und diverse biologische
Antworten auf CXCL8 inhibierte. Es wurde durch MD-Simulationen® gezeigt, dass beide Seiten des Peptids
helikale Strukturen, &hnlich wie beim Rezeptor, ausbilden. Nach erneuter Synthese konnte in
Fluoreszenzanisotropiemessungen allerdings keine Affinitat von FluelLBRPLoops zu CXC8 bestimmt
werden (Abbildung 4.5).

5 Durchgefiihrt von James A. R. Dalton,Laboratory of Molecular Neuropharmacology and Bioinformatics, Universitat Autdonoma de Barcelma
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Abbildung 4.5: ExemplarischeFluoreszenzanisotropiemessungvon FluolLBRPLoops mit CXCL8. Es konnte keine Bindung im
betrachteten Konzentrationsbereich festgestellt werden. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung
der Dreifachmessung an.

Bei neuen MD-Simulationen® stellte sich heraus, dass die Struktur des Peptids nicht, wie durch die
Experimente von Helmer und den MD-Simulationen von Dalton vorhergesagt, auf beiden Seiten des Ahx
Linkers jeweils eine ganze Helixwindung enthalt, was im Rezeptor CXCR1 aber der Fall ist. ILBRPL@s zeigte
statt der erwarteten, dem nativen Rezeptorbereich &hnlichen Struktur in der Simulation eine ungeordnete
Struktur und eine leichte Neigung dazu b-Strénge zu bilden. Die helikalen Bereiche des Peptids hingegen sind
nicht stabil (siehe Abbildung 4.6).

1 2 4

e 86

Abbildung 4.6:  MD Simulation von IL8BRPLoopsan vier verschiedenen Zeitpunkten (von links nach rechts: 20 ns35 ns, 80 ns
100 ns) zeigt eine stark fluktuierende Konformation. Helikale Strukturelemente werden préaferiert im N-
terminalen Teil des Pepids gebildet, gehen aber im Laufe der Simulation verloren, wodurch ein gré3tenteils
ungeordnetes Peptid entsteht.

Zur Strukturvorhersage von Proteinen ist der ChouFasmanAlgorithmus eine weit verbreitete statistische
Methode, die auf empirischen Werten beruht.[3*¢3%°1 Jeder Aminoséure der Sequenz wird dabei ein Wert
zugeordnet, der ein MaR fur die Wahrscheinlichkeit ist, dass der Rest in einer
a-helikalen Struktur (P.) oder in einem b-Faltblatt (Py) vorliegt. Bei einem P, von > 100 in 4 von 6
aufeinander folgenden Resten liegt eine Nukleationsstelle flira-Helices vor. Das Fenster von 6 Aminosauren
wird in beide Richtungen der Kette verschoben, bis vier aufeinander folgende Reste ein mittleres R < 100

8 Durchgefiihrt von Sven Jager, Computational Biology and Simulation, TU Darmstadt
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aufweisen und so eine Abbruchsequenz und damit das Helixende bilden. Besteht dieses Fenster zwischen
Nukleations- und Abbruchsequenz aus mehr als 5 Arimoséauren und ist P, > Py, liegt hier eine a-Helix vor.
Fur b-Faltblatt-Motive missen 3 von 5 Resten ein > 100 aufweisen, es wird hier analog zur Bestimmung
von a-Helices weiter verfahren. Mit Hilfe dieses Algorithmus lassen sich also 36 Aminoséuren lange
Nukleationsstellen fur Sekundarstrukturen in Peptidsequenzen erkennen, die durch Ausbreitung entlang des
Peptidriickgrats in beide Richtungen bis zu einer Abbruchsequenz eine Vorhersage tber Sekundarstrukturen
zulassen.

Wird dieser Algorithmus auf die Sequenz von ILBRPLoops angewandt, zeigt sich, dasdie beiden durch
Aminohexanséure (Ahx) getrennten Teile des Peptids stark zur Ausbildung vona-Helices tendieren sollten,
da Uber die komplette Sequenz die Regeln zura-Helix Nukleation erfillt sind und kein e helixbrechenden
Sequenzen enthalten sind. Allerdings ist ausgehend vom &erminus des Peptids ebenfalls die Moglichkeit
gegeben, dass sichb-Stréange bilden kdnnen, die in Richtung des NTerminus mit Abbruchsequenzen
Uberlappen und aufgelst werden.

A K w R M Vv L R I Ahx A D T L M R T Q

P,| 142 114 108 98 145 106 121 98 108 - 142 101 83 121 145 98 83 111
+ > - >
P, | 83 74 137 93 105 170 130 93 160 - 83 24 119 130 105 93 119 110

Abbildung 4.7:  Sequenz von IL8RPLoops mit den dazugehdrigen ChekasmanParametern fir die Wahrscheinlichkeit del
Ausbildung von a-Helices (R) und b-Faltblattern (Pp). In grin sind die Sequenzabschnitte fir mdgliche
Nukleationsstellen angegeben und in orange Abbruchseqienzen fir die dazugehoérige Sekundarstruktur. Die
grauen Pfeile geben die Rchtung an, in der sich die Sekundarstrukturen ausbreiten.

In Abbildung 4.7 ist die Sequenzvon ILBRPLoops mit zugehtrigen ChodFasman Parametern und den
moglichen a-helikalen und b-Faltblatt-Regionen, sowie Abbruchsequenzen der Sekundarstrukturen
aufgezeigt. Bei Betrachtung des CTerminus von IL8RPLoops und Vergleich der
Chou-FasmanParameter fallt auf, dass die Gterminale Sequenz bestehend aus den Aminosduren LMRTQ
nur ein Pa - P, von 1 und damit keine signifikante Tendenz zur Ausbildung einer a-Helix ausgehend vomC-
Terminus aufweist. Wird der Sequenzausschnitt noch um eine Position erweitet, liegt die Parameterdifferenz
fur TLMRTQ sogar bei-35. Dies kdnnte an dieser Stelé zu einer bevorzugtenb-Strang-Struktur fihren und
somit die Instabilitat der a-helikalen Anteile des Peptids und den strukturellen Unterschied von ILBRPLoops
in den durchgefiihrten MD Simulationen erklaren. Um das gemittelte P; dieses Sequenzabschnitts zerhéhen
und damit bevorzugt eine a-Helix auszubilden, kann eine Aminoséure ausgetauscht werden. Der Austausch
des Gterminalen Glutamins durch eine Glutaminsaure bietet sich dabei an, da hier mit dem Austausch des
Saureamids gegen die Carbons&ure nur eineninimale strukturelle Anderung gegeniiber dem Wildtyp erreicht
wird. Dieses Glutamin entspricht Q271 des Rezeptors CXCR1 und es konnte bisher noch nicht nachgewiesen
werden, dass dieser Rest fur eine Bindung mit CXCL8 essentiell ist. Damit ist er potentiéfiir einen Austausch
geeignet. Da Glutaminsaure den hdchsten P (151) und gleichzeitig niedrigsten Py (37) aller natirlichen
Aminosauren besitzt, sollte es durch den Austausch zu einer Stabilisierung dem-helikalen Struktur des
Peptids kommen. Im Folgenden werden die beiden Peptide als ILBRPLoops®und ILBRPLoopsES bezeichnet.
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A K w R M Vv L R I Ahx A D T L M R T E
P, | 142 114 108 98 145 106 121 98 108 - 142 101 83 121 145 98 83 151
- > - >
Pp| 83 74 137 93 105 170 130 93 160 - 83 54 119 130 105 93 119 37
+

Abbildung 4.8: Sequenz von IL8BRPLoopsB mit den dazugehdrigen Chou-FasmanParametern fur die Wahrscheinlichkeit der
Ausbildung von a-Helices (R) und b-Stréngen (R). In grin sind die Sequenzabschnitte fir maogliche
Nukleationsstellen angegeben und in orange Abbruchsequenzen fir die dazugehoérige Sekundarstruktur. Di
grauen Pfeile gebendie Richtung an, in der sich die Sekundarstruktuen ausbreiten.

In Abbildung 4.8 ist die Sequenz von ILBRPLoopsB mit zugehérigen Chou-FasmanParametern und den
moglichen a-helikalen und b-strdngigen Regionen, sowie Abbruchsequenzen der Sekund&rstrukturen
aufgezeigt. Durch das Einfiihren der Glutaminsaure in der zweiten Hélfte des Peptids wurde eine weitere
Abbruchsequenz flrb-Strange erzeugt und dera-helikale Charakter der Kette verstarkt Um die Strukturen
der beiden Peptide zu bestatigen, wurden sowohl in Kooperation mit dem AK von Prof. Hamacher MD
Simulationen’ der beiden Sequenzen durchgefiihrt und das Auftreten der Sekundarstrukturelemente tiber die
Zeit gemittelt, als auch CD-Spektren der Peptide aufgenommen? Wie in Abbildung 4.9 gut zu erkennen ist,
wurde durch die eingefligte Mutation der
a-helikale Anteil des Peptids stark erhoht, wahrend der ungeorchete Charakter der Sequenz etwas
zurtickging. Die CD-Spektren zeigen ein Minimum bei 201 nm, was auf einerandom coil-Struktur hinweist.
Eine Schulter bei etwa 222 nm deutet auf eine a-helikale Struktur hin, die nur bei
Fluo-ILBRPLoopsE? zu beobachten ist (Abbildung 4.10).

" Durchgefihrt von Sven Jager, AK Hamackr, TU Darmstadt.
8 Betreut und durchgefiihrt von Philipp Czechowski, AK Reggelin, TU Darmstadt.
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Abbildung 4.9: Aus MD-Simulationen berechnete durchschnittliche Anteile von Sekundarstrukturelementen vor

ILBRPLoopsQ5 (rot) und ILBRPLoopsE 6 (blau). B = b-Strange, E = ausgedehnter Stran¢
G = 3-Helix, H =UHelix, S = Biegung, T = WasserstoffbriickeWindung, U = ungeordnete Struktur.
Es ist klar zu erkennen, dass ILBRPLoop$EmM Vergleich zu ILBRPLoops@ einen groReren Anteil an
a-Helices aufweist.
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Abbildung 4.10: CD-Spektrum von Fluo-L8RPLoopsQ8 und FluoIL8RPLoopsE7. Das Minimum bei 201 nm zeigt eine
ungeordnete Struktur in beiden Peptiden an, wéhrend die Schulter bei 222 nm auf a-helikale Strukturen
hindeutet, die nur in Fluo-IL8RPLoopsE7 auftreten. Fluo-ILBRPLoopsE7 wurde von Dr. Dorothea Helmer
synthetisiert und die Messdaten des Spektrums bereits in anderen Arbeiten veroffentlict. [3 227

Ergebnisse und Diskusen 38



Um ein besseres Verstandnis der Stabilitat und der Fluktuationen in der Struktur von ILBRPLoopsEs zu
gewinnen, wurden aus den Daten der MD-Simulation die durchschnittlichen Distanzen beider Peptidtermini
(CuK2 - CyE18/Q18)) von IL8RPLoopsE6 und IL8RPLoopsQ5 berechnet® Dabeiwar zu beobachten, dass
der positiv geladene Rest K2 des Peptids ILBRPLoopsE 6 offenbar mit dessen
C-Terminus und dem negativ geladenen Rest E18 wechselwirkt und so der Abstand der Termini tber die Zeit
der Simulation konstant bleibt. Es kann daraus geschlossen werden, dassurch diese Strukturstabilisierung,
fur ILBRPLoopsE6 eine zyklische Konformation begunstigt wird. Im Gegensatz dazu fluktuiert der Abstand
von N- zu C-Terminus von ILBRPLoopsQ5 aufgrund der fehlenden Stabilisierung sehr stark, was auf eine
hohe Flexibilitat des Peptids hindeutet, wahrend dieser Abstand bei ILBRPLoopsk im Verlauf der gesamten
Simulationszeit von 100 ns stabil bleibt
(siehe Abbildung 4.11).

K2

34 1 2 3 4
ILSRPLoopsQ [—
ILSRPLoopsE [—

24 E18

{4
0 25 50 75 100
Zeit [ns]
Abbildung 4.11: MD-Simulation von IL8RPLoops@ (rot) und ILBRPLoopsED (blau). Die Auftragung der Terminiabstande

der Peptide tiber die Simulationszeit (links)zeigt, dass IL8BRPLoops® stark in seiner Struktur fluktuiert,
wéahrend IL8RPLoopsSE 6 eine stabile ringférmige Struktur aufweist (rechts). Dies kann au
elektrostatische Wechselwirkungen der Peptidtermii zurtickgefuhrt werden.

® Durchgefiihrt von Sven Jager, AK Hamacher, TU Darmstadt.
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Durch Auftragen der root-meansquare deviation(RMSD) Werte beider Peptide Uber die Simuldionszeit als
ein MaR flr die strukturellen Fluktuationen Uber das gesamte Peptid und Betrachtung der
Wahrscheinlichkeitsdichte aufgetragen gegen dieroot-meansquare fluctuation(RMSF), die ein MaR fur die
Abweichungweichung einer Position von ihrer Refelenzposition Uber die Zeit ist, konnte ein
Flexibilitatsverlust anhand der RMSF Werte unter 0.2 bei ILBRPLoopsE bestatigt werden (siehe Abbildung
4.12).
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Abbildung 4.12: Vergleich der RMSF und RMSD der MiSimulationen von IL8RPLoops@ (rot) und ILBRPLoopsE6

(blau). Die RMSF von IL8RPLoopsE und ILBRPLoops(6 als Dichteverteilung (oben) und die RMSD
Uber die Simulationszeit (unten) zeigen, dass das Rickgrat von IL8RPLoopsl wesentlich
eingeschrankter in seiner Beweglichkeit ist als das von ILBRPLoop$)
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Die Messung der Bindung der beiden Peptide an CXCL8 mittels Fluoreszenzanisotropie zeigte, dass die
stabilisierte Struktur von Fluo-ILBRPLoopsE7 gegenlber FluoIL8BRPLoopsQ8 zu einer Erhéhung der
Affinitét des Peptids fuhrt (Abbildung 4.13). Fluo-IL8RPLoopsE7 zeigt bei der Bindung mit CXCL8 dabei
eine Dissoziationskonstante k= 1.12 + 0.14 pM.
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Abbildung 4.13: Fluoreszenzanisotopiemessung von FluclLBRPLoopsH mit CXCL8. Die Auswertung erfolgte inOriginsPro 8
Uber die Hill-Gleichung mit n=1. Ky = 1.12 + 0.14 uM. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der
Dreifachmessung an.

4.2.1.Einfluss der Struktu von IL8RPLoops auf die Bindung mit CXCL8

In den simulierten Strukturen der beiden Peptide ILBRPLoopsQ5 und ILBRPLoopsE6 gibt es sowohl
Unterschiede in der Orientierung der beiden Peptidtermini, als auch in der Sekundarstruktur. ILBRPLoopsE
6 weist dabei eine zyklische Struktur (vgl. Abbildung 4.11) und einen erheblichen Anteil an helikalen
Strukturelementen (vgl. Abbildung 4.9) auf, wohingegen ILBRPLoopsQ5 eine ungeordnete Struktur mit
Tendenz zur Ausbildung von b-Faltblatt-Strukturelementen einnimmit.

Um den Einfluss der helikalen Sekundarstruktur des Peptils auf die Affinitdit zu CXCL8 untersuchen zu
koénnen, wurden einzelne Peptoidbausteine in die Sequenz von IL8RPLoopsE eingeflgt. Dabei wird die
Seitenkette an der entsprechenden Stlle der Sequenz beibehalten aber gleichzeitig die Fahigkeit zur
Ausbildung von Sekundarstrukturen durch die hohere Flexibilitét und die fehlende Mdoglichkeit des
Peptoidrickgrats, Uber N-H-Gruppen Wasserstofforiicken auszubilden, unterdrickt. Um lediglich den
Einfluss der U-Helix auf die Affinitat des Peptids untersuchen zu kénnen, musste darauf geachtet werden,
dass keine fir die Bindung mit CXCL8 essentielle Aminosaure ausgetauscht wurde. In der vorrangegangenen
Arbeit von Helmer et al. wurden bei einem Protein-Protein Docking des CXCR1 Rezeptors mit CXCLS8
Voraussagen Uber fir die Bindung wichtige Reste gemacht, indem die Distanzen fur
Wasserstoffbriickenbindungen gemessen wurde® 22" Distanzen zwischen Donok und Akzeptoratomen
sollten dabei unter 3.9 A, aber idealerweise zwischen 2.7 A und 2.9 A liegen, um die Ausbildung starker H
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Briicken zu gewéhrleisten!***2%2 Diese Messung identifizierte die Reste R199, R203, D265, T266, L267,
R269 und T270 als mégliche interagierende Aminosauren, von denen R199, R203und D265 bereits in

friiheren Arbeiten experimentell bestatigt worden waren.l’* 3 Mit Ausnahme von L267 besitzen diese
Aminosduren alle einen P, O 100 und sind damit vermutlich nicht fir die Bildung von a-Helices
ausschlaggebend.

Tabelle4.1: Sequenz von IL8RPLoops& mit den dazugehérigen Chou-FasmanParameternfiir die Wahrscheinlichkeit der
Ausbildung von a-Helices (R). Aminosauren, die fir die Bindung mit CXCL8 alsvichtig eingeschétzt werden,
sind orange markiert. In griin wurden die starksten Helixbildner (RO 1) hdvorgehoben. Die mit x
markierten Aminosauren wurden fur den Austausch durch einen analogen Peptoidbaustein ausgewahilt.

| A K w R M \Y, L R I Ahx A D T L M R T E
Pa | 142 114 108 98 | 145 106 | 121 98 108 - 142 101 83 | 121 145 98 83 | 151
X X X X X X

Die in Tabelle 4.1 markierten Aminosauren Al, M5, L7, A11, L14, und M15 wurden flr den Austausch mit
Peptoidbausteinen ausgewaéhlt, um von E18 unabhéngig den Einfluss dem-helikalen Struktur auf die
Bindung von IL8RPLoopsEs mit CXCL8 zu untersuchen.Die sechs Peptomere wurden nach einem Standard
Fmoc/tBu-Peptidfestphasensyntheseprotokoll synthetigert und am N-Terminus mit Fluorescein markiert
(siehe Kapitel 6.5.2).12" 3% Dabei wurde an der jeweiligen Position des Aminosdureaustauschs das zur
Seitenkette analoge primare Amin durch die Submonomermethode eingefiigt:>”¥! Um den Einfluss der
Mutationen auf die Strukturen der hergestellten Peptomere zu untersuchen, wurden CD-Spektren der
Peptomere aufgenommen'® Die Spektren zeigen, wie zu erwarten, ein Minimum bei 201 nm, was auf
ungeordnete Strukturen hinweist. Eine Schulter bei etwa 222 nm wirde auf a-Helices hindeuten, bleibt aber
bei allen Mutationen aus (Abbildung 4.14). Es wird daher angenommen, dass die hergestellten Peptomere
tatséchlich keine Uhelikalen Strukturen mehr aufweisen.

10 Betreut und durchgefiihrt von Philipp Czechowski, AK Reggelin, TU Darmstadt
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Abbildung 4.14: A: CD Spektrum von FlueL8RPLoopsENAla 9, FluoIL8RPLoopsESNMet 10 und Fluo-
ILBRPLoops&ZNLeu1l.

B: CD Spektrum von FludL8RPLoopsH1NAla 12, FluoIL8RPLoopsH4NLeu 13 und
FluoIL8RPLoopsHA5NMet 14.

Das Minimum bei 201 nm zeigt eine ungeordnete Struktur in den Peptomeren an
wahrend eine Schulter kei 222 nm, die aufa-helikale Strukturen hindeuten wirde, bei
allen Peptomeren ausbleibt.

Um den Effekt der fehlenden a-helikalen Sekundarstruktur der Peptomere auf die Affinitdt zu CXCL8 zu
untersuchen, wurden Bindungsisothermen durch Messung der Fluoreszenzanisotropie aufgenommen
(Abbildung 4.15).

Ergebnisse und Diskussion 43



=
=
I

@Fluo-ILERPLoops-1MNAlE
=) A @Fluo-ILERPLoGps-SNIMeat
‘E O Fluo-ILERPLoops-THLeu
=60 -
=]

B
'% a0
: ? $8g0 g
$ 20 A E: |§ i;
=
g L]
: e ¢ ° * e * + ¢
) e § * o ®
il T T T T 1
0,01 0.1 1 10 10 Ta00
¢ (CXCLE) [pM]
80 4

@ Fluo-ILERPLoops11NAla

B @Fluo-ILERPLoops14MLeuw
OFluo-ILERPLoops15NMet

HO- O

Fluoreszenz anisotropie [mAT]
J=
—{—
o e 0

Tago

[=]
-|:|
=
(=)
[
=
[
[s)
=
=]
[

c (CXCLS) [u1I]

Abbildung 4.15: A: Fluoreszenzanisotropiemessung von FludL8RPLoopsENAla 9, FluolL8RPLoopsEENMet 10
und Fluo1L8RPLoopsE#NLeu1l mit CXCLS8.

B: Fluoreszenzanisotropiemessung von FlusL8RPLoopsH1NAla 12, FluoIL8RPLoopsH4NLeu 13
und FluoIL8RPLoopsH5NMet 14 mit CXCL8

Es konnte keine Bindung festgestellt werden. Die Mutationen fuhren zum Verlust der Affinitat zu
CXCLS8. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der Dreifachmessung an.

Durch CD-Spektroskopie konnte bestatigt werden, dass durch die Mutationen der einzelnen Aminoséuren zu
Peptoidbausteinen die a-helikale Struktur, die bei Fluo-ILBRPLoopsE7 vorliegt, ausgeschalte¢ werden
konnte. Dadurch kam es zum Verlust der Affinitat zu CXCLS8, die auch beim strukturell ungeordneten Flue
ILBRPLoopsQ8 nicht vorhanden war. Auffallig bei den Ergebnissen der Fluoreszenzanisotropiemessungen
ist, dass bei steigeder Proteinkonzentration die Anisotropie einiger Varianten leicht abzunehmen scheint,
sowie die verhaltnismaiig niedrige Anisotropie einiger der peptomeren Mutanten (Abbildung 4.16).
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Abbildung 4.16: FluoreszenzanisotropienAg von 200 nM Ldsungen des Peptids FluéL8RPLoopsE und der Peptomere 9-14
in Puffer C. Die Mutante FluolL8BRPLoopsELNAIla 9 zeigt die niedrigste Anisotropie aufgrund der direkten
Nachbarschaft zum Fluoreszenzmarker. FludL8RPLoopsBBNMet 10 und Fluo-lL8RPLoopsENLeu 1l zeigen
eine ahnliche Anisotropie wie das Ausgangseptid Fluo-IL8BRPLoopsE7. FluoIL8RPLoopsE1NAla 12,
FluoIL8RPLoopsH4NLeu 13 und Fluo-L8RPLoopsE 5NMet 14 liegen leicht unterhalb der Anisotropie des
Ausgangspeptids. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung der Dreifachmessung an.

Die Tatsache, dassalle Mutationen zu einem Verlust der Sekundarstruktur und der Bindungsaffinitat zu
CXCL8 gefuhrt haben, lasst darauf schlieBen dass die teilweise Uhelikale Struktur von
ILBRPLoopsE6 einen wesentlichen Einfluss auf die Affinitat hat. Schon eine einzige Mutation einer
helixbegtinstigenden Aminoséure gegen ihr peptoidisches Pendant reicht aus, um die Affinitat gegenliber
CXCL8 kompektt aufzuheben.

Um sicherzustellen, dass dieser Einfluss auf die Bindungsaffinitat auf die Sekundarstruktur des &ptids
zuriickzufiihren ist, und nicht generell auf den Austausch der Aminosaure mit einer N-substituierten Glycin,
wurde das gleiche Experiment mit einem Peptid wiederholt, das eine Affinitdt zu CXCL8 zeigt, aber eine
ungeordnete  Struktur  aufweist. Das Pepg b T ANV/A®P A5 mit  der  Sequenz
MWDFDD-Ahx-MPPADEDY SP ist vom ungeordneten Nerminus des Rezeptors CXCR#&bgeleitet und wurde
zuerst in einer Arbeit von Attwood et al. untersucht.[?24 Wird der Chou-FasmanAlgorithmus auf die Sequenz
dieses Peptids angewandt, ergibt sich, dassmvohl im N -terminalen Teil des Peptids als auch imC-terminale
Teil Nukleationssequenzen fiir a-Helices vorhanden sind, diese aber imC-terminalen Teil vollstandig mit
Abbruchsequenen Uberlagert werden (Tabelle 4.2).
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Tabele 4.2: Sequenz von CXCRp1 15 mit den dazugehorigen Chou-FasmanParametern fiir die Wahrscheinlichkeit der
Ausbildung von a-Helices (B) und b-Strangen (R). In griin sind die Sequenzdschnitte fur mdgliche
Nukleationsstellen angegeben und inorange Abbruchsequenzen firr die dazugehérige Sekundarstruktur. In
grau wurde eine mogliche Abbruchsequenz hervorgehoben. Diese ergibt sich dadurch, dass Ahx durch seine
hohe Flexibilitdt vermutlich zu einem Abbruch beitragt.

M W D F D D Ahx M P P A D E D Y S P
Pa | 145 108 101 113 101 101 - 145 57 57 142 101 151 101 69 7 57

+ -

P, | 105 137 54 138 54 54 - 105 55 55 83 54 37 54 147 75 55

Obwohl der N-Terminus des Peptids CXCRp1 15 dazu neigen konnte, eine a-Helix auszubilden, ist dies
nicht literaturbekannt. Es ist davon auszugehen, dass die Sequenz FDDAhxJurch den relativ niedrigen

mittleren P, und die hohe Flexibilitéat von Ahx, als Abbruchsequenz fir die a-Helix fungiert. Dadurch kann,

trotz vorhandener Nukleationsstelle, keine Helix ausgebildet werden und es resultiert eine ungeordnete
Struktur fir CXCR1-p1 15. Dieses Peptid mit einem literaturbekannten K von 7 pM wurde synthetisiert und

am N-Terminus mit Fluorescein markiert (siehe Kapitel 6.5.2), um Fluo-CXCRZ%p1 16 zu erhalten.'* Durch

Messung der Fluoreszenzanisotropie wurde eine Bindungsaffinitat von K= 6.0 + 1.7 pM zu CXCL8
bestimmt (Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.17: Fluoreszenzanisotropiemessung vonFluo-CXCR3pl 16 mit CXCL8. Die ks liegt bei 6.0 + 1.7 uM. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung der Dreifachmessung an.

In Arbeiten von Hebert et al. und Skelton et al. wurden bereits einige Aminosauren aus Sequenzen des CXCR1
Rezeptors, die auch in CXCR$1 15 inkorporiert sind, als Inte raktionspartner mit CXCLS identifiziert. {72 77!

11 Synthetisiert von K. Scimitz und P. Wadhwani (Syro Il multiple peptide synthesizer, Institute of Biological Interfaces 2, KIT, Karlsruhe)
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Um den Einfluss des Austauschs einer Aminosdure mit dem aqualenten Peptoidbaustein auf die
Bindungsaffinitat zu untersuchen, wurden sieben Mutationen ausgewahlt (Tabelle 4.3). 12D, 13E, 14D und
15Y interagieren laut Literatur mit CXCL8 und eine Mutation kdnnte daher einen grof3en Einfluss auf die
Affinitat haben. Ein Austausch von 1M, 8M und 11A hingegen sollte lediglich die Flexibilitdt des
Peptomerriickgrats erhéhen und weniger ausschlaggebend fur die Bindung an CXCL8 sein.

Tabelle 4.3: Sequenz von CXCR%¥1 15 mit den dazugehorigen Chou-FasmanParametern fiir die Wahrscheinlichkeit der
Ausbildung von a-Helices (R). Aminosauren, die laut Literatur mit CXCL8 interagieren, sind orange markiert.
In griin wurden die starksten Helixbildner (PO 1) Bebvorgehoben. Die mit x markierten Aminoséduren
wurden fiir den Austausch durch einen analogen Peptoidbausteinausgewahlt.

| M W D F D D Ahx M P P A D E D Y S P
P. | 145 108 101 113 101 101 - 145 57 57 142 101 | 151 101 69 77 57
X - X X X X X X

Die ausgewahlten Mutanten wurden synthetisiert und am N-Terminus mit Fluorescein markiert (siehe
Kapitel 6.5.2).1227-34°1 Dabei wurde an der jeweiligen Stelle des Aminosaureaustauschs dasuz Seitenkette
analoge primare Amin durch die Submonomermethode eingefiigt!>’* Die Bindungskonstanten zu CXCL8
wurden durch Messung der Fluoreszenzanisotropie bestimmt
(Tabelle 4.4 und Abbildung 8.3 - Abbildung 8.9).

Tabelle4.4: Bindungskonstanten der synthetisierten Mutanten von CXCR1pl 15. Der angegebene Faktor gibt die
Anderung der Bindungsaffinitat gegeniiber der des Ausgangspeptids Kq = 6.0 = 1.7 pM) an.

Mutante Peptomer Nummer Ky + STABW [UM ] Faktor
Fluo-Att 1INMet ™ 17 56 + 15 0.11
Fluo-Att8NMet ™ 18 22+ 6 0.27
Fluo-Att 11NAla*® 19 18+ 2 0.33
Fluo-Att12NAsp™ 20 54+ 9 0.11
Fluo-Att 13NGIu™® 21 23+ 10 0.26
Fluo-Att14NAsp™ 22 27+ 5 0.23
Fluo-Att15NTyr** 23 28+ 5 0.21

Durch den Austausch einzelner Aninosauren in der Sequenz von CXCRP1 15 mit Peptoidbausteinen wurde
kein vollstandiger Verlust der Bindungsaffinitdt zu CXCLS8 erreicht. Die Mutanten zeigten alle eine verringerte
Affinitdt zu CXCL8 mit einer Anderung von bis zu einer GrolBenordnung, wobei
Fluo-AttINMet™ 17 und Fluo-Att12NAsp™® 20 die groRte Veranderung zeigen.

Der teilweise Verlust der Bindungsaffinitat kann auf die erhdhte Flexibilitat des Peptidriickgrats, das
Verschieben der Seitenkette voma-C zum im Rickgrat eingebeteten Stickstoff und den resultierenden
raumlichen Ubergang der Seitenkette von einer Seite des Riickgrats auf die andere zuriickgefiihrt werden.
Diese Ergebnisse stehen im Einldng mit denen verschiedener Forschungsgruppen, die Wechselwirkungen von
Peptoiden und Peptid-Peptoid-Chiméaren an spezifischen Proteinoberflachen untersucht haben. So wurden
beispielsweise die Scr homology 3 (SH3) Doméane und die EnavASP homology 1 Doméane afgrund ihres
Bindungsvermégens zu Prolinreichen Sequenzen, als auch MHC class || im Hinblick auf ihr
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Bindungsverhalten zu Peptoiden untersucht!***2*! Geneell fiihrt die direkte Ubersetzung bioaktiver

Peptidsequenzen in Peptoide oder deren Chimaren zu niedrigerer Bindungsaffinitat der resultierenden
Substanzen!®*® Durch Makrozyklisierung kann die Stabilitat der bindenden Konformation erhéht werden

was es erlauli Sequenzen zu generieren, die erhéhte Bindungsaffinitat zeigen ad als Antagonisten fir
Protein-Protein-Wechselwirkungen dienen!**”!

4.2.2.Interaktionen zyklisierter ILBRPLoopsVvarianten mit CXCL8

Diese Wechselwirkungen beider Peptidtermini sorget fir eine nicht-kovalente Zyklisierung des Peptids
ILBRPLoopsE6. Es wird angenommen, dass durch diese Zyklisierung weniger Bewegungsfreiheitsgrade
existieren und dies bei der Bindung an das Chemokin zu einem verringerten Entropieverlust fuhrt™**” Wenn
dieser entropische Effekt die Bindung unterstitzt, sollten kovalent zyklisierte Peptide grundsétzlich eine
héhere Affinitat zum Chemokin aufweisen. Es wurde daher jeweils eine zyklisierte Variante der beiden
Peptide ILBRPLoops@® und IL8RPLoopsE6 synthetisiert. Es musstegewahrleistet werden, dass noch alle
Seitenketten und der GTerminus der zyklisierten Varianten flr Interaktionen untereinander und mit
Bindungspartnern zur Verfigung stehen. Gleichzeitig sollte der Linker aber so rigide sein, dass er die Peptid
Termini in unmittelbarer Nahe halt. Daher wurde die Zyklisierung durch Knipfung einer Amidbindung
zwischen einem amC-Terminus eingeflihrten Lysin-Reste und einem BernsteinsédureLinker am N-Terminus
realisiert. Dadurch sollten alle méglichen Seitenketten und der GTerminus fir die Interaktion mit CXCL8
im Peptid zugénglich bleiben. Gleichzeitig konnte genug Beweglichkeit erhalten bleiben, um die Moglichkeit
zur Ausbildung a-helikaler Strukturelemente, die fur die Bindung zu CXCL8 wichtig erscheinen, zu geben
(vgl. Kapitel 4.2.1). Um die Fluoreszenzmarkierung flr spatere Fluoreszenzanisotropiemessungen zu
gewahrleisten, wurde der &uRBerste CTerminus der Peptide um jeweils ein Lysin mit orthogonaler
Seitenkettenschutzgruppe (Mtt) erweitert. Diese wurde zu Begnn der Synthese selektiv entschiitzt und mit
5(6)Carboxytetramethylrhodamin (TAMRA) 24 markiert. Dieser Fluorophor wurde gewahlt, da es im
Gegensatz zu Fluorescein keine HydroxyGruppen enthalt die bei der weiteren Synthes Nebenreaktionen
eingehen wiirden. Schema4.1 zeigt das Syntheseschema der Zyklisierung mit allen Reaktionsbedingungen
(vgl. Kapitel 6.5.2).
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TAMRA, NH Kupplung:
3 &q. HBTU, 6 dq. DIPEA, DMF, rt, 2 h

H selektive Abspaltung der Alloc-Schutzgruppe:
HoN— A-K-W-R-M-V-L-R-I-Ahx-A-D-T-L-M-R-T-X-K-K/N ~ Chloroform, Essigsdure, NNM(37:2:1), TPPP,
rt, Ny, 3h
Zyklisierung:

NH 1% TFA, DCM, rt, 12 h
Alloc”

Abspaltung:
— Synthescharz * —  TAMRA TFA, TIPS, DTT, Anisol, H,0 (88:2.5:5:2.5:2),

r,2h

3 iiq.
Kupplung
HOOC ~cooH ——-—>

Alloc —

selektive Abspaltung der
Alloc-Schutzgruppe

Abspaltung Zyklisierung

Schema4.1: Syntheseschema der Zyklisierung von ILBRPCycLoop2Qund ILBRPCycLoopsE6.

Chandra et al. beschrieben eine Methode fiir die Makrozyklisierung von Peptiden, die auf éner gleichzeitigen
in situ Entschiitzung, Abspaltung und Zyklisierung von Peptiden durch Bildung einer Amidbindung zwischen
einer freien Lysin-Seitenkette und einem am N-Terminus befindlichen Succinimid unter sauren Bedingungen
ablauft.[*%® |n der hier verwendeten Variante wurde die Zyklisierung allerdings vor der Abspaltung des
Peptids und der Entschiitzung der Seitenketten in einem separaten Schritt vorgeammen. Dabei wurde nach
Generieren des Nterminalen Succinimids die Seitenkette eines in Position 2 befindlichen Lyén(Alloc) -Rests
selektiv entschitzt und anschlieRend unter mild sauren Bedingungen mit diesem gekuppelt, so dass es nicht
zur Abspaltung vom Harz kommt. Der Erfolg der Reaktion wurde durch den Chloraniltest bestétigt. Bei dieser
Methode bleiben alle anderen Seitenketten des Peptids geschitzt und kénnen so keine Nebenreaktionen
eingehen. Sie werden erst bei der Abspaltung vom Harz freigesetztDie beiden zyklischen Peptide wurden
analog zu ihren linearen Vorgéngern ILBRPCycLoops@5 und ILBRPCycLoopsE26 genannt.

Eine MD-Simulation der beiden zyklischen Strukturen zeigte nach Beechnung der durchschnittlichen
Sekundarstrukturelemente einen vollstandigen Verlust der helikalen Anteile in beiden Sequenzen @Abbildung
4.18).*> Um das Ergebnis derSimulationen experimentell zu unterstiitzen, wurden CD Spektren der Peptide
aufgenommen!® Die Spektren zeigen wie zu erwarten ein Minimum bei 201 nm, das auf ungeordnete
Strukturen hinweist. Eine Schulter bei etwa 222 nm, die auf a-Helices hindeuten wiirde, blieb aber bei beiden
Peptiden wie von der MD-Simulation vorhergesagt aus Abbildung 4.19).

12 Durchgefuhrt von Philipp Babel, AK Hamacher, TU Darmstadt.
13 Betreut und durchgefiihrt von Philipp Czechowski, AK Reggelin, TU Darmstadt
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Abbildung 4.18: Aus MD-Simulationen Uber die Zeit gemitteltes Auftreten von Sekundarstrukturelementen von ILBRPCycLoops
25 (schwarz) und IL8RPCycLoopsE26 (orange). B = isolierte b-Briicke, E = ausgedehnte
b-Strang, G = 3oHelix, H = UHelix, S = Biegung Knick ohne Wasserstoffbriicke Ubersetzung priifen!),
T = betaSchleife), U = ungeordnete Struktur.

[q] yrw [deg cm 2 dmol 1] * 10 3

?@) =8—25 UM IL8RPCycLoopsQ

-5 4O O—25 pM IL8RPCycLoopsE

_6 T T T T T T T
195 205 215 225 235 245 255

I [nm]

Abbildung 4.19: CD-Spektrum von IL8RPCycLoops@5 und IL8RPCycLoopsE6. Das Minimum bei 201 nm zeigt eine
ungeordnete Struktur in den Peptiden an. Eine Schulter bei 222 nm wirde aufa-helikale Strukturen
hindeuten, die jedoch bei beiden Peptiden nicht nachweisbar sind.

Zuséatzlich wurden die aus der MD-Simulation erhaltenen RMSD Werte beider zyklischen Peptide Uber die
Simulationsdauer miteinander verglichen (Abbildung 4.20). Hier zeigt ILBRPCycLoops@5 entgegen den
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Erwartungen eine stabilere Struktur, wahrend IL8RPLoopsE 26 eine leicht erhohte Fluktuation der
Konformation Uber die Zeit aufweist. Dies wird ebenfalls durch die héheren RMSF Werten von ILBRPLoopsE
26 verdeutlicht, die die Fluktuation Uber alle Atome des Mol ekiils gemittelt angeben. Im Vergleich mit ihren
linearen Vorgangern zeigen ILBRPCycLoops@5 und ILBRPCycloopsE26 dabei eine geringere Flexibilitat als
das unstrukturierte ILBRPLoopsQ5 aber eine hdhere Flexibilitat als ILBRPLoopsE (vgl. Abbildung 4.12).

= ‘4
Ly b
a i
% Aa
).25 4 -1
l ILSRPCycLoopsE @
ILSRPCycLoopsQ
).00 4 L
0 ’l!l" .-::'." ‘-;:!"f. 'u.,-‘? :':-Yn‘.v 0 0.2 0.3 0.4 ns
Zeit [ns] RMSF [nm]
Abbildung 4.20: Vergleich der RMSF und RMSD Werte der MiBimulationen von ILBRPCycLoops@5 (schwarz) und

ILBRPCgLoopsE26 (orange). Die RMSD Werte von ILBRPCyclLoopsb und ILBRPCycLoops@5 Uber die
Simulationszeit (links) und die RMSF Werte als Dichteverteilung (rechts) zeigen, dass die Flexibititdes
Peptidrickgrats von ILBRPCycLoopsE6 etwas hoher ist als die von ILBRPCycLoopsgb.

Um die Auswirkung der stabilisierten zyklischen Struktur der Peptide auf die Affinitat zu CXCL8 zu
untersuchen, wurden Bindungsisothermen durch Messung der Fluoreszenzanisotropie aufgenommen
(Abbildung 4.21). Dabei ergab sich fir IL8RPCycLoopsE26 eine Ky = 0.73 = 0.06 uM und fir
ILBRPCycLoops@5 eine Kg = 0.78 £ 0.13 uM. Diese Ergebnisse liegen leicht unter der Ausgangsaffinitat
des linearen FluoIL8RPLoopsE7 mit einem Kq = 1.12 + 0.14 pM (vgl . Abbildung 4.13). Dieses Verhalten
ist dadurch erklarbar, dass die rigidere Struktur des Makrozyklus durch einen reduzierten entropischen
Nachteil beim Binden an das Zielprotein eine niedrigere freie Bindungsenergie aufweist:®" 3590 Dje
ahnlichen Bindungsaffinitdten der zyklisierten Peptide kdnnen darauf zurtickgefuhrt werden, dass eine
strukturelle Stabilisierung und somit Erhdhung der Bindungsaffinitdt hier durch die Makrozyklisierung
gegeben ist und keine der Varianten mehr helikale Teile aufweast. Damit sehen sich die Peptide raumlich sehr
ahnlich und unterscheiden sich inauch keinem Rest, der bisher fir die RezeptoiLigand Wechselwirkung als
essentiell nachgewiesen wurde.
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Abbildung 4.21: Fluoreszenzanisotropiemessung von (A) IL8RPCycLoopsR6 mit CXCL8. De
Wendepunkt der Kurve liegt bei 0.73 = 0.06 pM;B: ILBRPCycLoops@5 mit CXCL8.Der
Wendepunkt der Kurve liegt bei 0.78 + 0.13 pM.

Die Bindungsisothermen sind im Vergleich zur ewarteten Kurven invertiert. Die
Fehlerbalken geben die Standardabweichung der Dreifachmessung an.

Auffallig ist, dass die Bindungsisothermen der beiden Peptide invers verlaufen. Da die Fluoreszenzanisotropie
ein Mal? fir die Beweglichkeit des Fluorophors ist, sprecten diese Ergebnisse fur eine erhdhte Beweglichkeit
des Fluorophors im Komplex des Peptids mit CXCL8 und fir eine reduzierte Beweglichkeit des Fluorophors
im freien Peptid. Die sehr hohe Fluoreszenzanisotropie der beiden zyklischen Peptide bei niedrigen
Proteinkonzentrationen spricht ebenfalls dafiir, dass die Fluorophore beider Peptide eine ungewohnlich hohe
Rotationskorrelationshalbwertszeit aufweisen. Es wird angenommen, dass diese auf Wechselwirkungen des
Peptids mit dem kovalent gebundenen Fluorophor zuriickzufiinren ist. MD-Simulationen der beiden
Sequenzen zeigten, dass die im Zyklus befindlichen Fluorophore intramolekular mit der Peptidsequenz
interagieren und damit im ungebundenen Zustand des jeweiligen Petids in den Ring falten
(Abbildung 4.22).
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Graphische Darstellung der MDSimulationen von ILBRPCycLoops@5 (grau) und IL8RPCyclLoopsE26
(orange) nach 270 ns und 350 ns Simulationszeit: Der Fluorophor (TAMRZ24) faltet in die Mitte des durch

Abbildung 4.22:

das Peptid gebildeten Rings.

Beim linearen ILBRPLoopsE Peptid gab es keine Hinweise auf diesen Effekt, was darauf schlieRen lasst, dass
die nicht kovalente Zyklisierung nicht stabil genug ist um die Wechselwirkung mit dem Fluorophor zu
begiinstigen. Eine andere Konformation des linearen Peptids kann auch die Wechselwirkung mit dem
Fluorophor einschranken.

Die Berechnung der Distanzen (d) zwischen den Massenzentrendenter of masscom) der Peptide und denen
der Fluorophore als Funktion der Zeit zeigt ebenfalls die Tendenz des Fluorophors sich im Inneren des

Makrozyklus aufzuhalten (Abbildung 4.23).

N/

dcom [nm]

Y %1 ILSRPCycLoopsE
ILSRPCycLoopsQ

Zeit [ns]
Distanzen zwischen den Massenzentren der Peptide ILBRPCycLoop@3 (schwarz) bzw. ILBRPCycLoop:
26 (orange) und dem in der Sequenz inkorporierten Fluorophor TAMRA als Funktion de

v T T

Abbildung 4.23:

Simulationsdauer.

Zur ldentifizierung der Kontaktstellen zwi schen TAMRA 24 und der Peptidsequenz wurden aus den
Simulationsdaten die radiale Dichtefunktion (rdf) zwischen TAMRA und allen Aminosauren der Sequenz
berechnd (Abbildung 4.24). Dadurch konnten die vormals C-terminalen Reste E18, Q18, T17 und R16 als
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die starksten Interaktionspartner fir TAMRA identifiziert werden, wahrend die nun benachbarten N -
terminalen Reste eine geringere Interaktion aufzeigen. Der Fluorophor scheint bei ILBREycLoopsQ25
raumlich starker an das Peptid gebunden zu sein als bei ILBRPCycLoopsE6. Das erklart auch den

Unterschied in der RMSD, die bei ILBRPCycLoops@5 etwas hoher liegt (vgl. Abbildung 4.20).
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Abbildung 4.24:
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Diese Ergebnisse lassen vermuten, dashie Interaktion des jeweiligen Peptids mit CXCLS8 in der Verdrangung
des Fluorophors und damit in dessen erhéhter Beweglichkeit resultiert und so inverse Anisotropieisothermen
ermittelt werden. Als Voraussetzung fur diesen Effekt muss eine groRere Affinitdtdes Peptids an CXCLS8 als
die des Fluorophors mit dem Peptidmakrozyklus angenommen werden. Die Erh6hung der
Fluoreszenzintensitat wahrend Verdrangung eines Fluorophors von eiem Protein wurde bereits in Biosensor
Systemen genutzt. Uedaet al. haben TAMRAM_pi gcprc @gmqgcl gmpc !l *>@nb@x<ql8a
genannt, beschrieben, die den Farbstoff in der singlechain variablen Region von Antikdrperfragmenten
(scFv) inkorporierent®*1-362Ipyrch Antigen-Bindung an Q-Bodies steigt die Fluoreszenzintensitat von TAMR,
wahrend das Flurophor verdréngt wird, seine Mobilitdt erhdéht und damit die F luoreszenzanisotropie
sinkt. 1363

Zahlreiche Bemuhungen zyklische Peptide und Peptidmimetika zu generieren, die in Protein-Protein-
Wechselwirkungen eingreifen, unterstreichen ihre Starken gegentiber ihren linearen Vorgangern.Zyklische
Liganden haben sichin Zellmodellen und in vivo generell durch verbesserte Eigenschafta in Bioverfligbarkeit,
Absorption, Metabolismus, Exkretion und Toxizitat (ADMET), sowie Phamakodynamik und
Pharmakokinetik ausgezeichnet.**” Bemiihungen die Biovefiigbarkeit, in vivo Halbwertszeit und
Membranpermeabilitat peptidischer Liganden zu verbessrn wurden beispielsweise auch durch Ersetzen der
Seitenkette vom U-C mit einem homologen b- stéandigen Rest oder einer reversiblen Kupplung mit kleinen
Serumproteinen wie Albumin oder Transthyretin erreicht.[*%43%! Der globale Wechsel der Pharmaindustrie
von kleinen Molekilen hin zu Peptiden und Proteinen bekréftigen die Entwicklung neuer chemischer
Strategien zur Generierung zyklischer Peptide, die in diesen [kenschaften ihren linearen
Vorgéngermolekiilen iiberlegen sid.[366-26¢!

4.2.3.Proteasestabilitét von ILBRFCycLoops

Die Zyklisierung von Peptiden stabilisiert durch die konformationale Einschrankung deren Struktur. Das
rigidere Peptidrickgrat und das Fehlen der freien Termini fiihren darlber hinaus zu einer erhéhten Resistenz
gegeniiber proteolytischem Abbau. Der Effekt von richt-kovalenter und kovalenter Zyklisierung verschiedener
bioaktiver Peptide auf deren Serumstabilitat und Resistenz gegen bestimmte Proteasen wurde bereits
eingehend studiert, wobei je nach Zyklisierungsmethode und eingesetzter Proteasen eine signifikante
Stabilitatserhdhung der jeweiligen Peptide nachgewiesen werden konnte®*%% |n dieser Arbeit wurde
Uberprift, ob es zu einer Erh6hung der Resistenz des zyklisierten Peptids ILRPCycloops@5 gegentiiber der
Protease Trypsin kommt. Trypsin wurde gewahlt, da es selektiv hinter den basischen Aminosauren Lysin und
Arginin spaltet, die insgesamt viermal in der Sequenz der zu untersuchenden Peptide vorkommen. Da Trypsin
eine Endopeptdase ist, kann auf3erdem ausgeschlossen werden, dass sich das Fehlen der freien Termini des
zyklischen Peptids auf die Proteolyse auswirkt, womit lediglich die eingeschrankte Konformation die
Zuganglichkeit der Protease an die Schnittstellen beanflusst.

Zunéchst wurde der Einfluss des Puffers auf die Proteaseaktivitat kontrolliert, indem das bekannte Trypsin
Substrat N-BenzoytD,L-Arginin -p-nitroanilid (BAPNA) in Puffer C Uber Nacht bei RT umgesetzt und durch
RP-HPLC untersucht wurde. Das Substat und seine Spaltprodukte wurden bei einer Wellenlange von 314
nm detektiert. Als Referenz wurde eine Probe auf gleiche Weise angesetzt und sofort analysiert
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Das im BAPNA enthaltene pNitrophenylanilid besitzt ein anderes Absorptionsmaximum
(Imax= 315 nm) als das nach proteolytischer Spaltung freigesetzte pNitrophenylanilin
(I max= 405 nm). Dadurch kann die Trypsinaktivitat entweder anhand der Abnahme des Eduktpeaks oder
der Zunahme des Produktpeaks untersucht werden. Hier wurde aufgrund der gréf3eren $ynalintensitat die
Abnahme des Eduktes aufgenommen. Unter den gewéahlten Reaktionsbedingungen wurde eine Abnahme von
57 % des Analyten beobachtet. Um einen Unterschied in der Proteaseresistenz durch Zyklisierung von 11-8
RPCycloopsQ25 nachzuweisen, wurde eine lineare Sequenz des Peptids mit Fluorescein markiert und wie
beschrieben mit Protease umgesetzt. Durch Messung der Fluti8-RPLoopsQ Referens, wurde zunéchst die
Retentionszeit des Peptids sowie die Peakfliche bei einer @&ektionswellenlange von 440 nm
(Absorptionsmaximum von Fluorescein in saurer Losung) bestimmt. Na&n Hydrolyse des Analyten mit
Trypsin gibt die Abnahme des FluoresceinSignals bei der relativen Retentionszeit des markierten Peptids
Abschatzung Uber dessermproteolytischen Abbau.

Es wurde eine Abnahme der Peakflache von 30% beobachtet, womit eine Hydrgise des Peptids
Fluo-ILBRP-LoopsQ 5 nachgewiesen werden konnte. Um den Einfluss der Zyklisierung von
IL8-RPCycLoops@5 auf die Proteasestabilitdt zu untersuchen, wurde die Messung auch mit dem zyklischen
Peptid durchgefuhrt. Da bereits eine Markierung mit TAMRA in der Sequenz von
IL8-RPCycLoops@@5 integriert ist, wurde die Detektionswellenlang e von 550 nm gewahlt. Es konnte keine
Hydrolyse des zyklischen Peptids IL8RPCycLoopsQ@5 detektiert werden. Mit diesem semi-quantitativem
Nachweis konnte gezeigt werden, dass die Zyklisierung eine Erhéhung der Proteaseresistenz zuolge hat
(Abbildung 4.25).
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Peptidsignal nach Proteolyse
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BAPNA FluoIL8RPLoopsQ ILBRPCycLoopsQ

Abbildung 4.25: Resistenz verschiedener Substrate gegen Proteolyse durch Trypsin. Die Peakflache des Analyten vor Proteolyse
wurde ins Verhaltnis mit der Peakflache nach 12 h Inkubation mit Trypsin gesetzt. BAPNA und Fluo
ILBRPLoops@8 zeigen eine deutliche Degradation durch das Enzym, wohingegen ILBRPCycLoops noch zu
annahernd 100 % vorliegt. Die Fehlerbalken geben die Standardbweichung der Peakflachen dreier
unabhangiger Messungen an.
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4.3. Saeening von One-Bead-One-Compound Bibliotheken4

In  der biomedizinischen Forschung werden vor allem in akademischen  Gruppen
One-BeadOne-CompoundBibliotheken als ein wichtiges Werkzeuggentzt.[*%4 3813841 Der Vorteil eine groRRe
Anzahl oberflachengebuncener Substanzen hoher Diversitat mit geringem expeimentellem Aufwand gegen
ein bestimmtes Zielmolekil screenen zu kénnen, bringt allerdings auch hohe Anforderungen an die
verwendete feste Phase, den Screeningprozess und die anschlieRende Analyse der Hitsit sich. Das
konventionelle Sceening von Substanzibliotheken setzt eine detektierbare Markierung des Zielmolekuls
tmp_sq* b_q gl Dmjec _I bgc gl bcp @ jgmrfci clrf
Partikel anfarbt. Diese Partikd werden danach unter dem Mikroskop visuell ermitte It und manuell isoliert,
was flur sehr grol3e Bibliotheken ein sehr grof3en Arbeits und Zeitaufwand bedeutet. Es wurden in der
Vergangenheit zwar fluoreszenzaktivierte Beadsorter eingesetzt, um eine automasiche Isolierung der
fluoreszierenden Hits zu bewerkstelligen, diese Methode ist allerdings fur die meisten kleineren Laboratorien
nicht wirtschaftlich. 259251 Des Weiteren kann die Eigenfluoreszenz der fiir die Bibiothek verwendeten
Harzpartikel oder der Liganden selbst das Screening erschweren und zu falsch positiven Ergebnissen fuhren.
Durch eine zu hohe Beladungsdichte der Partikel kdnnen ebenfalls falsch Positive entstehen, da es zu
Aviditatseffekten, also einer Affinitatsverstarkung durch Interaktionen zwischen mehreren Liganden und dem
Zielmolekiil selbst, kommen kann.*®! Das verwendete Harz sollte in Form, GréRe und Oberflachenbeladung
einheitlich und physikalisch robust sein, sodass keine Fragmentierung der Partikel auftritt. Aul3erdem sollte
das Harz fur die Synthese der Liganden mit organischen Ldsemitteln, unter sauren und basischen
Bedingungen und fiir das Screening mit wassrigen Puffern kompatibel sein. Es sollte des Weiteren sowohl
hydrophobe als auch hydrophile Liganden in wassriger Umgebung auf der Oberflache fiir das Screening
prasentieren und keine unspezifischen Interaktionen mit dem Zielmolekiil eingehen.*®® Da die Partikel
manuell gescreentund einzeln analysiert werden, sollten sie auf3erdem grof3 genug sein, um sie mit blof3em
Auge erkennen zu kdnnen und gentigend Substanz tragen, um eine Analyse méglich zu macheBie inharente
Fluoreszenz der Partikel sollte im Wellenlangenbereich der fir da Screening verwendeten Fluorophore
moglichst klein sein und der Linker auf den Partikeln muss chemisch orthogonal zu allen verwendeten
Schutzgruppen der synthetisierten Liganden sein.In dieser Arbeit wurden zunéchst in Kooperation mit
Dorothea Helmer gedgnete Syntheseharze fir die Erstellung und das Screening einer OBOBibliothek
untersucht.™ ¥ Es wurde der chemisch orthogonale 4-Hydroxymethyl-Benzoesaure (HMBA) Linker
ausgewahlt, der bei der sauren Seitenkettenentschiitzung und bei der Acylierung mit Brom und
Chloressigsaure stabil ist (die Spaltung des HMBALinkers findet unter NH s-Atmosphare statt) und somit fur
die Synthese von Petoiden und deren Entschiitzung auf dem Harz geeignet ist. Mehrere verschiedene
Syntheseharze wurden auf unspezifische Wechselwirkung mitE. coliLysat untersucht, wobei TentaGel
HMBA Macrobeads am wenigsten Wechselwirkungen zu deen im Lysat enthaltenen Roteinen zeigte.'®
TentaGel besteht aus einem PolystyreHarz, auf das Polyethylenglycol(PEG)-Ketten gepfropft wurden, die
sich durch eine hohe Wasserloslichkeit und Proteinabstof3ung auszeichnen, wodurch eine gute Quellung in
wasstigem Puffer und eine geringe Neigung zu unspezifischen Bindungen resultieren’387-388],

Da fiir TentaGel Harze berichtet wurde, dass sie in fluoreszenzbasierte Screenings durch Eigenfluoreszenz
zu einem erhohten Signalzu-RauschenVerhaltnis fihren und damit die Untersuchungen fehleranfallig

14 Teile der in diesem Kapitel vorgestellten Arbeit wurden bereits in Kooperation mit Dr. Dorothea Helmer verdffentlicht. (31
15 Durchgefiihrt von Dr. Dorothea Helmer, damals TU Darmstadt (Darmstadt). heute Karlsruhe Insitute for Technology (Karlsruhe)
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werden, wurden zunéachst die TentaGelHMBA Macrobeads bei verschiedenen Biehtungszeiten unter dem
Fluoreszenzmikroskop wntersucht.!?” 3893%1 |n Apbildung 4.26 ist klar zu erkennen, dass bei den indieser
Arbeit verwendeten Belichtungszeiten (1-100 ms) und Wellenlangen (RHO-Kanal - Exzitation 538-562 nm/
Emisgon 570-640 nm und FITC-Kanal - Exzitation 450-490 nm/ Emission 500-550 nm) durch die
Eigenfluoreszenz der Partikel keine signifikante Stérungbei dieser Methode zu erwarten ist.

i

N

Abbildung 4.26: Fluoreszenz von TentaGetHMBA MB in Puffer C im FIT&anal (a) und RHOKanal (b) des
Fluoreszenzmikroskops. DieBelichtungszeit ist von links nach rechts ansteigend abgebildet (1 ms, 5 ms,
20 ms, 60 ms, 100 ms). Es ist @aehen, dass bei héheren Belichtungsziten eine geringe Eigenfluoreszenz

des Harzes im FIT&anal zu erkennen ist. Skala: 300 pm.

Nach dem Quellen der Partikel im verwendeten Puffer, stieg deren Eigenfluoreszenz, was bereits n&her in
einer Arbeit von Dorothea Helmer untersucht und fiir vernachlassigbar befunden wurde!® Im Gegensatz
dazu erhoht sich die Autofluoreszenz der Partikel im FITGKanal drastisch bei der Synthese von Peptiden
sl b Ncnr mgbcl , Bgcqgc “"cpump clc Dj smpcqgxcl x 8§
et al. beschrieben!®Y Die erhdhte Fluoreszenzist auf aromatische Seitenketten der Substanzen auf der
Partikeloberflache zurtickzufiihren und ist bei Peptiden, die Tryptophan enthalten, und Peptoiden, die
Tryptamin enthalten, im FITC-Kanal am starksten zu beobachten. Dieser Effekt kann das Screening gegen
ein fluoreszenzmarkiertes Zielmolekdl potentiell erschweren. In Abbildung 4.27 sind unbeladene TentaGel
HMBA MB Partikel im direkten Vergleich zu Partikeln, die mit einem Vergleichspeptid®
DLYKVPSHCHPMMP@O (1 Tyrosin und 2 Histidine in der Sequenz enthalten) funktionalisiert sind, im
FITC und RHOKanal zu sehen. Man kann gut erkennen, dass das Peptid auf der Partikeloberflache die
Autofluoreszenz dark erhoht.

Das manuelle Separieren von Hits aus einem fluoreszenzbasiertes Screening ist fur relativ kleine Bibliotheken
noch ohne grof3en Zeit- und Gerateaufwand mdglich. Diese Aufgabe wird fur grofRere Bibliotheken mit
hunderttausenden Substanzen allerdihgs wesentlich aufwéandiger oder ist nur noch mit automatischen
Beadsortern zu bewerkstelligen. Eine andere Mdglichkeit, Bibliotheken zu sceenen und sogar gleichzeitig
Hits zu isolieren, bieten magnetische Separationsmethoden. Dabei wird das Zielmolekul etweder durch eine
entsprechende Affinitatsmarkierung oder direkt an magnetische Partikel angebracht. Hierfiir eigenen sich
zum Beispiel supeparamagnetische EisenoxidPartikel in einer funktionalisierten Polymermatrix, die direkt
mit dem Zielmolekil konjugi ert werden kénnen oder mit Streptavidin beschichtet werden, um ein

16 Synthetisiert fiir Folgeversuche (vgl. Kapitel 4.3.1)
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bioninyliertes Zielmolekll zu binden. Die magnetisierten Hits der Biblio thek lassen sich nun einfach mit
einem Handmagneten von den restlichen Partikeln trennen, die nicht an das Zielmoleki binden. !

- Peptid | + Peptid

Abbildung 4.27:  Gegenuberstellung von unbeladenen TentaGeHMBA Macrobeads (links) und Partikeln  mit
oberflachengebundenem DLYKVPSHCHPMMPQ@O (rechts) im FIT@GKanal (a) und RHGKanal (b) bei
Belichtungszeiten von jeweils 40 ms. Der Vergleich zeigt, dass die Autofluoreszenz der Partikel bei der
Synthese im Vergleich zu unfunktionalisierten Partikeln zuninmt. Skala: 300 pm.

Diese Methode umgeht die Problematik der Autofuoreszenz der Partikelund den Aufwand, der mit dem
Screening grofRer Bibliotheken verbunden ist. Allerdings werden beim magnetpartikelbasierten Screening
weitere Anforderungen an das Syntheseharz gestellt. Die Beladung des Harzes mit mdglichen Liganden msis
ausreichend grof3 sein dass sich geniigend magnetisierbare Partikel auf dessen Oberflache anlagern kénnen,
um den Harzpartikel in einem Magnetfeld zu mobilisieren. Allerdings darf die Beladung auch nicht zu hoch
oder ungleichmafig verteilt sein, um Avidit atseffekte ausschlieBenzu kénnen, die zu falsch positiven
Ergebnissen fiinren!**? Die verwendeten Partikel miissen auRerdem eine einheitliche GroRe aufweisen, mit
agglomerieren und gleichmafig mit Zielprotein bzw. Streptavidin beschichtet sein.
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4.3.1.Visuelles Screening durch XanaHFluoreszenzmikroskopie

Um die Probleme zu umgehen, die bei fluoreszenzbasierten Screeningmethoden durch Autofluoreszenz und
erworbene Fluoreszenz der Patikel auftreten kbdnnen, wurde in dieser Arbeit in Kooperation mit Dorothea

Helmer eine neue Methode entwickelt bei der, unter Verwendung eines gelben Fluorophors als Markierung,
Fluoreszenzbilder aus FITC und RHO-Kanal in Falschfarben griin und rot dargestellt und tberlagert werden.

Zur Auswertung der Bilder wurde das Programm ImageJ verwendet. Die beiden Kanéle des
Fluoreszenzmikroskops wurden zunéchst in RGBMNerte (rot-griin-blau) Ubersetzt. Die einzelnen Pixel der
Aufnahmen im RHO-Kanal entsprechendadua f bcl D_p ucprcl v-.-. slb b_I
des FITGI _ | _j g .-w-. sl b b_kagr cglck “epClcl I 1 _j§,
Uberlagerten Bilder die Werte x/y/0. In Abbildung 4.28 sind die Uberlagerten Farbwerte auf der RGBSkala

von 0/0/0 bis 255/255/0 aufgezeigt. Man kann hier klar erkennen, dass im Uberlagerten Bild die roten

Werte nur im Bereich zwischen 50/0/0 und 255/100/0 (oberhalb der gestrichelten Linie) mit dem blof3en
?sec _jg “pmr§8 glrcpnpcrgcpr ucpbcl i Allcl, B_q jg
als Rezeptoren in der Netzhaut fUr das visuelle Lichtspektrum besitzen. Von diesen drei Rezeptortypen sind
S-Zapfen mit einem Sensitivitatsmaximum von etwa 420 nm fir blaues Licht, M-Zapfen mit 534 nm fir

griines Licht und L-Zapfen mit 564 nm fiir rotes Licht zusténdig.!***! Da die Absorptionsbanden der M und
L-Zapfen Uberlappen, ist das menschliche Augegegentber griinem Licht empfindlicher als gegentiber rotem

Licht. In der Uberlagerten RGB-Skala werden also Pixel mit hohem Griinanteil nicht als Rot wahrgenommen.

Dies erhoht die Sensitivitdt des optischen ScreeningProzeses. Durch Analyse der UberlagerterBilder wird

ein Aussortieren von stark grin fluoreszierenden Partikeln Uberfliissig, da diese erst als positive Hits
ausgewertet werden kénnen, wenn sie auch eine hohe Fluoreszenz im roten Kanal zeigen.
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Abbildung 4.28: Uberlagerte RGBFarbskalen im griinen FIT&anal (links) mit RGB 0/y/0, roten RHOKanal (Mitte) mit

RGB x/0/0 und kombinierte Werte (rechts). Rote Werte kénnen nur rechts obengefunden werden im
Bereich von Rwerten (iber 50 und G-Werten unter 100 (gepunktete weiRRe Linie). 13!

Um zu validieren, dass dieser Effekt fiirein Screening von Nutzen sein kann, wurde ein Modelsystem von
sechs verschiedenen Peptide27-32 aus der Literatur mit bekannter Affinitat zu Streptavidin synthetisiert.
Die Peptide wurden so ausgewahlt, dass seohl mehrere Grofienordnungen Unterschied zwischen den
Dissoziationskonstanten (ki) lagen, als auch verschiedene physikochemische Eigenschaften und die Lange

7 Abbildung Gibernommen mit freundlicher Genehmigung von RSC Publishing!¥
https://pubs.rsc.org/en/conten t/articlelanding/2016/ay/c5ay02981c
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der Peptide variierten.!?%% 3%43%! Tapelle 4.5 zeigt die ausgewéhlten Peptidsequenzen27-32 mit den
dazugehorigen bekannten Ky- und berechneten pKs-Werten.

Tabelle 4.5: Ausgewahlte Peptidsequenzen fur die Assayvalidierung mit Affinitdt zu Streptavidin. Die berechneten
pKa-Werte wurden mit Hilfe des Innovagen peptide property calculator (https://pepcalc.com/ ) ermittelt.

Peptid  SequenZ GTerminuslinks)  Kylaut Quelle berechneter pK Quelle
27 DVEAWLDERVPLVET 3.6£0.6nM  3.34 (394
28 DVEAWLGER 17+4 nM 3.69 (394
29 DVEAWIADPAVHFTT 20060 nM  3.54 (399
30 DLYKVPSHCHPMMPC 1.9+0.6 uM  7.08 (399
31 AWRHPQFGG 37uM 10.91 (396
32 HDHPQNL 282uM 6.04 (209

Die Peptide wurden auf TentaGetHMBA Macrobeads synthetisiert, wobei vor der ersten Aminosaure
6-Aminohexansaure an das Harz abgebracht wurde. Dieser Linker sollte die Zuganglichkeit der Liganden auf
der Partikeloberfliche verbessern. Nach Anbringen der dtzten Aminosdure und Abspalten der
Seitenkettenschutzgruppen, wurden die Partikel mit Streptavidin inkubiert, das mit dem fluoreszierenden
Farbstoff Dylight-550 (DL550) konjugiert worden war. DL550 b esitzt ein Absorptionsmaximum bei 562 nm
und ein Emissionsmaximum bei 576 nm. Damit ist es moglich, diesen gelben Fluorophor im RHGKanal des
verwendeten Fluoreszenzmikroskops abzubilden und Partikel, die das markierte Protein binden, zu
detektieren. Die Partikel wurden vor der Aufnahme griindlich mit Puffer C g ewaschen, um ungebundenes
Protein zu entfernen, und in eine 384-Well Mikrotiterplatte pipettiert. Da ein Ablésen des Proteins von den
Partikeln im Gleichgewicht nicht verhindert werden kann, ist es notig, mdglichst schnell Bilder
aufzunehmen. Dies erfolge mit Hilfe des automatisierten x/y -Kreuztisches des Mikroskops. Eine fiinffache
VergréRerung stellte sich als optimal zum Abbilden einer ganzen Kavitat der 384Well Mikrotiterplatte
heraus.

Kodadek et al. beschrieben die hier durchgefiihrten Schritte zur Inkubation, Aufnahme und Auswertung der
Bilder schon in einer friiheren Arbeit.[?”! Diese wurden abgewandelt und auf die in dieser Arbeit verwendeten
Gerate und Materialien angepasst. InAbbildung 4.29 ist schematisch eine Ubersicht des Screeningprozesses
dargestellt.
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Abbildung 4.29: Schematische Ubersicht {iber das fluoreszenzbasiertes Screening von OB®ibliotheken. Die Bibliothek wird
zunéchst mit dem fluoreszenzmarkierten Zielmolekil inkubiert und gewaschen. Im Anschliss daranwerden
fluoreszierende Partikel unter dem Fluoreszenzmikroskop identifiziert und aus der Bibliothek isoliert. Es folgt
eine Sequenzierung der Liganden auf den positiven Hits.

In der Arbeit von Kodadek et al. wurde das Screening unter permanenter Belichtung der Partikel
durchgefiihrt und es zeigte sich im Vergleich der positiven Hits mit der negativen Kontrolle, dass der
Signalunterschied bei Verwendung eines einzelnen Fluoreszenzkanals teilweise sehr gering ausfallt. Unter
Verwendung zweier Fluorezenzkande und der Minimierung der Belichtungszeit, sollten weniger Fehler
entstehen. Um die optimale Belichtungszeit im RHOKanal zu bestimmen, wurden als Positivkontrolle mit
Biotin funktionalisierte TentaGel-HMBA Macrobeads 33 mit Streptavidin -DL550 inkubiert. Als
Negativkontrolle dienten unfunktionalisierte Partikel, die ebenfalls mit Strep -DL550 inkubiert wurden. Die
Aufnahmen wurden bei steigenden Belichtungszeiten im RHGOKanal aufgenommen. Die Belichtungszeit im
FITC-Kanal wurde konstant bei 40 ms gehalten (Abbildung 4.30).
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Abbildung 4.30: Unfunkti onalisierte TentaGelHMBA Macrobeads (a) und TentaGeHMBA-Biotin 33 (b) nach
Behandlung mit Streptavidin-DL550. Die Aufnahmen wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop im
HTG und RHOKanal aufgenommen und Uberlagert. Die Belichtungszeien im FITGKanal bleiben
konstant bei 40 ms und steigen im RHGKanal von links nach rechts an (10 ms, 20 ms, 40 ms, 60 ms,
80 ms). Skala 300 um.
Es wurde keine unspezifische Wechselwirkungzwischen StrepDL550 und den TentaGelHMBA Macrobeads
festgestellt. Die TentaGelHMBA-Biotin 33 Partikel zeigen schon bei niedrigen Belichtungszeiten im RHO
Kanal (10-40 ms) einen gut zu erkennenden Lichthof-Effekt, der als rote Korona um die Partikel auftritt.
Die auf TentaGel immobilisierten Streptavidin bindenden Peptide
27-32 wurden daher im Folgenden zunéchst bei Belichtungszeiten von 40 ms im RHO und FIT&anal
aufgenommen. Als  Kontrollen  wurden  zusatzlich  TentaGelHMBA  Macrobeads  und
TentaGelHMBA-Biotin Partikel 33 verwendet, (vgl. Abbildung 4.30) und alle Partikel wurden sowohl in
Puffer C, in einer Streptavidin Ldsung, in Streptavidin-DL550 und in einer Mischung mit der
Negativkontrolle analysiert (Abbildung 4.31).

-

Abbildung 4.31: Bindungsexperiment mit Kontrollpeptiden 27-32. Uberlagerte Aufnahmen aus FITGund RHOKanal in
einer 384-Well Mikrotiterplatte mit jeweils 40 ms Belichtungszeit pro Kanal. Die Peptide 27-32 wurden
in Puffer C (a), StreptavidinLésung (b) und Streptavidin-DL550L6sung (c) inkubiert. Eine Mischung de
mit Streptavidin-DL550 inkubierten Partikel (c) und der korrespondierenden Kontrolle (a) wurde
aufgenommen, um den Kontrast zwischen Positiv und Negativkontrolle abzubilden (d). Die Kontrollen
mit TentaGellHMBA Macrobeads (TG) und TentaGeHMBA-Biotin (TGBiotin) 33 sind in den beiden
letzten Spalten zu sehen (rechts). Einige Partikel zeige eine betrachtliche Autofluoreszenz im FITC
Kanal nach der Synthese und erscheinen imnsiv grin. Selbst Partikel, die eine starke Fluoreszenz
FITCKanal begleitet durch eine schwache Fluoreszenz im RH®anal zeigen, kénnen leicht von positiver
Partikeln unterschieden werden. Skala 300 pum.
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Wie in Abbildung 4.31 gut zu erkennen ist, konnten die Peptide 27-29 nicht als Hits im Experiment
identifiziert werden, obwohl sie laut Literatur die héchsten Affinitaten zu Streptavidin aufweisen (v gl. Tabelle
4.5). Wegen ihrer niedrigen pKs-Werte sind diese Peptide bei physiologischem pHAert negativ geladen, was
den Partikeln eine hohe negative Ladungsdichte auf der Olrflache verleiht. Da der Farbstoff DyLight550'®
zur Verbesserung der Wasserl6slichkeit vier SulfonaiGruppen enthélt, verandert er die Nettoladung der
Oberflache von Streptavidin nhach der Konjugation und es kommt zur Abstol3ung zwischen Streptavidin
DL550 und den negativ geladenen StreptavidinBindepeptiden (Abbildung 4.32).

Abbildung 4.32: Struktur von DyLight550.

Um zu belegen, dass das negative Ergebnis des Bindungsexperimentes auf Ladungsabstof3ung zwischen den
Partikeln und dem Farbstoff zuriickzuftihren ist, wurden alle Partikel in eine 384 -Well Mikrotiterplatte
pipettiert, mit Streptavidin und TAMRA -Biotin 36 inkubiert und mit Puffer C gewaschen. TAMRA 24 zeigt
ahnliche spektroskopische Eigenschaften wie DL50, zeichnet sich aber durch eine positive Nettoladung aus.
Die Bilder unter dem Mikroskop wurden bei jeweils 40 ms Belichtungszeit in beiden Kanalen aufgenommen
und mit TentaGel-HMBA Macrobeads und TentaGetHMBA-Biotin Partikeln 33 als Kontrollen verglichen
(Abbildung 4.33).

8 Thermo Fischer Scientific Handelsmarke
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Abbildung 4.33: Kontrollexperiment mit a) Peptiden 27-30 und b) 31-32, sowie TentaGelHMBA Macrobeads und
TentaGelHMBA-Biotin 33 (jeweils von links nach rechts) Uberlagerte Aufnahmen aus FITG und
RHOKanal in einer 384Well Mikrotiterplatte mit jeweils 40 ms Belichtungszeit pro Kanal. Die Partikel
wurden zunéchst in einer Streptavidin Losung inkubiert, in einer TAMRABIotin 36 Losung markiert und
anschlieRend griindlich mit DMF und Puffer C gewaschen. Die teilweise starke Intensitat der Partikel mit
Peptid 30 (rechte obere Ecke) lasst sich dadurch erklaren, dass es zu Artefakten kommt wenn Partikel
aufeinanderliegen,. Skala 300 pm.

Das Kontrollexperiment zeigte, dass die Peptide27-29 an unmarkiertes Streptavidin binden; es ist daher
davon auszugehen, dass es wie vermutet zu einer Ladungsabstof3ung zwischenr8ptavidin -DL550 und den
anionischen Peptiden 27-29 auf der Oberflache der Partikel kommt. Fir Peptid 32 ist auch hier keine
Bindung festzustellen. Da dieses laut Literatur das Peptid mit der geringstenAffinitat zu Streptavidin ist
(282 uM) B9 kann davon ausgegangen werden, dass der Assay nicht sensitiv genug ist, um Liganden mit
einer derart niedrigen Affinitat zu detektieren (vgl. Abbildung 4.31 und Tabelle 4.5). Die bereits im ersten
Experiment als Positive identifizierten Peptide 30 und 31 sind bei physiologischem pHWert neutral bzw.
positiv geladen (vgl. Tabelle 4.5). Daher wurde ein weiteres Kontrollexperiment durchgefuhrt, um eine
unspezifische Wechselwirkung des anionischen Farbstoffs DL550 mit einer positiven Partikeloberflache
auszuschlieen. TentaGeHMBA Macrobeads wurden mit FmocLys(Mtt) -OH funktionalisiert und sowohl
nach Abspaltung der Nterminalen Fmoc Schutzgruppe, als auch nah Abspaltung beider Schutzgruppen mit
Streptavidin-DL550 inkubiert und mit Puffer C gewaschen. So wurden Partikel mit einer bei physiologischem
pH-Wert kationischen (voll entschiitzt zwei positive Ladungen, mit Mtt eine positive ladung) Oberflache
hergestdit. Diese wurden bei Belichtungszeiten von 40 ms in beiden Kanéalen abgebildef{ Abbildung 4.34).
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Abbildung 4.34: TentaGelHMBA Macrobeads funktionalisiert mit a) LysinMtt (eine positive Ladung) und b) Lysin
(zwei positive Ladungen) und inkubiert mit Streptavidin-DL550. Die Bilder zeigen von links nach rechts
den FITCKanal, RHOKanal und eine (berlagerte Aufnahme. Die niedrige Fluoreszenz im
RHOKanal kombiniert mit einer héheren Fluoreszenz im FIT&anal resultiert in der Uberlagerung in
einer grinen Farbung. Es sindkeine falsch positiven Ergebnisse durch Wechselwirkung zwischeder
stark positiven Partikeloberflache und dem anionischen StreptavidinDL550 zu erkennen.
Skala 300 pm, Belichtungszeit 40ms.

Im Kontrollexperiment mit positiv geladenen Partikeloberflachen konnte keine signifikante Rotfarbung durch
elektrostatische Wechselwirkung mit Streptavidin-DL550 festgestellt werden, die das Screening storen
kdnnte. Wie Abbildung 4.31 zeigt, sieht man lediglich eine leichte rétliche Korona um die Partikel, die aber
aufgrund der geringen Intensitét als unspezifisches Signal bewertet werden kann (vgl.Abbildung 4.30). Es
kénnen also mit dieser Screenhgmethode positive Hits mit Ky-Werten von 40 uM und darunter bei
Belichtungszeiten von 40 ms identifiziert werden. Das Peptid 32 (K4 282 puM) zeigt nach Inkubation mit
Streptavidin-DL550 keine signifikante Erhéhung der Fluoreszenz im RHGKanal und markiert damit die
Sensitivitatsgrenze dieser Screeningmethode. Peptid31 zeigt im Screening trotz der relativ hohen
Dissoziationskonstanten von 37 pM3%! eine starke Fluoreszenz im roten Kanal, was vermutlich auf einen
Aviditatseffekt an der Partikeloberflache zuriickzufiihren ist. Es kann davon ausgegangen werden, dass
kleinere Sequenzen, die mit einer héheren Ausbeute und Reinheit auf den Partikeloberflackn synthetisiert
werden, im Vergleich zu langeren Peptiden oder Peptoiden ein stérkeres Signal hervorrufen kiinen. Es wurde
somit gezeigt, dass diese Screeningmethode, unter Berticksichtigung des verwendeten Farbstoffs und des
Zielmolekdils, fur kleine Peptid- und Peptoidsequenzen geeignet ist. In weiterfihrenden Arbeiten wurde diese
Methode dazu verwendet, PeptoidPentamer?® und Peptoid-Hexamer-OBOGBibliotheken® auf Affinitat zu
CXCL8DL550 zu screenen, wobei 50 bzw. 29 Hits isoliert werden konnten, von cenen bisher 18 als Liganden
fiir CXCLS8 bestatigt und auf biologische Aktivitat hin charakterisiert wurden. [ 3 3%7)

19 Abbildung tibernommen mit freundlicher Genehmigung von RSC Publishing!!

https://pu bs.rsc.org/en/content/articlelandin g/2016/ay/c5ay02981c
20 Teil der Masterthesis von Julia Susanne Wack . Durchgefuhrt im AK Schmitz, TU Darmstadt.

21 Teil der Dissertation von Dr. Dorothea Helmer. Durchgefiihrt im AK Schmitz, TU Darmstadt.
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4.3.2.Magnetseparations-Screening

Eine weitere Screeningnethode, die in dieser Arbeit weiterentwickelt und validiert werden sollte, ist die
magnetische Selektion von immobilisierten Liganden aus einer OBOGBIibliothek mit Hilfe von an
Magnetpartikeln konjugierten Zielmolekulen. Ein Vorteil dieser Methode gegeniiber dem fluoreszenzbasierten
Screening ist, dass die Identifikation und Isolierung der Hits einer Bibliothek in einem Schritt durchgefuihrt
werden und dadurch Arbeitsschritte eingespart werden konnen. Eine schematische Ubersicht der
Screeningmethode ist in Abbildung 4.35 gezeigt.

CXCL8-MAG - 9 ) O
Inkubation/Waschen () O O Screening
Ablosen der
Magnetpartikel
Sequenzen -
Sequenzierung/
MALDI-TOF MS/MS

Abbildung 4.35: Schematische Ubersicht iiber ein magnetpartikelbasiertes Screening von OB@&ibliotheken. Die Bibliothek
wird zun&chst mit dem an Magnetpartikel konjugierte Zielmolekil inkubiert und gewaschen. Im Anschluss
daran werden die positiven Hits von allen anderen Partikeln im Magnetfeld getrennt. Es folgt das Ablésen
der Magnetpartikel vom Syntheseharz und eine Sequenzierung der Liganden auf den psitiven Partikeln.

Schwierigkeiten beim magnetpartikelbasierten Screening stellen die Konjugation des Zielmolekils an die
Magnetpartikel, sowie unspezifische Wechselwirkungen zwischen Zielmolekil und Syntheseharz und auch
das Abldsen der Magnetpartikel von den positiven Hits dar. In vorangegangenen Arbeiten wurden bereits
verschiedene Methoden zur kovalenten Immobilisierung von CXCL8 an MPVAC22 Magnetpartikeln
untersucht.[® 3% Ergebnisse dieser Arbeiten zeigten, dass es zwar méglich ist, CXCL8 kovalent an die
Oberflache von Magnetpartikeln anzubringen, aber wegen zu geringer Beladungsdichten der Partikel und
unspezifischer Wechselwirkungen mit beschadigtem Syntheseharz diesMethode nicht flr das Screening
einer Bibliothek geeignet ist. Es wurde gezeigt, dass viele falsch Positive dadurch generiert werden, dass sich
Magnetpartikel in Rissen des Syntheseharzes festsetzen, sodass diese beschadigten Partikel ebenfalls im
Magnetfeld mobilisiert werden kénnen ( Abbildung 4.36). Wegen der geringen Anzahl von Magnetpartikeln
auf der Oberflache der identifizierten Hits, die aus der niedrigen Beladungsdichte der Magnetpartikel mit
CXCL8 resultierte, waren fakch positive von wirklichen Hits mikroskopisch oft nicht voneinander zu
unterscheiden?

22 Durchgefiihrt von Julia Susanne Wack im Forschungspaktikum, AK Schmitz, TU Darmstadt.
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Abbildung 4.36: TentaGeltHMBA  Macrobeads funktionalisiert mit ILBRPLoopsQ 5 und inkubiert mit
MPVA-C22MIP-L8 34. Zwei beschadigte Partikel (links) lieBen sich im Magnetfeldmobilisieren, da
Magnetpartikel in Risse des Syntheseharzes eindringen konnten.

In einer Arbeit von Mendes et al. wurde ein optimiertes Protokoll zur Magnetseparation von Hits aus OBOG
Bibliotheken erstellt (vgl. Abbildung 4.37).[%% Mit Streptavidin beschichtete magnetische Partikel wurden
mit einem Biotin -Zielmolekul-Konjugat inkubiert, wodurch die Beladungsdichte der Magnetpartikel im

Gegensatz mr kovalenten Methode erhéht wurde. Unspezifische Wechselwirkungen wurden durch Zusatz
von Tween-20 im Puffer reduziert. Dieses Protokoll wurde in dieser Arbeit in abgewandelter Form fir ein
Modellsystem mit auf TentaGeFHMBA Macrobeads immobilisierten Streptavidin bindenden Peptiden 27-32

angewandt (vgl. Tabelle 4.5).

Funktionalisierung mit
Streptavidin Bindepeptid
TentaGel-HMBA MB
(o]
‘)\ EDC/NHS
OH
MPVA-C22
MPVA- Strep
~1-3 um

Abbildung 4.37: Schematische Darstellung der Beschichtung von MP\VM&22 Magnetpartikeln mit Streptavidin und Bindung
dieser an immobilisierte StreptavidinBindepeptide 27-32 auf TentaGelSyntheseharz.
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Die flr diese Arbeit ausgewahlten MPVAC22 Partikel sind superparamagnetische Magnetitpatikel in einer
Polyvinylalkohol-Matrix mit einer Grofe von 1 bis 3 um. Sie werden in Folgenden vereinfacht als
Magnetpartikel bezeichnet. Die Magnetpartikel wurden mit EDC/NHS aktiviert und anschlieRend mit
Streptavidin kovalent beschichtet. Sie wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop nach Waschen mit dem fiir
die Screenings verwenaten Puffer auf Aggregation und unspezifische Wechselwirkungen untersucht
(Abbildung 4.38). Es wurden unfunktionalisierte Magnetpartikel und Partikel mit Streptavidinbeschichtung
35 mit TAMRA-Biotin 36 inkubiert und sowohl im Hellfeld als auch im
RHO-Kanal abgebildet. Es ist klar zu erkennen, dass die Partikel keine Autofluoreszenz im RH&anal zeigen
und lediglich die mit Streptavidin funktionalisierten Magnetpartikel mit TAMRA -Biotin 36 angefarbt werden
kénnen. Es ist sowohl vor als auch nach der Beschichtung der Partikel mit Streptavidin keine Aggregation
festzusellen.

Abbildung 4.38: MPVA-C22 Magnetpartikel unter dem Fluoreszenzmkroskop im Hellfeld (a) und RHO Kanal (b). Links sinc
unfunktionalisierte Partikel ohne und mit Ink ubation (+) in TAMRA-Biotin 36 abgebildet. Rechts sind
MPVA-Streptavidin Partikel 35 ohne und mit Inkubation (+) in TAMRA -Biotin 36 zu sehen. Skala: 10qum.

Um einen Eindruck von der Homogenitat der Beladung der Partikeloberflache des verwendetenTentaGel
HMBA MB Harzes zu erhalten, wurde dieses mit Biotin funktionalisiert 37 und in einer MPVA-Streptavidin
35 Suspension inkubiert. Es wurde eine Kontrolle mit unfunktionalisiertem TentaGel-HMBA MB Harz
durchgefuhrt, um auf unspezifische Wechselwirkungen der beiden Partikelarten zu kontrolieren. Die
gréReren SyntheseharzPartikel wurden aus der Suspension isoliert und unter dem Fluoreszenzmikroskop
im Hellfeld untersucht. Die Bilder mussten mit mindestens zwei Fokussierungen aufgenommen werden, damit
sowohl der Boden des Wells und die Unteseite des Syntheseharzes als auch die Oberseite des Haz mit
eventuell anhaftenden Magnetpartikeln scharf abgebildet werden konnten. Wie auf den Bildern gut zu
erkennen ist, zeigte die Kontrolle mit unfunktionalisiertem TentaGel -HMBA MB Harz keine Wechglwirkung
mit den mit Streptavidin beschichteten Magnetpartikeln 35 (Abbildung 4.39). Nur einige wenige
Magnetpartikel liegen auf der Oberflache des Harzes. Die grofReren Asammlungen der Magnetpartikel auf
der Harzunterseite lassen sich dadurch erklaren, dass dise unter dem Harz festgehalten wurden, als es sich
am Boden der Wells absetzte. Das mit Biotin funktionalisierte TentaGelHMBA Harz zeigt hingegen eine
wesentlich grofRere Ansammlung der Magnetpartikel auf seiner Oberflache mit einer sehr homogenen
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Verteilung. Das Syntheseharz war nach der Inkubation sichtlich dunkler als das Kontrollharz und lieR3 sich
mit einem Handmagneten mobilisieren.

Abbildung 4.39: TentaGelHMBA MB (links) und TentaGelHMBA MB funktionalisiert mit Biotin 33 (rechts) inkubiert
mit MPVA-Streptavidin-Magnetpartikeln 35. Die Bilder wurden im HellfeldKanal in zwei
unterschiedlichen Fokusebenen aufgenommen. a) Fokus am Boden der Mikrotiterplatte; b) Fokus auf
der Partikeloberflache. Skala: 100 pm

Die auf TentaGel immobilisierten Streptavidin bindenden Peptide 27-32 wurden zunéchst in
Puffer C + 0.1 % Tween-20 gequollen und mit den MPVA-Strep Partikeln 35 inkubiert. Als Kontrollen
wurden zuséatzlich TentaGetHMBA Macrobeads (Negativkontrolle) und TentaGelHMBA-Biotin Partikel 33
(Positivkontrolle) verwendet. Es wurden Hellfeldaufnahmen der Partik elsuspensionen am
Fluoreszenzmikroskop aufgenommen, um die Verteilung der Magnetpartikel auf der Oberfliche des
Syntheseharzes zu untersuchen Abbildung 4.40). Wie auf den Aufnahmen zu erkennen ist, binden die
MPVA:Strep Partikel 35 lediglich an die Streptavidin bindenden Peptide 30, 31 und die Positivkontrolle.
Dabei konnten nur die Positivkontrolle und das Harz mit Peptid 31 mit einem Handmagneten im Magnetfeld
mobilisiert werden.
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Abbildung 4.40: Auf TentaGelHMBA Macrobeads immobiliserte Streptavidin bindende Peptide 27-32, sowie
Negativkontrolle und TentaGel-HMBA-Biotin 33 inkubiert mit MPVA-Strep Magnetpartikeln 35. Die Bilder
wurden bei 5x VergrofRerung unter dem Fluoreszenzmikroskop im HellfeldKanal aufgenommen. Dunkle
Stellen auf dem Syntheseharz zeigen eine Bindung von Magnetpartikeln an, wie bei Pepti®0, Peptid 31 und
Biotin 33 zu erkennen ist. Skala: 300 pm.

Bei hoherer Vergroferung ist gut zu erkennen, dass keine Magnetpartikel auf der Oberfliche der Harze mit
den Peptiden 27-29 und 32 koordiniert werden konnten. Peptid 30 zeigt nur wenige fleckenartige
Ansammlungen von Magnetpartikeln auf der Oberflache, die bei Peptid 31 haufiger auftreten
(Abbildung 4.41). Nur die Positivkontrolle mit Biotin 33 zeigte eine homogene Verteilung der Magnetpartikel
auf der Oberflacheder Mehrzahl der Partikel (vgl. Abbildung 4.39).
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Abbildung 4.41: Auf TentaGellHMBA Macrobeads immobilisierte Streptavidin bindende Peptide 27 (a) und 31 (b). Die Bilder
wurden bei 5x VergréRerung (links) und 20x VergréRerung (Mitte, rechts) unter dem Fluoreszenzmikroskog
im Hellfeld-Kanal aufgenommen. Bei den mittleren Aufnahmen wurde der Fokus au den Boden der Kavitat
der 384-Well Mikrotiterplatte eingestellt, um die Unterseite der Partikel abzubilden, bei den Aufnahmen auf
der rechten Seite wurde auf die Oberseite der Partikel fokussiert. Die roten Késten zeigen den Bereich d
vergréBerten Aufnahmen. Es konnte keine Bindung auf der Oberflache von27 nachgewiesen werden. Die
Menge der Magnetpartikel auf 31 reicht aus, um diese im Magnetfeld zu mobilisieren. Skala: 100 pum.

Um die Wirkung der mit Streptavidin beschichteten Magnetpartikel 35 auf biotinylierte Zielmolekile zu
untersuchen, wurden diese mit CXCL8Biotin 4 inkubiert und Experimente an lebenden Zellen durchgefiihrt,
die den CXCRZRezeptor als Bindungspartner fiir CXCL8 tragen. Als Maodellzellen wurden drei verschiedene
Zellsuspensionen ausgewahlt, zwei kultivierbare Zelllinien und Priméarzellen. Als kultivierbare Zelllinien
dienten mit CXCRIL transfizierte HEK293-Zellen sowie HEK293-Zellen, die ein CXCRXEGFRFusionsprotein
exprimieren®2*, Das Vorhandensein des Rezeptors wurde in der Dissertation von Marina Jost
nachgewiesen'®*® |solierte neutrophile Granulozyten® mit nachgewiesener Aktivitat %% dienten als
Primarzellen. Als Katrolle fur unspezifische Wechselwirkungen mit Streptavidin wurden die Zellen mit
MPVA:Strep Partikeln 35 behandelt (Abbildung 4.42).

23 Zellen wurden von JearrLuc Galzivom Centre National de Recherche Scientifique et Technologique | CNRST - Ecole de Biotechnologie de
Strasbourg zur Verfigung gestellt.
24 Transfektion durchgefiihrt von Dr. Marina Jost im AK Schmitz, TU Darmstadt.

% |solierung der Zellen durchgefiihrt von Dr. Ina Rink im AK Schmitz, TU Darmstadt.
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Abbildung 4.42: HEK293Zellen, die mit Gen fur CXCR1 transfiziert wurden (links), HEK29Zellen mit dem Gen flr ein
CXCRIEGFHusionsprotein transfiziert (Mitte) und neutrophile Granulozyten aus Spenderblut
(rechts). Die Zellen wurden als Kontrolle mit MPVA-Strep-Magnetp artikeln 35 (a) inkubiert. Bei
Inkubation der Zellen mit IL8-Biotin beladenen MPVAStrep-Magnetpartikeln (b) ist klar zu erkennen,
dass diese die CXCR1 exprimierenderelen umschlie3en und Aggegate bilden. Skala: 100 pm.

Die Experimente zeigen, dass eine Bindung der Mgnetpartikel an die Zellen stattfindet und dass diese nicht
auf unspezifische Wechselwirkungen mit dem Streptavidin auf den Partikeln zurtickzufiihren ist Neben
Partikel-Zell-Aggregaten kdnnen vereinzelte Zellen ohne Partikel in der Suspension beobachtet erden. Diese
wurden vermutlich bei den vorrangegangenen Verdinnungsschritten durch Scherkrafte in der Pipettenspitze
von den Magnetpartikeln getrennt. Es wurde weiterhin untersucht, ob es mdglich ist, mit dieser Methode
neutrophile Granulozyten aus Vollblut zu isolieren. Eine Blutprobe wurde eine Stunde mit CXCL&Biotin
beladenen Magnetpartikeln inkubiert. Die Magnetpartikel wurden im Magnetfeld eines Hand magneten
separiert und mehrfach mit Puffer gewaschen. Ein Teil der Partikel wurde abgenommen und verdimt,
anschlie3end wurden Bilder unter dem Fluoreszenzmikroskop im Hellfeld-Kanal aufgenommen. Als Kontrolle
fur unspezifische Wechselwirkungen mit Streptavidin wurden MPVA-Strep Partikel 35 verwendet. Es konnte
gezeigt werden, dassmit dieser Methode CXCR1 exprimierende Zellen als MagnetpartikelZell-Aggregate aus
einer Vollblut-Probe isoliert werden kdnnen (Abbildung 4.43). Trotz einiger Waschschritte sind dabei
allerdings noch wenige andere Zellen, wie zum Beispiel Erythrozyten, in der Suspension zu finden. Da dies
sowohl in der Negativkontrolle mit unfunktionalisierten Magnetpartikeln, als auch im Experiment auftrat,
wird davon ausgegangen, dass diese mit der Strémung der Magnetpartikel mitgerissen und zvgichen ihnen
fixiert werden.
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Abbildung 4.43: Isolation von neutrophilen Granulozyten aus einer Vollblutprobe mittels Magnetseparation durch Es
Bindung von CXCL8iotin 4 beladenen MPVAStrep-Magnetpartikeln 35 (rechts). Kontrolle mit MPVA-
Strep-Partikeln 35 im Vollblut (links). Bei Inkubation der mit CXCL8Biotin beladenen Magnetpartikel
mit Blut und anschlieBendem Waschen und Verdiinnen fechts) ist klar zu erkennen, dass die CXCR:
exprimierenden Zellen umschlossen werden und Aggregate bilden. Es sind vereinzelte Erythrozyter
am Boden des Wells zu erkenen, die nicht ausgewaschen werden konnten. Skala: 100 pm.

wurde
durch
die

Kontrollexperimente gezeigt, dass diese magnetpartikelbasierte Methode dazu geeignet ist, Proteinliganden
aus OBOGBiIbliotheken zu erkennen und diesegleichzeitig zu isolieren.

Als Konzepbeweis wurde schlie3lich eine OBOGBiliothek zyklischer Peptoid-Pentamere 38, bestehend aus
100.000 Substanzen, synthetisiert (vgl. Kapitel 4.4.1) Die Seitenketten wurden einerseits nach der
kommerziellen und synthetischen Zugénglichkeit der fur die Synthese verwendeten primaren Amine, sowie
nach dem Vorkommen der entsprechenden Aminoséuren in den bekannten CXClLBindenen Peptiden
ILBRPLoopsES und CXCR%pl 15 ausgewahlt. Bei der Sequenzierung durchMALDI-TOF MS/MS wiirde bei
zyklischen Peptiden zwar die notige Fragmentierung ablaufen, dadurch wirde aber lediglich der Ring an
dieser Stele gedffnet werden, was nur ein Signal der Molekiilmasse zur Folge hatte*®® Wenn eine direkte
Sequenzierung der synthetisierten Substanzen nicht moglich ist, wird normalerweise eine Markierung (z.B.
lineare Peptoidd®?® %l Peptide®**® oder Nanopartikel'*®?) verwendet, um die Sequenz wéhrend der
Synthese zu kodieren. Als alternative Strategie zur Linearisierung der Peptomere wahrend der Abspaltung
vom Harz, kann in einer zyklischen OBOGPeptomer-Bibliothek nach Lee et al. FmoehCys(Trt)-OH als
Linker eingesdzt werden. Das Homo-Cystein als Verknupfungspunkt fir den N-Terminus am Ende der
Synthese lasst eine Spaltung des Thioethers und gleichzeitige Abspaltung des Peptomers vom Harz mit
Bromcyan (BrCN) zu. Das resultierende linearisierte Peptomer lasst sich deaufhin durch MALDI TOF
MS/MS fragmentieren und sequenzieren. Dieses Verfahren von Leet al. ist in Schema4.2 dargestellt.[**”
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Schema4.2: Gleichzeitige Abspaltung und Linearisierung zyklischer Peptomere zur Sequenzierung mittels MALDI TOF

MS/MS. In rot ist der HomocysteinLinker hervorgehoben, der durch intramolekulare Zyklisierung den
Peptomer-Makrozyklus aufspaltet.

Nach dem letzten Schritt der Mix-and-Split Synthese der OBOGBIbliothek und der Zyklisierung der
Substanzen nach diesem Verfahren, wurden allePartik j t cpcgl ger sl b ecu_gqgafcl,
Screening, konnten durch Inkubation der Bibliothek mit M PVAStrep Partikeln 35 und anschlie3ender
Entfernung der Uberschissigen Magnetpartikel und MagnetpartikekHarz-Aggregate unspezifisch bindende
Harzfragmente, sowie Bindungspartner fiir Streptavidin in einem Schritt aus der Bibliothek entfernt werden.

Die Partikel wurden daraufhin mit einer 4 M Guanidinium*HCI -Lésung (pH 7) mit 50 mM Mercaptoethanol
behandelt, um Magnetpartikel und Syntheseharz voneinander zu trennen. Die abgetrennten Syntheseharz
Partikel wurden in eine 96-Well-Mikro titerplatte pipettiert und unter dem Mikroskop untersucht ( Abbildung

4.44).
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Abbildung 4.44: Aussortierte Partikel einer OBO@Bibliothek mit Affinitat zu Streptavidin bzw. unspezifischer Bindung zu
den verwendeten MPVA-Strep Magnetpartikeln 35. Hellfeldbilder wurden unter dem
Fluoreszenzmikroskop bei 5x VergréRerung in einer 98Nell Mikrotiterplatte aufgenommen. Es wurden
vier Aufnahmen an verschiedenen Positionen des Wells vorgenommen und das Bild im Anschluss
zusammengesetzt. Nicht dokumentierte Bereiche sind h grau unterlegt.

Wie gut zu erkennen ist, konnten eine Reihe von unspezifischen Bindungspartnern, die das Screening
beeinflusst hatten, im Vorfeld von der Bibliothek getrennt werden. Diese bestanden zum Grof3teil aus
Harzpartikeln, die bei der Synthese oder der Nachbehandlung des Syntheseharzes zerbrochen sind. Durch
die Behandlung der Partikel mit  dem denaturierenden Puffer, konnten die
MPVAStrep Partikel 35 von den Partikeln der Bibliothek getrennt werden. Diese Magnetpartikel kdnnen
aufgrund der Denaturierung von Streptavidin fur weitere Screenings nicht wieder eingesetzt werden und
mussen verworen werden.

Nach Inkubation der verbleibenden Bibliothek mit CXCL8Biotin 4 und anschlieBendem Screening nach der
oben beschriebenen Methode mit frisch praparierten MPVAStrep Partikeln 35, konnten 22 Hits gegen CXCL8
isoliert werden. Als Hit wurden Partikel betrachtet, die eine groRtenteils intakte Oberfliche mit
gleichméRiger Verteilung an Magnetpartikeln aufweisen. Wie in Abbildung 4.45 zu erkennen ist, sind beim
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Screening auch einige wenige Bruchstlcke zerstorter Harzpartikel selektiert worden, wahrend der Grof3teil
der Partikel intakt ist.
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Abbildung 4.45:  Hits der OBOGBibliothek inkubiert mit CXCL8Biotin 4 und MPVA-Strep Magnetpartikeln 35. Hellfeldbilder
wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop bei 5x VergroRerung in einer 98MNell Mikrotiterplatte
aufgenommen. Es wurden vier Aufnahmen an verschiedenen Positionen des Wellgorgenommen und das
Bild im Anschluss zusammengesetzt. Aul3erhalb der abgebildeten Bereiche warekeine weiteren Partikel
zu finden. Die Anzahl der Hits betragt 22. Nicht dokumentierte Bereiche sind in grau unterlegt.

Bei 20x VergroRerung unter dem Mikroskop wurde die Ablésung der verwendeten Magnetpartikel von den
einzelnen Partikeln durch den denaturierenden Puffer kontrolliert. Dabei wurde beobachtet, dass der Grol3teil
der Partikel vollstandig von Magnetpartikeln befreit werden konnte, aber bei einigen Partikeln selbst nach
Wiederholung des Separationsprotokolls keine Veranderung de Beladung mit Magnetpartikeln zu

beobachten war (Abbildung 4.46).

Ergebnisse und Diskussion 77



Abbildung 4.46: Hits der OBOGBIbliothek inkubiert mit CXCL8Biotin 4 und MPVA-Strep Magnetpartikeln 35. Es wurde
zweimal mit Reduktionspuffer behandelt, um Syntheseharz und Magnetpartikel voneinander zu
trennen. Hellfeldbilder wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop bei 20x Vergrof3erung in ener 96-Well
Mikrotiterplatte aufgenommen. Links: Partikel, von dem die MPVA-Strep Partikel durch Reduktion
getrennt werden konnten, rechts: ein Partikel, der noch Magnetpartikel auf seiner Oberflache tragt.

Skala: 100 pm.

Das persistente Anhaften der funktionalisierten Magnetpartikel an den am Syntheseharz gebundenen
Liganden erschwert eine anschliefende Sequenzierungder bindenden Molekile. Da diese fir die
Sequenzierung vom Syntheseharz abgespalten werden muissen, ist es mdglich, dass stark bindende Liganden
weiterhin im Komplex mit CXCL8 bleiben und somit nicht in die zu untersuchende Ldsung Ubergehen.
Weiterhin  kénnen CXCL8 und abgelostes Strgtavidin  Artefakte bei der massenspektrometrischen
Sequenzierung hervorrufen oder auch durch lonenunterdriickung Fragmente der Liganden génzlich im
Untergrundrauschen untergehen lassen. Die Optimierung der Partikelseparation, Spaling der Makrozyklen
und Sequenzierung durch MALDI-MS/MS sowie partiellen Edman-Abbau waren Gegenstand nachfolgender
Arbeiten.?

% Nachfolgende Arbeiten durchgefiihrt in einer Master Thesis von Pascal Wiegand und von Julia Susanne Wack im ABchmitz (TU Darmstadt)
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4.4. Zyklische Peptoide als CXCLBiganden

Im Gegensatz zu Peptiden werden Peptoide nicht von Proteasen abgebaut untesitzen so potentell eine
hohere Halbwertszeit in klinischen Anwendungen. Um Peptoide zu synthetisieren, die gute
Bindungseigenschaften zu Chemokinen aufweisenwurden in dieser Arbeit zwei Strategien angewandt. Zum
einen mussdie L6slichkeit der aus der Synthese resultierenden Rptoide in Betracht gezogen werden. Diese
ist bei peptoidischen Liganden in wassrigen, gepufferten Medien von grof3er Bedeutung, da flidiagnostische
Anwendungen mit Biomolekulen maoglichst physiologische Bedingungen reproduziert werden mussen.
Besonders hydophobe Peptoidsequenzen eignen sich dahenicht als Liganden fiir diagnostische Zwecke oder
potenzielle Inhibitoren in vivo. Es besteht die Méglichkeit, durch geeignete Wahl der Peptoidbausteine die
Seitenketten von bekannten pepidischen Liganden der Biomolekile nachzuahmen. Diese Vorgehensweise hat
einerseits den Vorteil, dass die Eigenschaften ldslicher Peptidsequenzen diké auf Peptoide Ubertragen
werden und damit unter physiologischen Bedingungen Iosliche Peptoide resultieren Andererseits kdnnen
Wechselwirkungen der Peptidseitenketten, die eine wichtige Rolle in der Peptid:ProteirAffinitat spielen,
direkt auf das aquivalente Peptoid kopiert werden. Eine OBOGBIbliothek pentamerer Peptoide, deren
Seitenketten denen bekannter Peptidliganden fir CXCL8 nachempfunden wurden, wurde bereits in einer
vorangegangenen Arbeit von Julia Wack synthetisiert und gescreent®®” Eine andere Stratege ist die
Fixierung der Struktur bekannter peptoidischer Bindungspartner. Durch Erhéhung der Rigiditat von
Peptoiden kdnnten deren Affinitat gegenlber ihren Bindungspartnern erhdoht werden, da entropischeVerluste
bei der Komplexbildung reduziert werden. Naturlich vorkommende bioaktive Peptide weisen haufig
makrozyklische Elemente auf, die diesen eine gewisse Biditat und damit hohere Affinitat , sowie verbesserte
Stabilitat gegentiber Proteolyseverleihen. Die Zyklisierung linearer Peptide ist daher seit vielen Jahren eine
etablierte Methode. 35" 403471

Wie auch bei Peptiden sind verschiedene synthetische Routen zur Zyklisierung von Peptoiden méglichSo
kann Zyklisierung durch Verkniipfung reaktiver Peptoid-Termini (head-to-tail) [*'842%  Seitenketten
(side-chain-to-side-chain)!“?*42% oder einer Kombination aus beidem (side-chain-to-tail) [24“2% zuganglich
gemacht werden!*®*® Da Peptoide resistent gegen proteolytischen Abbau sind, beschrénken sich diese
Strategien lediglich auf die Erhdhung der Rigiditat des Peptoidgeriists und damit der Einschrankung
konformativer Freiheitsgrade, was zu einer Verbesserung der molekulare Erkennung der Ligaden fiihren
kann.[**® Beispielsweisewirken unnatiirliche peptidomimetische Analoga des actin-interacting-protein 1
(AIC-1) als Antagonisten gegen den AgrCTansmenbran-Rezeptor und beeinflussen so dagjuorum sensing
von Bakterien.[*?l Durch die Zuganglichkeit neuer peptidomimetischer Substanzen durch Zykligerung,
besteht ein steigendes Interesse an der Echlielung fur biomedizinische Anwendungen dieser Substanzen,
beispielsweise als Ligand filrProtein-Zielmolekiile [427-428]

Es wurden in dieser Arbeit daher bekanntePeptoid-Hexamer-Sequenzen mit Affinitéat zu CXCLS8, die aus einer
linearen  OBOGBIbliothek  stammen, zyklisiert.[> 3 AuRerdem wurde eine  zyklische
Peptoid-PentamerOBOGCBIbliothek synthetisiert, deren Bausteine den Sequenzen bekannter peptidischer
Liganden nachempfunden aber randomisiert sind. Abbildung 4.47 zeigt die beiden Strategien in einer
Ubersicht zusammengefasst.
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ngannte peptidische Vergleich der Sequenzen
Liganden von CXCL8

4 N\
Auswahl primaren Amine

fur die Peptoidsynthese )\A

Lineare OBOCPeptoid-Bibliothek Zyklische OBOGPeptoid-Bibliothek

X X ZyKlisierung . )
Lineare Peptoide Zyklische Peptoide

v

Abbildung 4.47: Strategie zur Entwicklung bioaktiver cyclischer Peptoide. Die Sequenzen bekannter peptidischer Lémden fiir
das Zielmolekil werden verglichen und h&ufig vorkommende bzw. fur die Affinitat wichtige Aminosauren
werden ausgewdhlt. Aquivalente priméare Amine werden fiir die Synthese von linearen und cyclischen OBO
Peptoid-Bibliotheken verwendet. Hits der cyclischen Bibliothek und evaluierte Hits der linearen Bibliothek al
zyklische Peptoide nachsynthetisiert.

4.4.1.Peptoid Synthese und Analyse

Peptoide wurden nach der Submonomermethode von Zuckermannet al. synthetisiert.'>’") Es wurden nur
primare Amine fir die Synthese verwendet, die peptidischen Seitenketten @tsprechen oder diese um eine
Methylen-Gruppe verlangert nachahmen. Alle verwendeten Harze und primdren Amine wurden im
Arbeitskreis bereits in der Peptoidsynthese eingesetzt unaveisen hohe Umsetzungsraten bei der Verwendung
mit Brom- und Chloressigsaureauf. Peptoide flr Experimente auf Oberflachen wurden auf Tentagel MB
HMBA Harz durchgefihrt, da der HMBA-Linker bei den sauren Abspaltbedingungen fur die
Seitenkettenschutzgruppenstabil ist und die synthetisierten Sequenzen somit auf der Harzoberflache kéiben.
Damit kann eine spatere Abspaltung unter orthogonalen Bedingungen zur Sequenzierung der Peptoide
gewahrleistet werden. Die verwendeten primaren Amine wurden einerseits nach ihrer kommerziellen und
synthetischen Zuganglichkeit, sowie nach dem Vorkomnen der entsprechenden Aminosduren in den
bekannten CXCL8hindenen Peptiden ILBRPLoopsES und CXCR1pl 15 ausgewahlt. Dabei wurde lediglich
auf den analogen GlutaminsédureBaustein und Prolin verzichtet. Die ausgewahten primaren Amine sind
kostengiinstig kommerziell erhaltlich und kommen ganzlich ohne N-terminale Schutzgruppen aus, was
gegeniber der Peptidsynthese eine einfachere undkostenglinstigere Synthesestrategie zulasst. Alle in dieser
Arbeit verwendeten priméren Amine, inklusive der Seitenkettenschutzgruppen und der hier verwendeten
Nomenklatur sind in Abbildung 4.48 dargestellt.
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Abbildung 4.48: Primare Amine, die fur die Peptoidsynthese in dieser Arbeit verwendet wurden. Die Bezeichnung der jeweilige
Peptoidbausteine ist den Aminen zugeordnet. Bei Verwendung von ungeschitzten Aminen fur NHis'! und NTrp*!
musste der Acylierungsschritt in der Submonomersynthese mit Chloressigsaure durchgefiihrt werden, u
Substitutionen an der Seitenkette zu verhindern!? Die Nomenklatur der peptoidischen Bausteine wurden vornr
Dreibuchstabencode der aquivalenten Aminosauren abgeleitet und wurden bereits in vorangegangenen Arbeiter
von Culf et al. eingefiihrt.1¥ Die hochgestellte Zahl gibt an, um wie viele CH-Inkremente die Seitenkette des
Peptoidbausteins im Vergleich zur Aminoséure verléngert ist.

Die ungeschiitzten primaren Amine und tBu-NAsp® 41 sind kostengiinstiy kommerziell erhaltlich.
1,4-Diaminobutan 53 wurde nach West et al. auf einer Seite Boc-geschitzt, um die primare Aminvorstufe
fur Boc-NLys™ 45  (96%  Ausbeute) zu  erhalten  (Schema  4.3).1*% Die
TIPS Schutzgruppen fur Ethanolamin 54, 1-Aminopropan-2-ol 55 und Tyramin 56 wurden nach
Zuckermann et al., Birch et al. und Holstein et al. angebracht, um die primaren Aminvorstufen fir TIPS
NSer" ! 48 (91% Ausbeute), TIPSNThr*' 49 und TIPSNTyr** 51 (83% Ausbeute) zu erhalten (Schema4.4
bis Schema4.6).[276: 4304311 Bo,-NArg™ 40 (84% Ausbeute) wurde nach einer Vorschrift von Hickey et al.
(Schema4.7) und NMet*° 46 (78% Ausbeute) nach Fushimi et al. (Schema4.8) synthetisiert. [432433]

NH Boc,0 /\/\/H o
AN T2 >
HoN 1. CHCl;, 0°C, 4 h FN g
53 2.RT, 10 h 45 ©

96 %

Schemad.3: Selektive Schiitzung &es primaren Amins von 1,4Diaminobutan 53 mit Boc,O. Primére:
Amin fur Boc-NLys?®.
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Schitzung von Ethanolamin54 mit Triisopropylsilylchlorid (TIPSCI).
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Schema4.5:
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Schitzung von racemischem3Aminopropan -2-ol 55 mit TIPSCI.

Primares Amin fur TIPSNThrL.

/\/Q/OH
HoN
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>
1.DCM, RT, 1d )\
H,N

83 %
56 51
Schemad4.6: Schitzung von Tyramin56 mit TIPSCI.Primares Amin fur TIPSITyr.
NH >LO
S Mel ronz Boc,0 A
> )J\ g 0] N (@)
H,N NH, MeOH, HoN s/ DCM, RT, 90 min )]\ *l
70 °C, 90 min 97 % 07 >N s
90 %

>

H
58 59

@) (0]
A HoN "~ N2 H Y
J_ M Dpcm,RT, 90 min H2N Y
© N S 96 % HN 0
AP K
59 40 ©
Schemad4.7: Dreistufensynthese der primaren Aminvorstufe von Boc,-NArg*® 40. Thioharnstoff 57

wird durch Methyliodid methyliert, um Methylisothioharnstoff 58 zu erhalten, der durch
Schiitzung mit BoeO zu Boc-Methylisothioharnstof f 59 umgesetzt wird. Durch
Substitution mit 1,4-Diaminobutan 53 wird das primare Amin fir Boc-NArg*® 40

erhalten.
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Schema4.8: Synthese der primaren Aminvorstufe von NMet°46 durch Methylierung von Cysteamin Hydrochlorid 60 mit

Methyliodid.

Fur die in dieser Arbeit durchgefiinrte Peptoid-Submonomersynthese wurde eine Reaktionszeit von einer
Stunde flr den Acylierungsschritt gewahlt. Die Reaktionszeit der darauf folgenden Aminierung variierte
jedoch abhangig davon, welche Acylierungsreagenz verwendet wurde. Flr Peptoidsequenzen die weder
NTrp**  noch NHis™ beinhalteten wurde Bromessigsdure gewahlt, da diese bereits nach
1,5 h eine vollstandige Substitution des Halogens durch die prim&ren Amine zeige. Der Reaktionsverlauf
wurde qualitativ durch den Chloraniltest verfolgt, der sensitiv auf die Anwesenheit primarer und sekundarer
Amine reagiert.!?’”?’ Dabei werden Amine auf Harzpartikeln kolorimetrisch durch eine starke blaue
Farbung nachgewiesen, die innerhalb von ein bis zwei Minuten Reakionszeit der Reagenz auf die Partikel
auftritt. Bei Peptoidsequenzen, die heterayklische Amine beinhalten wurde die Acylierung mit
Chloressigsaure durchgefiihrt, da diese zu Nebenreaktionen bei der Substitutiorvon Bromessigséureneigen.
Die Reaktionszeitder Aminierung musste wegen der geringeren Reaktivitat des Chlors bei Substitutionen mit
Aminen auf 3 h erhoht. Dafir konnte auf die Verwendung von Schutzgruppen an den Heterocyclen verzichtet
werden.l? Als Lésemittel wurde N-Methylpyrrolidon (NMP) im Substitutionsschritt eingesetzt, um
Nebenreaktionen zu vermeiden, die durch den Zerfall von DMF zu Methylamin entstehen konnen. NArg™
musste aufgrund seiner schlechten Loslichkeit in NMP und DMF in Dichlomethan gel6st werden. Bei
Verwendung von Hydrochloriden wie NHis** und NAsp™ wurde das Amin in einem 1:1 (v:v) Gemisch von
Dimethylsulfoxid (DMSO) und Diisopropylethylamin (DIPEA) gelost, um die freie Base zu generieren, und
direkt eingesetzt. Im Gegensdz zur Peptidsynthese ist bei der PeptoidSubmonomersynthese keine N-
terminale Fmoc-Schutzgruppeerforderlich . Dadurch ist die Bestimmung der Harzbeladungnicht direkt durch
Abspalten und spektroskopische Quantifizierung des Dibenzofulvens mdglich. DiZyklisierung der Peptoide
am Harz setzt einen Gterminalen bivalenten Linker voraus, der den Ringschluss vonN-Terminus und C-
Terminus ermgglicht (analog zur terminalen Peptidzyklisierung). Durch die Wahl von FmochCys(Trt)-OH
oder FmocLys(Mtt) -OH konnte eine Quantifizierung der Harzbeladung durch die Fmoc-Entschiitzung dieses
Linkerbausteins stattfinden. Die Abgaltung der Peptoide von saurelabilem Harz und gleichzeitigem
Entschiitzen der Seitenketten, wurde mit einer Mischung aus88 % TFA, 2.5 % Triisopropyldlan (TIPS), 2.5
% Anisol, 2 % H,O und 5% Dithiothreitol (DTT) fiir 2 Stunden bei Raumtemperatur durchgefih rt. TIPS
und Anisol fangen dabei die freiwerdenden reaktiven Spezies aus denSchutzgruppen ab (z.B. ter-Butyl-
Kationen), damit diese nicht fir Neberreaktionen (z.B. Alkylierung von Thiolen) zur Verfligung stehen,
wahrend DTT das Pepbid vor ungewtiinschter Oxidation schiitzt. Unter diesen Bedingungen ist auch das
basenlabile TentaGelHMBA Harz, das fur die Synthese der OBO&Bibliotheken verwendet wurde, stabil und
lediglich die Seitenketten werden entschiitzt.
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4.4.2. Affinitdt von CXCL-8 bindenden Peptoiden nach Zyklisierung

In einer vorrangegangenen Arbeit in Kooperation mit Dr. Dorothea Helmer wurde eine
Peptoid-Hexamer-OBOGBiIbliothek auf TentaGel-HMBA Macrobeads synthetisiert und nach der in Kapitel
4.3.1 validierten Methode gescreent!® *2” Nach Analyse und Auswertung der Hits per MALDI TOF MS/MS
wurden 29 Sequenzen ausgewahlt, auf TentaGeHMBA Macrobeads nachsynthetisiert und einem zweiten
Screening unterzogen. Es wurde festgestellt, dass NTi Seitenketten in den Peptodsequenzen durch die
hohe Autofluoreszenz im FITGKanal zu falsch positiven Ergebnissen bei dieser Screeningmethode fuhren
kénnen (vgl. Kapitel 4.3). Diese Sequenzen, sowie Sequenzen mit ausschlie3lich hydropheh Seitenketten,
fur die eine geringe Loslichkeit zu erwarten war, wurden im Rescreen verworfen und es resultierten 18 positiv
validierte Hits fur eine Interaktion mit CXCL8. Jedediesa 18 Sequenzen wurden auf 2Chlorotritylchlorid -
Harz nachsynthetisiert, wobei jedes Peptoid am NTerminus mit 5(6) -Carboxyfluorescein markiert wurde.
Die Bindungsaffinitaten der gereinigten Peptoide wurden durch FluoreszenzanisotropieExperimente in
Puffer C bestimmt und bewegten sich im Bereich zwischen etwa 10 uM und 100 puM Auffallig ist dabei, dass
die Sequenzen zum groRen Teil NLy® Seitenketten enthalten, welche fiir eine hohe positive Nettoladung bei
physiologischem pH sorgt. Daauf der Oberflache von CXCL8keine isolierten negativ geladenen Bereiche
auftreten (Abbildung 4.49) und dieses mit einem pl von 9.0 selbst beim verwendeten pHWert von 7,4 ein
kationisches Protein ist, kdnnen somit unspezifische elektrostatische Wechselwirkungen beim Screening und
den Bindungsstudien ausgachlossen werdert*** Die Sequenzen der fluoreszenzmarkierten Peptoide und
deren Bindungskonstanten sind in Tabelle 4.6 aufgefiihrt. Die Zelltoxizitdt und biologische Aktivitat der
Peptoide wurde an neutrophilen Granulozyten und durch Aktin-Polymerisationsassayund Transwellassay
bestimmt. 3!

Abbildung 4.49: CXCL8 Monomer (pdb ID 5D14, Nerminales Serl und Ala2 nicht in Sequenz enthalten) au
Rontgenstrukturanalysen (Brzezinskiet al. i unpubliziert). Saure Reste (Glu, Asp) sind rot, basischReste (Arg
Lys, His) blau hervorgehoben.

27 synthese, Screening und Bindungsstudien durchgefiihrt von Dorothea Helmer [damals TU Darmstadt. heute Karlsruhe Insitute of
Technology.] Methodenvalidierung, Reinigung aller Peptoide per HPLC und Charakterisierung durch ESIMS durchgefiihrt von Kevin
Brahm, TU Darmstadt

2 Durchgefiihrt von Ina Rink, AK Schmitz, TU Darmstadt
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Tabelle 4.6:

Sequergen sind mit

dem GTerminus links

Sequenzen und K-Werte der fluoreszenzmarkierten Hits aus dem 2Kanalfluoreszenzscreening einer Peptoid
HexamerOBOGBibliothek.[*: 2

dargestellt. Die

Standardabweichung der Bindungskonstnten wurde aus drei unabhéangigen Messungen berechnet.

Hit Nummer  Sequenz Kag £ STABW [uM]
1 HO- NLys™ NLys™ NLys™® Nval*® NLys™® NLeu"°-Fluo 11.6+1.8

2 HO- NLys™ NLys™ NLys °NLeu™ NVval*® NAsp'°-Fluo 20.0+2.9

3 HO- NLys™ NLys™ NSer"* NLys™ NLys™ NLeu"*°-Fluo 429+9.2

4 HO- NLys™ NLys™ NLeu*™ NLys"™ NVal*® NLeu" °-Fluo 65.3 +1.3

5 HO- NLys™ NLys™ Nval*® NLys™ NPhe" * NLeu' °-Fluo 41.4+17.6
6 HO- NLys™ NLys™ Nval*® NLeu™ NLeu™® NLeu" °-Fluo 57.2+19.7
7 HO- NLys™ NLys™® NVal*® NLys™ NPhe" * NAsp" °-Fluo 19.0+24

8 HO- NLys™ NLys™ NPhe"* NLys™ NPhe" * NLeu'* °-Fluo 16.7 + 4.8

9 HO- NLys™ NLeu™ NLys™ NLys™ NPhe"* NAsp' °-Fluo 25.0+ 7.4
10 HO- NLys™ NLeu™ NLys™ NPhe'* NLys"™ NAsp'°-Fluo 43.3+5.1
11 HO- NLeu™ NLys™® NLys" NLeu™ NLys™ NLeu" °-Fluo 47.6+12.8
12 HO- NLeu™ NLys™ NLys™ NVal*® NPhe" * NAsp' °-Fluo 112.3+36.1
13 HO- NLeu™ NLeu*™ NLys™ NLys™ NPhe"* NAsp' °-Fluo 71.4 +35.3
14 HO- NVal™® NLys™ NLys™ NPhe" * NLys™ NLeu" °-Fluo 51.1+15.4
15 HO- NPhe' * NLys™ NLys™ NLeu™ NLys"™ NLeu"°-Fluo 39.8+13.9
16 HO- NPhe' ' NLys™ NLys™ NVal™® NPhe' * NAsp' >-Fluo 35.4+10.9
17 HO- NPhe' * NLys™ NSer"* NLys™ Nval* NLeu" °-Fluo 21.4+6.1
18 HO- NPhe ! NTrp* *NPhe  NTrp* : NPhe'  NLys' °-Fluo 27.6 + 6.4

Ein Vergleich der Sequenzen der linearen an CXCL8 bindenden Peptoideeigt einen hohen Anteil des
basischen Rests NLy$ in den Positionen 2-6, wobei in jeder Sequenz etwa 24 dieser Reste enthalten sind
und mit den hydrophoben Resten NVal®, NPhe™ und NLeu™ alternieren. Ein Muster bestehend aus dem
sauren Rest NAsp’ gefolgt von 1-2 hydrophoben Resten und einem basischenNLys™®, das die
Ladungsverteilung im ELR Motif im N-Terminus von CXCL8 nachahmt l&sst sich in den Sequenzen 2, 7, 9,
12, 13 und 16 finden und ist moglicherweise in der Bindung mit dieser Region involviert. Allerdings wird
dieses Motif sowohl bei stark als auch schwach bindenden Peptoi@n gefunden und ein
N-terminales NLeu™ tritt ebenfalls bei Peptoiden mit @hnlicher Affinitat auf. Alle Sequenzen weisen in N-
terminaler Position entweder NLeu+0 oder den sauren Rest NAsp® auf. NPhe™ tritt praferiert in Po sition
2 auf, wobei in Positionen 2, 3 und 4 vorwiegend NLys+0, ein hydrophober Rest und ein weiteres NLy§O
oder hydrophober Rest zu finden ist. Position 5 wird in 14 der 17 Sequenzen von NLy¥ eigenommen. Eine
vereinheitliche Sequenz der bindenen Peptaile kann also als
NAsp'®/NLeu*° (NLys™® /Nhpb) sNLys™ /NLeu**NLys®/Nhpb wobei Nhpb analog fiir hydrophobe Reste
eingesetzt wird.
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Diese Peptoide wurden als zyklische Varianten resynthetisiert. Da diese Peptoide nicht sequenziert werden
musden, wurde fur die Zyklisierung eine kovalente Verkntpfung des PeptoidN-Terminus mit einer flexiblen
C-terminalen Seitenkette gewahlt. Fir die Bestimmung der Bindungsaffinitaten der zyklischen Peptoide
durch Fluoreszenzanisotropie mussten diesdluoreszenzmarkiert werden. Das normale Vorgehen daflr seht
vor, dass der NTerminus des Peptoids mit einem fluoreszierenden Farbstoff markiert wird, bevor das Peptoid
vom Harz abgespalten wird. Da der N-Terminus der Peptoide flr die Zyklisierung verwendet wird und dann
nicht mehr zuganglich ist, musste eine séektive Markierung einer Seitenkette durchgefiihrt werden. Dazu
wurde ein C-terminales FmocLys(Mtt) -OH nach einer modifizierten Strategie von Brocket et al. in die
Sequenz eingefiihrt!**® Dieses wurde vor der FmoeAbspaltung selektiv mit 1 % TFA entschiitzt und
fluoreszenzmarkiert. In einer ahnlichen Strategie publiziert durch die Lim Gruppe, wurde 5(6) -
Carboxyfluoresein an ein C-terminales Lysin, das durch die AllocGruppe geschiitzt war verknupft.[*?* In
dieser Herangehensweise wurde ein PeKatalysator zum Entschitzen der AlloeGruppe genutzt. Die
Verwendung der Mtt-Schutzgruppe hat im Gegensatz dazu aber de Vorteil, dass diese unter mild sauren
Bedingungen mit verdiinnter TFA abgespalten werden kann, was wesentlich kosteneffizienter ist.Da
Fluorescein durch seine freien Hydroxylgruppen zu Nebenreaktionen in der Peptid und Peptoidsynthese
neigt, wurde fiur die Markierung 5(6)Carboxy -tetramethylrhodamin (TAMRA) 24 nach Kvach et al.
synthetisiert und verwendet.!*¥%%¢] TAMRA (I =546, |em=579) tragt anstelle der Hydroxylgruppen
tertiare  Aminsubstituenten, sodass die Nebenreaktionen nicht mehr auftreten, die bei Fluorescein
vorkommen.!“*” Es ist im Vergleich zu Fluorescein wesentlich photostabiler, bleichtalso langsamer aus und
besitzt pH-unabhangige Anregungs und Emissionganaxima. Nach Entschiitzung und Markierung des ersten
Lysins der Sequenz wird ein weiteres Lys(Mtt)-OH in die Sequenz eingefiihrt, dessen Seitenkette nach
Synthese der Peptoidsequenz selektiv  entschiitzt und fir die Zyklisierung mit dem
N-Terminus verwendet wird.

Da die synthetisierten zyklischen Substanzersowohl Peptid, als auch Peptoidbausteine enthalten, kann nan
diese alszyklische Peptomere bezeichnen?*®! Die allgemeine Strategie zur Synthese und Zyklisierung dieser
Peptomere ist in Schema4.9 dargestellt.
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Schema4.9: Nach selektivemEntschiitzen der Seitenkette des @erminalen Lys(Mtt) -OH mit 1% TFA/2.5% TIPS in DCM fol
Markierung mit TAMRA nach Standard SPP®rotokoll (3 &g TAMRA, 3 4q HBTU, 6 &g. DIPEA) in DMF. Der-
Terminus wird mit 20% Piperidin entschitzt, ein weiteres Lys(Mt)-OH wird gekuppelt und der N-Terminus wird
wieder entschiitzt. Es folgt die Synthese der Peptoidsequenz durch Acylierung mit Bromessigsaure od
Chloressigsaure (10 a4qg. AcX, 9 aq. DIC in DMR)nd Aminierung mit dem der Position entsprechendem
primdren Amin (20 &4q. RNH; in NMP, DCM oder DMSO). Der Nrerminus wird anschlie@end mi
Chloressigsaure (AcCl) acyliert, das Lys(Mtt) an Position 2 selektiv entschitzt und Zyklisierung durch Ringsch
des N-Terminus mit der freien LysinSeitenkette in 2M DIPEA in DMF durchgefihrt. Das zyklisierte Peptomel
wird mit 88% TFA/5% DTT/2% BO/2.5% TIPS/2.5% Anisol) vom Harz gespalten.
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Der Erfolg der Zyklisierung auf dem Harz wurde durch einen negativen Chloraniltest bestatigt. Die
Rohpeptamere wurden nach der Abspaltung durch semipraparative HPLC analysiert und gereinigt. Die
Identifizierung des Peptaners erfolgte durch Elektronenspray-lonisations-Massenspektrometrie. Wie in
Abbildung 4.50 exemplarisch an Peptaner 78 (cyclo-18) zu erkennen ist, konnten die
Peptomere61-78 (cyclo-1 bis cyclo-18) bereits in guter Reinheit bis zu ca. 70 % synthetisiert werden. Die
Schulter des Hauptpeaks resultiert daraus, dass das zum Markieren eingesetzte TAMRAR4 als
Isomerengemisch eingesetzt wurde, welche bei der HPLC aufgetrennt werden. Da die
TAMRA-Markierung bei der ESI nicht stabil ist und sich vom Molekul abspalten kann, wurden bei der
anschlieBenden Massenspektrometrie zum grofdten Teil nur die Massen der Molekilpeaks ohne TAMRA
erhalten (vgl. Abbildung 4.52). Das Signal tauchte dabei haufig als Basissignal im negativen Modus auf.
Dieser Effekt wurde bei der als Standard verwendeten lonisationsMethode in fast jeder Messung
reproduziert.
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Abbildung 4.50: Exemplaisches RP1&PLC Chromatogramm von Peptomer78 (cyclo-18) Rohprodukt. Die griine Linie zeigi
die Konzentration von Eluent B an, die zun&chst tiber 1 CV konstant auf 0 % gehalten wird und dann Uber
CV auf 75 % stetig ansteigt. Im Anshluss wird die S&ule mit 100% Eluent B fir 1 CV gespult und auf O
Eluent B zurlickgesetzt. In blau ist die Absorption bei 280 nm gezeigtDie Produktpeaks der beiden Isomer¢
sind bei Retentionszeiten von 3435 min zu sehen. Gesammelte Fraktion (rote Pfed).
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Abbildung 4.51: UV-Spur eines exemplarischen Chromatogramms von Peptome66 (cyclo6) in der LGMS-Analyse. De
Absorption ist bei 214 nm gezeigt (rot) . Die Peaks mit der entsprechenden Prodktmasse sind hervorgehoben
(rote Pfeile).
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Abbildung 4.52: Exemplarisches E9VS Massenspektrum von Peptomel66 (cyclo6). Der Molekilpeak [M-1H-TAMRAT ist
im negativen Modus gut zu erkennen, da TAMRA bei der lonisierungabgespalten wird.

Die Fluoreszenzanisotropieder Peptomerewurde am Tecan M1000 Plattenleser gemessenWie auch schon
nach der Zyklisierung der CXCL8RPLoops Bindepepti@ fir CXCL8 (vgl. Kapitel 4.2.2) ist hier zu
beobachten, dasglie Bindungsisothermen umgekehrt veldaufen und der Fluorophor offenbar bei der Bindung
des Peptaners an CXCL8 an Beweglichkeit gewinnt. Dieser Effekt ist bei den Peptmeren 68 (cyclo-8) und
78 (cyclo-18) am ausgepragtesten mit einer Anisotropiedifferenz von 70 mAU zwischen freiem und
gebundenem Peptomer(Abbildung 8.20 und Abbildung 8.30). Diese Peptanere sind die einzigen Sequenzen
mit aromatischen Seitenketten an Position 3 und 5 und scheinen die optimale Voraussetzung zuBindung
des Fluorophors durch p-Stacking einzunehmen. Beim Vergleich der Bindungskonstanten der Peptide vor
und nach Zyklisierung, kann man bei fast allen Sequerzen eine deutliche Verbesserung der Affinitat erkennen
(Tabelle 4.7). Die Bindungskostanten lagen nach der Zyklisierung im Bereich von etwa 1 pM und 10 pM
und damit etwa eine GrolRenordnung niedriger als die der linearen Sequenzen.Lediglich fur die Peptanere
73 (cyclo-13) und 77 (cyclo-17) war nach Zyklisierung keine Affinitat zu CXCL8mehr messbar Es ist
moglich, dass bei diesen Varianten der Fluorophor weniger stark mit der Peptomerseagenz wechselwirkt und
sich so die FluoreszenzAnisotropie der gebundenen und ungebundenen Form kaum voneinander
unterscheidet.

Peptomer72 (cyclo-12) und 78 (cyclo-18) zeigten die hochste Afinitat zu CXCL8, wobei Peptomer72 (cyclo-
12) nach Zyklisierung mit einem Faktor von 112.3 die grof3te Affinitatserhbhung zeigt.
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Cyclo-18 78 wurde aber lediglich als Kontrolle synthetisiert, da in der vorangegangenen Arbeit eine seh
geringe Loslichkeit festgestellt wurde und es somit nicht den Kriterien entspricht, die fur die Auswahl dieser
Peptoide festgelegt wurde. Die geringe Ldslichkeitwurde in diesen Experimenten bestatigt.

Tabelle 4.7: Vergleich der Bindungskonstanten der linearen Peptoide mit den entsprechenden zyklisierten Sequenzen.

Hit Nummer  Peptamer Nummer  Kg = STABW [uM] Kq £ STABW [uM] Faktor
(linear) (zyKlisiert) (lineares Peptoid) (zyklisiertes Peptomer)
1 61 (cyclo-1) 11.6+1.8 3.7+ 0.9 3.1
2 62 (cyclo-2) 20.0+29 73+ 51 2.7
3 63 (cyclo-3) 429+9.2 34+ 07 12.6
4 64 (cyclo-4) 65.3+1.3 1.7+ 0.2 38.4
5 65 (cyclo-5) 41.4+17.6 31+ 21 13.4
6 66 (cyclo-6) 57.2+19.7 22+ 105 26.0
7 67 (cyclo-7) 19.0+2.4 3.1+ 4.8 6.1
8 68 (cyclo-8) 16.7+4.8 40+ 14 4.2
9 69 (cyclo-9) 25.0+7.4 24+ 0.3 10.4
10 70 (cyclo-10) 43.3+5.1 20+ 0.3 21.7
11 71 (cyclo-11) 47.6 £12.8 27+ 04 17.6
12 72 (cyclo-12) 112.3+36.1 1.0+ 0.3 112.3
13 73 (cyclo-13) 71.4+ 353 n.b. n.b.
14 74 (cyclo-14) 51.1+15.4 n.b. n.b.
15 75 (cyclo-15) 39.8+13.9 25+ 0.6 15.9
16 76 (cyclo-16) 35.4+10.9 19+ 0.3 18.6
17 77 (cyclo-17) 21.4+6.1 n.b. n.b.
18 78 (cyclo-18) 27.6+6.4 09+ 0.2 30.7
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5.1. Rationales Design von CXCL8 bindenden Peptidomimetika

Auf Zelloberflachen lokalisierte Rezeptoren spielen eine wichtige Rolle in der Signalweiterleitung und bei
Protein-Protein Interaktionen, die im Zusammenhang mit Prozessen in der Krankheitentstehung stehen
und sind damit eine der am meisten untersuchten Molekuilklassen in der Entwicklung neuer Therapeutika.
Stukturbasiertes Design von Rezeptorimitierenden Molekilen ist eine gangige und vielversprechende
Strategie nicht nur fir die Untersuchung von Protein-Protein Wechselwirkungen, sondern auch fir die
Entwicklung und Weiterentwicklung von peptidischen und peptidmimetischen Liganden als Inhibit oren ihrer
korrespondierenden Zielproteine. Durch Lokalisierung entsprechender Bindungsstellen in Rezeptorsequenzen
fur das Zielprotein, kdnnen chemische und strukturelle Eigenschaften dieser Regionernin kleineren und
stabileren Molekllen nachgebildet werden, die die nativen Interaktionen zu ihren Bindungspartnern
beibehalten. Werden die sekundaren Strukturelemente aus der native Strukturvom Liganden nachgebildet
und die funktionellen Gruppen entsprechend im Raum vororientiert, ist die Affinitat groRer**® Im Design
neuer Liganden ist esdaher eine gangige Methode interagierende Sequenzenin ihrer Konformation zu
beschréanken, indem man diese auf ein Gerlst aufbringt, das die native Struktur der Sequenz stabilisiert. So
wurde beispielsweise von Drakopopoulouet al. ein CD4 nachbildendes Peptid, CD4M, auf einem Gertist von
Skorpion Toxin stabilisiert, um dessen Affinitat zu gp120 um zwei GréRenordnungen zu steigern!*®®! Datta
et al. immobilisierten CCR3 Sequenzen auf einem kleinen, l8slichen Proteingerist. 2 Bindungsaffinitaten
diesesRezeptoranalogs CROSS zu verschiedenen Mutanten des ChemokingEotaxin korrelieren mit denen
von CCR3 und weisen daher auf den Gebrauclgleicher Interaktionsstellen hin.!**®! Barter et al nutzten das
CROSS Protein als Gertst fiiden N-Terminus und ECD4 von CXCR21und konnte eine Wechselwirkung der
ECD4 mit CXCL8 nur in Kombination mit Wechselwirkungen des N-Terminus nachweisen!”

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Bidungsaffinitat von Liganden abgeleitet aus der
Sequenz des Rezeptors CXCR1 stark von deren Struktur in Lésung abhangt. Die im
CD-Spektrum erkennbarea-helikale Struktur des aus CXCR1 abgeleiteten Loop®eptids legte nah, dass diese
zu einer Vororganisation der Seitenketten fhrte und damit fir dessen héhere Affinitat verantwortlich wa r.
Durch Substitution von einzelnen Aminosauren, die nicht direkt an der
Peptid-Protein Wechselwirkung beteiligt sind aber die Ausbildung sekundarer Strukturen begunstigen,
konnte in dieser Arbeit eine deutliche Destabilisierung der sekunddren Strukturelenente des
CXCL8bindenden Peptids ILBRPLoopgezeigt werden. Auch die Bindungsaffinitat diesesLiganden zu CXCL8
nahm durch die Einfiihrung helixbrechender Elemente deutlich ab. Im Gegensatzdazu wurde die Affinitat
der von Attwood et al. beschriebenenunstrukturierten Variante des site| CXCL8 Bindepeptids CXCRp11224,
durch Einfuhrung helixorechende Elemente eine geringe Abschéchung ihrer Bindungsaffinitat MD
Simulationen der beiden Mutanten IL8RPLoopsQ und ILBRPLoopsE untermauern die Vermutung der
helikalen Stabilisierung und hoheren Rigiditat von IL8BRPLoopsE und geben Hinweis auf eine nicht-
kovalente Zyklisierung dieser hoher affinen Vaiante. Ahnliche Beobachtungenwurden von Meier et al. an
CD4 nachbildenden Peptiden, die an gpl20 binden, berichtet. Nach kovalenter Stabilisierung der
Schleifenstruktur der CD4 Bindungsstelle durch Disulfidoriicken-vermittelte head-to-tail Zyklisierung konnte
eine einzelne Aminoséure durch experimentelle und MD simulierte Daten auf Peptidebene nachgewiesen
werden, die als Konformationsstabilisator und somit als essentieler Rest fiir die gp120 Bindung dient.!*"!
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Die Makrozyklisierung ist ein weiterer Ansatz, um die Rigiditat von Peptiden und damit ihre Affinitat zu
erhdhen. 1357441 Beim Design der zyklischen Variantenvon IL8RPLoopsQ und IL8RPLoopsEusste einein
Fluorophor in den Makrozyklus eingebracht werden, da Fluoreszenzanisotropie zum Messen der
Bindungskonstanten verwendet wurde. In dieser Arbeit wurde dies durch orthogonales Entschiitzen eines
Lysin-Rests als erste Aminosaure der Sequenz und Markierung mit TAMRA, statt Fluorescein um
Nebenreaktionen bei der Synthese der restlichen Sequenz auszuschlieen. Nach Vorbivon Chandra et al.
wurde die Makrozyklisierung durch einen weiteren N-terminale Lysin-Rest und Gterminales Succinimid
vermittelt. [3%8

MD Simulationen dieser durch kovalent sidechain-to-tail zyklisierten Varianten von ILBRPLoopsQ und
ILBRPLoopsE zeigen eine weit eingeschranktere Konformation beider Peptide, die unabhangig von
sekundaren Strukturen in  Experimenten auf hoéhere Bindungsaffinititen hinweisen. Durch
Makrozyklisierung konnte auch die Resstenz der Peptide gegenlber Trypsinabbaustellvertretend fiir den
Abbau durch andere Proteasenerhtht werden. Das Einfiigen eines rigideren Linkers zwischen den beiden
Peptidhalften oder einer zusatzlichen kovalenten Bindung zum Bilden eines Bizyklus kénntedie Affinitéat z u
CXCL8 noch weiter erhthen und sollte in zuklnftigen Experimenten untersucht werden. In ersten
ChemotaxisAssays konnte eine Aktivitdt der Makrozyklen als CXCL8Inhibitoren bereits nachgewiesen
werden, was dasVerfolgen dieser Strategievielversprechendmacht.

Die beobachtete hohe Fluoreszenzanisotropieder markierten zyklischen Peptide istein literaturbekannter
Effekt. Er wird haufig als Aggregationseffekt beschrieben, weshalb in diesen Fallen fir gewohnlich ein

anderer Fluorophor gewahlt wird, derein “ | mpk _j cq8 Tcpf _jrcl bcq .cEine gnp

Verdunnungsreihe mit TAMRA-markierten zyklischen Pepbiden zeigte keine Abnahme der Anisotropiebei
Abnahme der Konzentration, wie es fir reversible Aggregatbildung zu erwarten warel*®. Die hier
vorgestellten Ergebnisse zeigendartber hinaus, dass die TAMRAMarkierung mit dem Peptid selbst
interagiert und zu einer Vororganisierung der Konformation fiihrt. Bei Bindung von CXCL8 wird TAMRA
verdrangt, was zu einem Anstieg der Fluoreszenzintensitat aufgrund der Anderung der chemischen
Umgebung und einer Abnahme der Fluoreszenzanisotropie aufgrund hoherer Beweglichkeit fiihrt.Dieser
Effekt spielt moglicherweise eine Rolle in vielen Experimenten in denen TAMRA als Marker fir Peptide und
Proteine verwendet wird, die mit anderen Biomolekilen oder Zellen wechselwirken. Die positive Ladung
gekoppelt mit dem hydrophoben aromatischen System in diesem Fdostoff konnte fiir dieses Verhalten
forderlich sein, dasim Gegensatz dazu beim negativ geladenen Fluorescein weniger ausgepragt idim Bereich
der Biosensorik werden sogenannte Quenchbodies beschriebenn denen TAMRA an einen Nanobody
konjugiert ist und bei Bindung an das Antigen aus der Bindung an den Nanobody verdréngt wird. Der Anstieg
der Fluoreszenzintensitéat wird als MessgroRe verwendet**!! Die Abnahme der Fluoreszenzarsotropie diente
den Autoren als Beleg fir den Verdrangungsmechanismu§®® Die hier vorgestellten markierten Peptide
kdnnten also zu Biosensoren weiterentwidelt werden. Allerdings ist ihre Affinitat noch zu gering, um CXCL8
in physiologischen Konzentrationen nachweisen zu konnen Die Wechselwirkungen verschiedener
Fluorophore mit makrozyklischen Peptiden und Peptoiden und deren Einfluss auf die Affinitat sollte in
weiteren Arbeiten ndher untersucht werden.

Zusammengefasst konnte durch strukturelle Simulationen von Bereichen des Chemokinrezeptors CXCR1
kombiniert mit empirischen strukturellen Voraussagen und experimentellen Daten aus
CD-Spektroskopie und Bindungsassaysdie Bedeutungder Helix-Ausbildung im site Il CXCL8 Bindungspeptid
ILBRPLoops 5 gezeigt werden. Basierend darauf wurde die zyklisierte Variante ILBRPCycloopsQ 25
entwickelt, die im Vergleich zu ihrem Vorganger von dessen Sekundarstrukturen unabhéangige verbesserte
biochemische Eigenschaften aufweist Folgende Untersuchungen von ILBRPLoopsE konnten den helikalen
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Charakter des Peptidsicht bestéatigen, sodass die nichtkovalente Zyklisierung hier eine gréRere Rolle spielen
kénnte. Da CXCLS8 in nativer Form dimerisiert wirde sich anbieten die Bindungseigenschaften der hier
vorgestellten linearen und cyclischen Varianten der IL8RPLoops-Peptide mit nicht-dimerisierenden!**?’ und

kovalent-dimeren Varianten'®® von CXCL8 zu untersuchen und zu vergleichenDies wiirde zeigenwelchen

Einfluss das Monomer-Dimer-Gleichgewicht die Bindungsaffinitat der Peptide hat und ob insbesondere die
linearen Peptide vorwiegend an eine der beiden Varianten binden. Auferdem sollten Untersuchungen an
CXCL8 Varianten ohne ELR Motr angestellt werden, da dieses beeits fir die Rezeptoraktivierung als

wichtige Region bestétigt wurde!®®"® 4431 und als Interaktionsstelle mit der site Il im zwei-Regionen
Bindungsmechanismus gilt’®"8 339340 " aper die Interaktion mit den hier vorgestellten Liganden als site ||

Mimetika noch bestatigt werden muss.

5.2. Screening von Substanzbibliotheken

Die Synthese von Substanzbibliotheken ist eineeffiziente Methode, viele verschiedene potenzielle Liganden
fur bestimmte Zielmolekille zu generieren. Die Mix-and-Split Methode, mit deren Hilfe grof3e auf
Syntheseharz immabilisierte OBOGBIbliotheken generiert werden kénnen, wurde bereits 1991 von Lam et
al beschriebenund firr eine Vielzahl unterschiedlicher Molekiile eingesetzt. [304 383 444 Dje ersten Peptoid
Bibliotheken wurden durch ein ahnliches stochastisches Paiikelverteilungsverfahren von Zuckermann et al.
hergestellt, wobei in einem iterativen Prozess 18 individuelle Pools nach Spaltung vom Syntheseharzin
Losung, statt eines Pools direkt auf der Festphasegescreent wurden und SubBibliotheken synthetisiert und
gescreent werden mussten!?’® 3% Seitdem wurden besonders von Kodadelet al. zahlreiche PeptoidcOBOC
Bibliotheken synthetisiert und untersucht. [3°% 38% 431 Eijr die Submonomermethode zur Synthese diser
Peptoid-Bibliotheken finden nur primare Amine Anwendung, die hohe Kupplungseffizienz aufweisen!®
Bindungspartner fir Proteine kdnnen einfach durch Inkubation mit m arkierten Varianten des Zielproteins
identifiziert werden. Zu diesem Zwecke werden Syntheseharze eingesetzt, deren Quelleigenschaften es
moglich machen, diese sowohl unter organischen Bedingungen zur Synthese, als auch unter wassrigen
Bedingungen zum Screaing zu verwenden. Fir das Screaning mit fluoreszenzbasierten Verfahren wurden
die hierflr eingesetzten hydrophilen, auf PEG basierten Tentakelpolymerpartikel eingehend auf ihre
Autofluoreszenz in denen in der Mikroskopie gangigen FITC und RHO Kanalenanalysiert.!*4%!

Um die durch Autofluoreszenz entstehenden Nachteile in der Sensitivitdét und Reproduzierbarkeit von
fluoreszenzbasierten Verfahren auszugleichen wurden spater Quantum-Dots als Proteinmarkierungen
eingefiihrt.'*® Diese sind im Verglech bis zu 20-mal heller und resistenter gegen Photobleaching als
organische Fluorophore!**®! Screening Methoden basieren dabei haufig auhicht- oder semi-automatisierter
mikroskopischer Untersuchung die den Nachteil langer Belichtung der Partikel und damit die Gefahr des
Photobleaching der verwendeten Fluoreszenzmarkierung birgt oder auf der schnelleren, vollautomatischen
COPAS PartikelsortierTechnologie. " Da die Autofluoreszenz von Patikeln einer OBOGC-Bibliothek nicht
nur von der Art der verwendeten Partikel abhangt, sondern auch von der Sequenz der synthetisierten
Liganden, kénnen stark fluoreszierende Partikel einer Bibliothek nicht einfach vorsortiert werden.[25": 4281
Methoden autofluoreszierende Partikel zu sortieren basieren entweder auf konfokalem nano-scanning
(CONA), bei dem das Innere jedes Partikels gescannt wird und positivePartikel lediglich durch die
Fluoreszenz an der Parikeloberflache identifiziert und aussortiert werden, oder auf einem Vergleich der
Fluoreszenz im FITC und RHO Kanal bei der COPAS Sortierundseide Methoden wurden von Hintersteiner
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et al. beschrieben!**”! Beide miissen mit kostspielgen und spezialisierten Apparaturen durchgefiihrt werden,

was eine Strategie basierend auf Fluoreszenzmikroskopie, digfur viele Labore eine bereits verfligbare
Technologie ist, zu einer interessanten Herangehensweise macht.

Die in dieser Arbeit angewandte semi-automatisierte fluoreszenzmikroskopische Methodé® nimmt sich die

von Hintersteiner et al. eingeflhrte Strategie zum Vorbild, durch die Verwendung mehrerer

Fluoreszenzkandale unspezifische Fluoreszenz auszuschliefen. Durch Wahlon literaturbekannten

Kontrollpeptiden mit unterschiedlicher Affinitat zu Streptavidin 29439 4481 wurde Uberprift, ob die

Fluoreszenzintensitat beim Screening eine Aussage Uber die Bindungsaffinitat degpartikelgebundenen
Liganden zuldsst. Dies wardurch Aviditatseffekte bei kleineren Liganden und eine Schwellenkonzentration
ab der keine Bindung mehr detektierbar ist nicht der Fall.

Mithilfe zweier Fluoreszenzfarbstoffe mit unterschiedlichen Nettoladungen bei dem in den Experimenten
verwendeten pH-Wert, konnten sekundare elektrostatische Wechselwirkungen mit den Kontrollpeptiden
ausgeschlossen werdenDas vorgestellte Screeningverfahren ist einfach auf weitere Zielmolekule Gbertragbar
und kann Liganden, die im geringen mikromolaren Bereich binden, kostengiinstig und mit verhaltnismaRig

wenig technischem Aufwand identifizieren. Wegen des groRen Einflusses den Aviditatseffekte auf das
vorgestellte Verfahren haben, ist diesesauf Bibliotheken mit Liganden kurzer Sequenzen anwendbar.

Das Screening von Substanzbibliotheken mit funktionalisierten Magnetpartikeln hat im Gegensatz zum
fluoreszenzbasierten Screaing den Vorteil, dass eine Identifizierung positiver Bindungspartner und die
Separation von den negativenSubstanzen in einem Schritt durchgefiihrt werden kann. Die Separation von
Proteinen oder Zellen durch Antikorper-beschichtete Magnetpartikel ist berets ein in der Routine eingesetztes
Werkzeug und entsprechend funktionalisierte Partikel sind beispielswei® vom Unternehmen Miltenyi-
Biotech?® oder BioLegend® kommerziell erhéltlich. Eine Methode Peptid -und Peptoid-OBOGBibliotheken
auf TentaGelPartikeln magnetpartikelbasiert zu screenen wurde von Astleet al. vorgestellt. Dabei wurde
zundchst die Bibliothek mit einem anti-FLAG Antikorper inkubiert und anschliefend durch
Sekundarantikdrper-modifizierte Magnetpartikel sortiert. [ In einer Herangehenswése von Hu et al.
wurden mit Streptavidin (Strep) beschichtete Magnetpartikel dazu eingesetzt eine Bibliothek von Peptiden,
die als Substrat fur Transglutaminase dienen kénnen zu screenen.®% Dazu wurde die Bibliothek mit
Transglutaminase und einem Biotin-dhnlichen Substrat, Desbiotin, inkubiert. Die resultierenden
desbiotinylierten Substrate wurden mittels Strep-Magnetpartikeln separiert. Der Funktionalisierungsgrad
wurde anschlieend durch fluoreszenzmarkiertes Streptavidinbestimmt und als Malf? fir die Eignung des
Peptids als Enzymsubstrat herangezoge

In dieser Arbeit wurden die verwendeten Magnetpartikel ebenfalls mit Streptavidin beschichtet, um
biotinylier te Zielmolekile durch Inkubation einfach an den Magnetpartikeln immobilisieren zu kénnen. Im
Gegensatz zur direkten kovalenten Verknipfung der Partikelmit dem Zielmolekil hat diese Strategie den
Vorteil, dass ein Vorrat der Partikel fur alle Kontrollexperimente verwendet werden kann und zusétzliche
Fehlerquellen durch unterschiedliche Kupplungseffizienzen von fluoreszentem Farbstoff und Zielprotein
ausgeschlossenwerden. AufRerdem konnten die mit Streptavidin beschichteten Partikel direkt fir
Mobilisierungsversuche mit den an Streptavidin bindenden auf TentaGelPartikeln immobilisierten Peptiden
eingesetzt werden Weitere Vorteile ergeben sich daraus, dass Streptavidin potenziell vier Bindungsstellen pro
Molekdl fur Biotin aufweist und so eine erhdhte Beladung der Streptavidin-Partikel gegentber direkt

2 miltenyibiotec.com (Zugriff 09.12.2019)
30 biolegend.com (Zugriff 09.12.2019)

Fazit und Ausblick 94



funktionalisierten mdoglich wird. AuRerdem kann eine Funktionalisierung nach Beschichtung mit
Streptavidin  ohne Zuhilfenahme von Kupplungsreagenzien, durch Inkubation mit biotinyliertem
Zielmolekdl in einem Schritt erfolgen , was diese Partikel zu einem sehr variablen undgut reproduzierbaren
Werkzeug macht. Aus diesen Griinden sind StregMagnetpartikel auch bereits kommerziell fir verschiedene
Anwendungen erhaltlich, beispielsweisehat das Unternehmen Phenomenex2019 diese unter dem Namen
bioZen MagBeads 2019 zur Aifbereitung von Proben in der Bio-LC eingefiihrt.3! Es konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass eine Mobilisierung der wesentlich grofReren TentaGel Syntheseharzpartikel durch
Wechselwirkungen immobilisierter Streptavidin-bindender Peptide mit dem Streptavidin auf der
Magnetpartikeloberflache mdoglich ist. Durch Immobilisierung von biotinyliertem CXCL8 auf den
Magnetpartikeln konnte erfolgreich eine mit CXCR1 transfizierte Zelllinie aus Kulturmedium gebunden,
sowie neutrophile Granulozyten aus Vollblut isoliert werden und damit gezeigt werden, dass
Bindungspartner fir CXCL8 erkannt und separiert werden konnen. Allerdings ist diese Strategie zur
Zellisolierung nur bedingt geeignet, da eine Aggregation der Zllen beobachtet wurde und die entsprechenden
Zellen durch Bindung des Rezeptors mit CXCL8 aktiviert werden, wodurch es zu Artefakten in
Folgeexperimenten kommen wiirde.

Die Inkubation der Magnetpartikel mit einer OBOC-Bibliothek makrozyklisierter Pentapeptomere ergab eine
Ausbeute von 22 Screening positivenPartikeln deren Auswertung Gegenstand nachfolgender Arbeiten war.
Bei einer Sequenzierung von zyklischen Peptioiden durchMALDI-TOF MS/MS wiirde es zunachst lediglich
zur Ringoffnung kommen, was nur ein Signal der Molekilmasse zur Folge hat'*°®” Nach dem Vorbild von
Lee et al. wurde in dieser Arbeit ein hCyst-Rest zur Zyklisierung verwendet, der eine Linearisierung der
Liganden beim Abspalten vom Harz zuladsst und damit eine anschlieRende massenspektrometrige
Sequenzierung méglich macht!“°”

Da sekundare Wechselwikungen der carboxyfunktionalisierten Oberflaiche der Magnetpartikel mit
Zielproteinen oder Sequenzen der Substanzbibliotheken nicht ausgeschlossen werden konnten, sollten weitere
Experimente mit verschiedenen Deaktivierungsstrategien durchgefuhrt werden. In dieser Arbeit wurden die
aktivierten Carboxy-Funktionen mit Glycin abgeblockt, was wiederum freie Carboxy-Funktionen auf der
Oberflache der Magnetpartikel generiert. Es kdnnte stattdessen Ethanolamirzum Blockieren der Funktionen
eingesetzt werden, wodurch die Oberflache der Partikel allerdings an Hydrophobizitat gewinnen wiirde und
es mdglicherweise zur Aggregation der Magnetpartikel kommt. Dies sollte in Kontrollen Gberprift werden.
Auch muss der Eiriluss der Beladung der in der Bibliothek verwendeten Patikel getestet werden. Chenet al.
konnten bereits zeigen, dass die Ligandenkonzentration einen Einflussauf die Bindung schwach affiner
Liganden hat, was vermutlich auf Aviditatseffekte zuriickzufihren ist, wie in dieser Arbeit anhand des
fluoreszenzbasieten Screeningverfahrens gezeigt werden konnte 4!

Es besteht auRerdem noch Optimierungbedarf in Bezug auf das nach dem Screening durchzufiihrende
Ablosen der Magnetpartikel von den Partikeln der Substanzbibliothek um eine Sequenzierung ohne
Artefakte zu ermdglichen. Dies war ebenfalls schon Bestandteil nachfolgender Arbeiteri®*” AbschlieRend
sollte das Screening einer OBOEBibliothek durch Magnetpartikel - und fluoreszenzbasiertes Verfahren
durchgefiihrt und diese miteinander verglichen werden angelehnt an Arbeiten von Mendeset al. in denen
fluoreszenzhasierte Verfahren zurBestétigung von positiven Liganden aus dem Magnetscreening einer OBOC
Bibliothek genutzt wurden. (29!

81 phenomenex.com (Zugriff 08.12.2019)
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5.3. ZyKische Peptonere als CXCL8 Inhibitoren

Peptoide sind Peptidomimetika, von denen erstmals in 1992 berichtet wurde und die, genau wie Peptide
unter Verwendung &hnlicher chemischer Werkzeuge auf einer festen Phase synthetisiert werden kénnef’®
2" In dieser Arbeit wurden 17 verschiedenen mit TAMRA markierte makrozyklische Peptomere basierend
auf bereits publizierten linearen CXCL8 bindenden hexameren Peptoiden synthetisidgr . Durch die
Flexibilitat von linearen Hexapeptoiden, kdnnen diese in verschiedene Konformationen annehmen um an
ein Zielmolekdl zu binden. Um ihre Beweglichkeit einzuschrénken aber die bindende Konformationen der
Liganden noch zulassen zu kdnnenist ein flexibler Linker von Vorteil . In Arbeiten von Lim und Lee wurde
ein Homocystein-Restin die Sequenzen derPeptomereeiner Bibliothek eingefligt, nach Synthese entschitzt
und mit einer N -terminalen Chloroacetyl-Gruppe die ZyKklisierung realisiert. [*°% In dieser Arbeit wurde fiir
die Makrozyklisierung ein orthogonal mit der Mtt-Schutzgruppe geschitzter Gterminaler Lysin-Rest in die
Peptoidsequenz inkorporiert und nach Kupplung einer Chloressigséure an den Nrerminus unter mild -sauren
Bedingungen entschiitzt. In Arbeiten von Chandra et al. wurde die anschlieRende sde-chain-to-tail
Zyklisierung durch nukleophile Substitution unter stark sauren Bedingungen in einem Schritt mit der
Abspaltung vom Harz durchgefiihrt.®*® Um Nebenreaktionen mit weiteren nukleophilen Seitenketten
ausschlielen zu kdnnen wurde die Zyklisierung in dieser Arbeit in 1% TFA vor der Abspaltung vom Harz
und dem Entschiitzen der restlichen Ritenketten der Sequenz durchgefiihrt!“?> 4% Da die Abspaltung der
Mtt-Schuzgruppe unter &dhnlichen Bedingungen durchgefihrt wird, kdnnte es interessant sein zu
untersuchen, ob Entschitzen und Zyklisierung in einem Schritt verlaufen. Eine Fluoreszenzmarkierung
wurde mit TAMRA an einer zweiten C-terminalen flexiblen Lysin-Seitenkete durchgefiihrt, da die
Bindungsaffinitat zu CXCL8 durch Fluoreszenzanisotropie bestimmiverden sollte. TAMRA wurde eingesetzt,
da die Hydroxylgruppen von dem gewdhnlich verwendeten 5(6)-Carboxyfluorescein in der folgenden
Synthese der Peptmere Nebenreakionen eingegangen waren.[**7- 41 Diese Markierung filhrte, wie bei den
zyKlisierten Varianten des IL8RPLoops Bindepeptidszu einer invertierten Bindungsisotherme bei Messung
der Fluoreszenzanisotropie. Es wird vermutet, dass dieser Effekt auf ein&/erdréangung des Fluorophors beim
Binden des Peptomers an sein Zielprotein hervogerufen wird, wobei der Fluorophor im freien Zustand des
Peptomers in dieses faltet und beim Binden an das Zielprotein von diesem verdrangt wird und so eine erhohte
Beweglichkeit des Fluorophors resultiert. Die Flexibilitdt des Lysin-Restes lasst gentigendBewegungsfreiheit
fir den Fluorophor zur Rotation und Translokation zu, sodass sich diese in die N&he des Makrozyklus
begeben und durch hydrophobe undelektrostatische Wechselwirkungen mit diesem interagieren kann. NMR-
und RoOntgenkristallographie-Studien zeigten fir hexamere zyklische Peptoide, dass raumlich grofe
Seitenketten fiir gewdhnlich entgegengesetzt zueinander oder weg vom Zentrum des Makrozyklus zeigeH:®
4524541 Da die hier vorgestellten Peptomere durch die Fluoreszenzmarkierung strenggenommen Heptamere
sind, ist ein alternierendes Muster der Seitenketten wie bei den Hexameren nicht mdglich. Es wird
angenommen, dass 34 in jeweils entgegengesetzte Richtungen orientiert sind, mit vermutlich zwei kleineren
Resten auf der gleichen Seite oder einem hydrophileren Rest nach auf3erks kdnnten in folgenden Arbeiten
NMR-Untersuchungen durchgefiihrt werden um diese Vermutungen aufzuklaren.

In ihrer zyklisierten Form sollten die verschiedenen Peptomere also untereinander eine glRere Ahnlichkeit
in der raumlichen Verteilung ihrer Seitenketten aufweisen als ihre linearen VVorganger. Folgeexperimente mit
Fluorophor- und Peptomer-Konzentrationsreihen zeigten, dass die hohe Anisotropie im freien Zustandnicht
auf unspezifische Bindung an der Wand der Mikrotiterplatte und auch nicht auf Aggregation zurlckzufiihren
ist. Die Makrozyklisierung erhdhte die Bindungsaffinitat der untersuchten Peptomere um mindestens einer
GrofRenordnung, wodurch CXCL8 Bindungspartrer mit Kps von 1.0 bis 7.3 uM generiert wurden. Dies liegt
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in der gleichen GrofRenordnung wie die Bindungskonstanten und IC50-Werte bereits publizierter zyklischer

Peptomere die an Polo-like-Kinase, Skp2 und Streptavidin binden!42* 4554%! Dabei konnten die Peptomere
in 2 Gruppen in Abhangigkeit von ihrer Fluoreszenzanisotropie eingeordnet werden. Peptomere mit hoher
Fluoreszenzanisotropie von 91-109 mAU im ungebundenen Plateau der Bindungskurve und Peptomere mit
niedriger Anisotropie von 68-78 mAU. Da der Unterschied zum niedrigeren ungebundenen Piteau, das bei
28-61 mAU liegt bei drei Peptomeren zu niedrig war, konnte fur diese keine Bindungskonstante bestimmt
werden. Es konnte keine Korrelation der Sequenzmit dem Verhalten diese Gruppen zyklischer Peptomere
gefunden werden. Eine genaue Untersubiung der Anordnung der Seitenketten kdnnte hier maglicherweise
die unterschiedlichen Werte der Fluoreszenzanisotropie bei hohen und niedrigen CXCL&onzentrationen

und auch die insgesamtahnlichen Bindungsaffinitaten erklaren. In zuknftiger Arbeit sollte eine Bibliothek

zyklischer Peptoide mit hohem Anteil und Variation basischer und hydrophober Restenach der hier

vereinheitlichten Sequenz NAsp™/NLeu*® (NLys™/Nhpb) sNLys™/NLeu** NLys™/Nhpb (33  synthetisiert

werden und kénnte zu weiteren effizienteren CXCL8Liganden fiihren. Die in dieser Arbeit vorgestellten

Varianten des CXCL8 bindenden Peptids IL8RPLoof3é” weisen zwar eine hohere Affinitat zu CXCL8 auf,
aber sind durch die Lange ihrer Sequenz und ihre Hydrophobizitdt mit grofRerem Syntheseaufwand
verbunden und schwer I6slich. Die zyklischen Peptomere sind schneller syritetisiert, weisen gute Loslichkeit
auf und sind resistent gegenHydrolyse durch Proteasen Erste Experimente weisen darauf hin, dass 10 der
zyklischen Peptomere CXCL8nduzierte Chemotaxis in AgaroseSpot Assays inhibieren3 4571 Diese miissen
zunachst noch durch quantitative CXCL8 Aktivitatsassays bestatigt werdenweisen aber darauf hin, dass
zyklische Pgotomere eine Alternative zu den Derivaten vom des Rezeptor abgeleiteteriLBRPLoopsE darstellen
kdnnen. Die synthetisierten makrozyklischen Peptomeresoliten auf3erdem auf ihre Affinitat zu anderen

Chemokinen mit ahnlichen biochemischen Eigenschaften wie ploder Affinitat zu den CXCL8-Rezeptoren
CXCR1 ode CXCR2getestet werden.
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6 Materi al und Met hoden

6.1. Chemikalien und Materialien

Alle Chemikalien und Materialien wurden, wenn nicht anders angegeben von folgenden Firmen bezogen:
AB SCIEX (Framingham, MA,USA), AppliChem GmbH (Darmstadt, DE), Carbolution (Saarbrticken, DE),
Corning (Kaiserslautern, DE), Ditabis (Pforzheim, DE), Greiner Bio-One International GmbH
(Kremsmunster, A), Iris Biotech (Marktredwitz, DE), Macherey & Nagel (D ueren, DE), Merck (Darmstadt,
DE), Merck Novabiochem (Darmstadt, DE), Orpegen (Heidelberg, DE), PtLaboratories (Port Moody, CAN),
Rapp Polymers (Tuebingen, DE), Roche (GrenzachWhylen, DE), Roth (Karlsruhe, DE), TH Geyer
(Renningen, DE), Sarstedt (NUmbrecht, DE), Sigma Aldrich (Taufkirchen, DE), Tecan (Maennedorf, CH),
VWR (Darmstadt, DE). Organische Ldsemittel in HPLC Reinheit und fur die Synthese von Peptiden und
Peptoidenwurden von VWR bezogen. Alle anderen Losemittel wurden von Roth, TH Geyer oder VAR bezogen
und ohne weitere Aufreinigung verwendet. Mit Schutzgruppen versehene und freie priméare Amine, sowie
Schutzgruppenderivate wurden von Carbolution und Sigma Aldrich bezogen, Kupplungsreagenzien fir die
Peptidsynthese von lIris Biotech, TH Geyer, Cdolution und Orpegen. Chlorotritylchlorid -Syntheseharz
wurde bei PL-Laboratories und TentaGel MB HMBA sowie TentaGel S ACSyntheseharz beiRapp Polymere
erworben.

6.1.1.Puffer und Lésungen

Alle Puffer und wassrigen Losungen wurden, sofern nicht anders angedeen, mit MilliQ -Wasser (Merck
MilliQ System) angesetzt und die pH-Werte mit HCl und NaOH eingestellt. Die haufig verwendeten Puffer
und Losungen sind in Tabelle 6.1 aufgefuhrt.

Tabelle6.1: Verwendete Puffer, Losungenund Medien.

Puffer Bezeichnung Zusammensetzung

Puffer A; pH 7.4 Na;HPO, 40 mM, NaCl 90 mM

Puffer B; pH 7.4 Na;HPO; 40 mM, NaCl 1.5 M

Puffer C;, pH 7.4 Na;HPO; 40 mM, NaCl 35 mM

Phosphat gepufferte Salzlésung Na;HPO; 10 mM, NaCl 137 mM, KH,POQr 2 mM, KCI
(PB9; pH 7.4 2.7mM

Lysis-Puffer 1 mM EDTA, 0,2 mg/mL Lysozym,

0,1 mg/ mL DNase |, ¥sProteaseinhibitortablette
(cOmplete™ Mini, Roche) in Puffer A

Kupplungspuffer; pH 5,0 KoHPO: 0.01 M, NaCl 0.4 M
Waschpuffer, pH 7.5 Tris 0.01 M, NaCl 0.15 M
Blockpuffer; pH 8.0 Glycin 1 M
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Tris-Puffer; pH 8.8
Tris-Puffer; pH 6.8
SDSLdsung

10x Laufpuffer

2x Lammli-Puffer

APSL6sung

10% Trenngel

5% Sammelgel

Kolloidale CoomassieLdsung

RPMI Medium

Eluent A
Eluent A+ NH 3
Eluent B
Eluent B +N Hs

Tris1.5M

Tris 0.5 M

Natriumdodecylsulfat 10 %

Tris 0.25 M, Glycin 1.93 M,
Natriumdodecylsulfat 35 mM

Glycerin 20 %, Bromphenolblau 0.1 %,
Tris-Puffer pH 6.8 125 mM
Ammoniumperoxodisulfat 10 %

H20 3.93 mL, Tris-Puffer (pH 8.8) 3 mL,
SDSLdsung 120puL, 30%Acrylamid 3.99 mL,
APSL6sung 100 pL, TEMED 10 pL

H-0 2.3 mL, Tris-Puffer (pH 6.8) 1 mL,
SDSL6sung40uL, 30% Acrylamid 670 pL,
APSL&sung 40 pL, TEMED 2.5 pL

85 % Phosphorséaure 10 %, Ammoniumsulfat 10 %
Coomassie BB G250 0.12 %, Methanol 20 %
RPM-1640-Medium (Sigma Aldrich), 10 % FKS,
2 mM L-Glutamin, 100 U/mL Penicilin,

100 pg/mL Streptomycin,

350 pg/mL G418 (Geneticin)

Acetonitril 5%, 0.1% TFA

Acetonitril 5%, 1% Ammoniak

Acetonitril 95%, 0.1% TFA

Acetonitril 95%, 1% Ammoniak
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6.1.2. Antikdrper un d Proteine

Alle verwendeten Proteine und Antikorper, sowie der fur die Gelelektrophorese verwendete Proteinmarker

sind in Tabelle 6.2 aufgelistet.
Tabelle 6.2: Verwendete Proteine und Antikorper.

Name Hersteller

Spezifikationen

Interleukin -8 (IL8) AK Schmitz, TU Darmstadt, DE
Interleukin -8-S27C (ILB-Cyg  AK Schmitz, TU Darmstadt, DE

Streptavidin VWR Chemicals, Radnor, PA
(USA)

Streptavidin-DL550 Columbia Biosciences, Frederick,
MD (USA)

Trypsin VWR Chemicals, Radnor , PA
(USA)

FITCanti-human-IL8 Biolegend, San Diego, CA (USA)

BSA Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, DE
BLUEplus prestained Protein Biomol GmbH, Hamburg, DE
Ladder

Humanes CXCL8 (172)

Humanes CXCLg1-72) Variante
mit C-terminalem Cystein statt
Serin

Streptavidin aus Streptomyces
avidinii

Streptavidin aus Streptomyces
avidinii konjugiert mit Dy Light550

Trypsin aus Schweinepankreas

FITCkonjugiertes anti-humanes
Interleukin -8 1I9G Maus, polyklonal

Bovine Serum Albumin Fraktion V

Marker fur Gelelektrophorese
10-180 kDa

6.1.3.Syntheseharze und Partikel

In Tabelle 6.3 sind alle verwendeten Syntheseharze und andere funktionalisierte Partikel aufgelistet, die in

dieser Arbeit verwendet wurden.

Tabelle 6.3: Verwendete Syntheseharze und andere Partikel.

Name Hersteller

Spezifikationen

M-PVAC22 PerkinElmer Chemagen

Carboxyfunktionalisierte

Technologie GmbH, Baesweiler, DE g 5erparamagnetische FeO-

Partikel in einer Polyvinylalkohol -

Matrix . Kapazitat 0.95 mmol/g
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TCEP Reducing Resin Thermo Scientific, Waltham, MA Tris(2-carboxyethyl)phosphin

(USA) immobilisiert auf Agarose
FmocRink Amid (RAM) Iris Biochem GmbH, Marktredwitz, Aminomethylpolystyrol-Harz mit
Harz DE

Fmoc-geschitztem RinkAmid
Linker. Kapazitat 0.59 mmol/g
AmphiSpheres 40RAM Harz Agilent Technologies Santa Clara, Aminomethylpolystyrol-Harz mit

CA (USA) Polyethylenglycol-Spacerund Fmoc-
geschitztem RinkAmid Linker.
TentaGel S AC Harz Kapazitat 0.37 mmol/g
Rapp Polymere, Tubingen, DE Polystyrol-Harz mit

Polyethylenglycol-Spacet
Kapazitat 0.3 mmol/g

2-Chlorotritylchlorid Harz PL Polymer Laboratories, Port Padystyrol-Harz mit

Moody, CAN 2-Chlorotritylchlorid -Linker.

Kapaitat 1.5 mmol/g

TentaGel MB HVBA Rapp Polymere, TUbingen, DE Polystyrol-Harz mit
Polyethylenglycol-Spacerund 4-
(hydroxymethyl) -benzoegure
(HMBA) -Linker.
Kapazitat 0.23 mmol/g, @ 300 um

TentaGel M NH; Rapp Polymere, Tubingen, DE Polystyrol-Harz mit
Polyethylenglycol-Spacet
Kapazitat 0.24 mmol/g, g 10 pm

6.2. Gerate und Software

Die wichtigsten in dieser Arbeit verwendeten Gerate sind mit Bezeichnung und Herstellerangabe inTabelle
6.4 aufgefuhrt.

Tabelle6.4: Verwendete Geréate.

Gerat Bezeichnung Hersteller

HPLC AKTA Purifier 10 GE Healthcare, Miinchen, DE
HPLC LC20 AD Shimadzu, Duisburg, DE
PDA SPD M20A Shimadzu, Duisbug, DE
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Zentrifuge

Photometer
Ultraschallbad
Mikrotiterplattenleser
LC-Massenspektrometet?
Rotationsverdampfer

Lyophilisator

Tisch-Vakuumpumpe
Peptid-Synthesizer®
ATR-IR-Spektrometer®*

Mikrozentrifugenréhrchen -
Magnetseparator
NMR-Spektrometer*®
Fluoreszenzmikroskop

Belichtungskammer 365 nm

CD-Spektrometer®

Rotina 420 R

Genesys 10S UWis
Ultrasonic Cleaner
Infinite M1000

LCMS 2020

Laborota 4000 efficient
Alpha 2-4 LD plus

Laboport

Liberty Blue
Spectrum One FFIR
Spredrometer

Magnetseparator
AvanCe 300
Axio Observer, HXP 120 C

Bio-Link 365

J-810 Spektropolarimeter

Hettich Lab Technology, Tuttlingen,
DE

Thermo Scientific, Waltham, US
VWR, Darmstadt, DE

TecanGroup AG, Maennedorf, CH
Shimadzu, Duisburg, DE

Heidolph, Schwabach, DE

Martin Christ GmbH, Osterode am
Harz, DE

KNF, Freiburg, DE

CEM, Kamp-Lintfort, DE

Perkin Elmer, Rodgau, DE

Merck, Darmstadt, DE

Bruker, Hanau, DE

Carl Zeiss AG, Oberkochen, DE
VILBER LOURMAT Deutschland
GmbH, Eberhardzell, DE

Jascq GroR-Umstadt, DE

32 Arbeitskreis Prof. Kolmar, TU Darmstadt
33 Arbeitskreis Prof. Kolmar, TU Darmstadt
34 Arbeitskreis Prof. Biesalski TU Darmstadt

3 NMR-Abteilung, Dr. Meusinger, TU Darmstadt

36 Arbeitskreis Prof. Reggelin, TU Darmstadt
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Eine Ubersicht der verwendeten Software gibtTabelle 6.5.

Tabelle6.5: Verwendete Software.

Software

Art der Daten

Hersteller

LabSolutions

LCMS Solution

Unicorn Control

AXxio Vision

Image J

Pymol Molecular Graphics
System

i-control 1.9

Dichroweb
MestReNova9.1
OrginPro 8

Chromatogramme, Spektren
Chromatogramme, Massenspektren
Chromatogramme, Spektren
Mikroskopie Daten

Bildbearbeitung

Peptid- und Proteinstrukturen

Fluoreszenzpolarisationsmessungen

CD-Spektren

NMR-Spektren

Datenverarbeitung

Shimadzu, Duisburg, DE
Shimadzu, Duisburg, DE

GE Healthcare, Minchen, DE
Carl Zeiss AG, Oberkochen, DE
Wayne Rasland

Schrédinger, New York, US

Tecan Group AG, Maennedorf, CH

University of London, London, UK

MestreLab Research
OriginLab
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6.3. Proteinchemische Methoden

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit wichtigen proteinchemischen Methoden aufgefuhrt. Sofern nicht
anders erwahnt, wurden alle kommerziell erhaltlichen Chemikalien und Proteine bei den in Absatz 6.1
aufgefuhrten Firmen erstanden. Weitere Details zu verwendeten Puffern und der Herkunft der Proteine sind
in Absatz6.1.1 und Absatz6.1.2 zu finden.

6.3.1.Proteinexpression

CXCL8 wt, 72 Aminosaurd-orm 1: E. coliBL21 DE3RIL werden mit dem Vektor pET-22b transformiert,
der die codonoptimierte Sequenz fir humares CXCL8 enthalt.Die Expression wird nach einem modifizierten
Protokoll von Wiese und Schmitz durchgefiihrt.!*3?

Die transformierten E. coli werden Uber Nacht bei 200 rpm und 37 °C in 20 mL LBMedium mit
60 pg/mL Ampicillin anwachsen gelassen Anschliefend werden in einem 2 L Erlenmeyerkolben
800 mL autoklaviertes LB-Medium mit 60 pg/mL Ampicillin mit der Ubernachtkultr angeimpft und bei 200
rom und 37 °C so lange inkubiert, bis eine ODQgo von 0.8 bis 1.0 erreicht wird. Um die Expression zu
induzieren wird Isopropyl -b-D-thiogalactopyranosid (IPTG) zugegeben bis eine Endkonzentration von 0.1
mM erreicht ist. Die Expressionsdauer betragt 3 h bei 160 rpm und 30 °C. Die Zellsuspension wird bei 4 °C
und 5000 g fiir 45 min zentrifugiert. Das Pellet w ird nach Verwerfen des Ukerstands mit 5 mL LysisPuffer
aufgeschlammt, 1.5 Stunden auf Eis gelagert und dabei mehrfach invertiert. Nach Zugabe von 50 uL Triton
X-100 werden die Zellen durch dreimalige Ultraschallbehandlung (Sonoplis, Bandelin Electronics)
aufgeschlossen, 100 uL QL mg/mL DNase | zugegeben und im Anschluss daran 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die Suspension wird nun bei 70 °C im Wasserbad flir 10 min inkubiert und bei 4 °C und 18000 g
fur 60 min zentrifugiert. Das Pellet wird verworfen und der Uberstand wird nach Sterilfiltration fir die
weitere Aufreinigung verwendet.

CXCL8S72C, 72 Aminosaurd=orm 2: E. coliBL21 DE3 RIL verden mit dem Vektor pET-22b transformiert,
der die codonoptimierte Sequenz fiir humares CXCL8mit C-terminalem Cystein, statt Serin, enthalt.**¥! Die
Expression wird basierend auf cer des CXCL8 wt nach einem angepassten Protokoll von Wiese und Schmitz
wie oben beschrieben durchefiihrt. (332

6.3.2.Proteinreinigung

Die Reinigung der Proteine erfolgt in mehreren Schritten. Zunachst wird das Lysat am AKTA purifer 10
System (GE Healthcare) durch Kationenaustauschchromatographie (5 mL HiTrap SP FF Saule, GE
Healthcare) in Puffer A aufgetrennt.®” Dazu wird die Saule mit einer Flussrate von 1 mL/min mit dem Lysat
beladen, daraufhin mit drei Saulenvolumen (CV) Puffer A gewaschen, um neutrale und negativ geladene
Proteine zu eluieren. Im Anschluss daran eluiert einlinearer Gradient von 0-30 % Puffer B Gber 10 CV die
gebundenen Proteine. Diese werden durch einen UMDetektor bei 280 nm detektiert und fraktioniert bei einer
Retentionszeit von 45-60 min gesammelt. Die Fraktionen, die das gewlnschte Protein enthalten, verden

37 Durchgefiihrt von Victoria Engemann, AK Schmitz, TU Darmstadt
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durch SDSGelelektrophorese ermittelt. Diese werden vereinigt, lyophilisiert und in einem Centricon

(Vivaspin20, Satorius) gegen Wasser entsalzt.

Der letzte Reinigungsschritt erfolgt durch Umkehrphasenchromatographie (RPHPLC) an einem
LC20-AD Pumpensystem (Shimadzu) Uber eine Nucleosii C8 RP 250 x 10 mm Saule
(Machery & Nagel). In einem linearen Gradienten von 0-80 % Eluent B in Eluent A wird das Protein, bei

einer Flussrate von 2 ml/min Uber 5 CV eluiert und mit einem SPD20A (Shimadzu)

Photodiodenarraydetektor (PDA) bei 280 nm detektiert (Retentionszeit 33 min). Das Eluat wird

anschlielRend lyophilisiert. Das Protein wird Uber eine SDSPAGE und CDBSpekltroskopie charakterisiert und

kann mehrere Wochen bei-20 °C gelagert werden.

6.4. Synthese kleiner Mdekiile

Im Folgenden werden die Synthesen kleiner Molekile, die in dieser Arbeit eine Rolle spielen, beschrieben.
Sofern nicht anders erwahnt, wurden Standard-Laborchemikalien verwendet oder Chemikalien, die bei den
in Absatz 6.1 aufgefuihrten Firmen kommerziell erworben wurden.

6.4.1.Analyse-und Charakterisierungsmethoden

Dunnschichtchromatographie (DC) : Zur Kontrolle des Reaktionsverlaufs und ersten Analytik der Reinheit
der Produkte, wurden Diinnschichtchromatogramme angefertigt. Es wurden mit Kieselgel beschichtete
Aluminiumplatten der Firma Merck (TLC Silica Fss) mit UV-Indikator verwendet. Dabei kdénnen
ungesattigte  Kohlenwasserstoffe  und  aromatische  Verbindungen durch  Bestrahlung mit
UV-Licht auf der Platte detektiert werden. Andere Verbindungen kénnen durch Eintauchen in1%ige wassrige
Kaliumpermanganat-Losung und anschlieRendes Erhitzen mit der Heil3luftpistole sichtbar gemacht werden.
Amine lassen sich durch Bespriihen mit NinhydrirnLdsung und Erhitzen detektieren.

Vor der Durchfiihrung der Chromatographie wird die Kammer mit dem verwendeten Laufmittel verschlossen
um die Gasphase in der Kammer mit Laufmitteldampf zu sattigen. Es werden etwa 2 mL Eluent verwendet
und nach Detektion der Substanzen deren RWert durch Division der Entfernung des Produktflecks von der
Startlinie mit der Entfernun g von Startlinie zu Laufmittelfront berechnet.

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) %: Kleinere Molekille werden mit *H-NMR bzw. *C-NMR

identifiziert . Die Messungen werden an einem Avance IINMR-Spektrometer von Bruker bei 300 MHz

durchgefiihrt und als interner Standard wird Tetramethylsilan (TMS) verwendet. Es werden etwa

0.7 mL Probelésung in deuteriertem Losemittel fiir die Analyse eingesetzt. Die Identitatder Probewird durch

die chemische Verschiebungen(in parts per million - ppm), die Integrale der einzelnen Signale und falls

notig durch die Signalaufspaltung (s - Singulett, d - Dublett, t - Triplett, m - Multiplett) bestimmt. Durch

das Integralverhdltnis von Produkt und Edukt zugeordneten Signalenkdnnen Rickschliisse auf die Reinheit
der Probe gezogen werden.

38 Durchgefiihrt in der NMR-Abteilung von Dr. Reinhardt Meusinger, TU Darmstadt.
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Elektronensprayionisation s-Massenspektrometrie (ESI -MS)*:13%! zur Identifizierung der P rodukte
und von Peptomeren in verschiedenen HPLGFraktionen wird ein LCMS2020-System von Shimadzu
verwendet. Bei diesem Gerdteaufbau wird die zu bestimmende Substanz zunédchst Uber eine
RP18Saule mit einem Acetonitril/Wasser Gradienten getrennt und anschlief3end zur Massenbestimmung in
eine lonisationskammergefiihrt. Es werden pro Messung etwal00 pL Probenlésungin wassriger Losung mit
niedrigem AcN Anteil benétigt. Die Proben wurden sowohl im positiven als auch im negativen
lonisierungsmodus gemessen. Es wurden anschlieRend die Spektren mit grof3erer lonenausbeute ausgewertet.

Fluoreszenzanisotropie

14 1.5 mL Mikrozentrifugenréhrchen werden mit jew eils 31.5 pL Puffer C gefillt. In das erste Probengefafd
werden 31.5 L einer 2 mg/mL IL8-L6sung gegeben, gemischt und 31.5 pyL Lésung in das nachste Gefafld
pipettiert. Dieser Vorgang wird so lange wiederholt bis in allen 14 Mikrozentrifugationsréhrchen 31.5 pL
einer IL-8 Losung mit 1:2 absteigender Konzentration hergestellt wurde. In jedes dieser Gefalde werden nun
3.5 L einer 2 uM Loésung fluoreszenzmarkiertes Peptid oder Peptoid gegeben und gemischt. Als Koratle fur
ungebundenen Analyten werden 31.5 pL Pufer C ebenfalls mit dem Peptid versetzt. Es werden jeweils 10 pL
jeder Ldsung in je eine Kavitat einer schwarzenlow-volume 384-well Mikrotiterplatte mit transparentem
Boden pipettiert. Dabei sollten je drei Kavitaten pro Konzentrationswert fir die Dreifachbestimmung genutzt
werden. Als Referenz dient reiner Puffer C. Die Platte wird zentrifugiert und im Tecan Infinite M 1000 sowohl
die Fluoreszenzintensitat, als auch die Fluoreszenzpolarisation und anisotropie gemessen. Fur Fluorescein
markierte Peptide wird bei einer Anregungswellenlénge von 470 nm und einer Emissionswellenléange von
520 nm gemessen, fir TAMRAmMarkierte Peptide wird bei 530 nm angeregt und die Emission bei 579 nm
gemessenDer G-Faktor wurde bestimmt und betragt 1.158.

CD-Spektroskopie *°

Es wird 1 mL einer 25 t M Losung des Analyten in Puffer C hergestellt und am 3810 Spektropolarimeter von
Jasco vermessen. Es wird der Bereich von 195 nm bis 260 nm in Zehnfachbestimmung beionstanter
Temperatur von 20 °C gegen einen Leerwert von Puffer C gscannt. Dabei wird in 1nm Intervallen mit einer
Scanrate von 50 nm/min gemessen.

3% Durchgefuhrt von Heiko Fittler, Sasha Knauer, Hendrik Schneider und Sebastian Horner, AK Kolmar, TU Darmstadt.
40 Betreut und durchgefiihrt von Philipp Czechowski, AK Reggelin, TU Darmstadt
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6.4.2. Allgemeine Arbeitsvorschriften

Im Folgenden werden allgemeinen Arbeitsvorschriften (AAV) fur die weiteren Synthesen aufgefiihrt!*°®!

AAVO0: Quellen d es Harzes:

Die verwendeten Harzpartikel werden zunachst in Dichlormethan (DCM) flir mindestens
20 min auf dem Schuttler gequollen. Fir 100 mg Harz wird mindestens 1 mL DCM verwendet. Im Anschluss
daran werden die Partikel zweimal mit Dimethylformamid (DMF) gewaschen, fir weitere 10min in DMF
gequollen und kénnen nun fur die darauf folgenden Reaktionen eingesetzt werden.

AAV1: Kuppl ung der ersten Aminosaure an den HMBA -Linker:

3 Aquivalente der Fmoc geschiitzten Aminosaure, 0.1 Aquivalente 4Dimethylamino) -pyridin (DMAP) und

4 Aquivalente Diisopropylcarbodiimid (DIC) werden in DMF gelosst und ca. 5 min bei
600 rpm auf dem Schuttler aktiviert. Die Reaktionslésung sollte mindestens eine Konzentration von 0.2 mM
Aminosaure aufweisen. Die aktivierte Mischung wird anschlieRend zu den HarzPartikeln in eine Fritte

gegeben und fir 2 Stunden auf dem Schiittler bei 600 rpm inkubiert. Im Anschluss daran wird das Harz
nach AAV6 gewaschen.

AAV2: Kupplung der erst en Aminosaure an CITrtCl -Linker

1 Aquivalent der Fmoc geschiitzten Aminosaure und 5 Aquivalente Diisopropylethylamin (DIPEA) verden in

DMF geldst und fiir ca. 5 min auf dem Schuttler bei 600 rpm aktiviert. Die Reaktionsldsung sollte mindestens
eine Konzentration von 0.2 mM Aminosaure aufweisen. Die aktivierte Mischung wird anschlieRend zu den
Harz-Partikeln in eine Fritte gegebenund fir etwa 2 Stunden auf dem Schiittler bei 600 rpm inkubiert. Das

Harz wird nach AAV6 gewaschen und anschlieend wird eine 1:1:1 (v:viv) Mischung von DCM, Metharol

und DIPEA hinzugegeben und eine halbe Stunde bei 600 rpm geschiittelt. Im Anschluss wird daHarz nach
AAV6 gewaschen.

AAV3: Acylierung mit Bromessigsaure (BrAc) oder Chloressigsaure (CIAc)

10 Aquivalente BrAc oder CIAc werden in DMF geldst und in eing Konzentration von 1.2 M zum Harz
gegeben. 9 Aquivalente DIC werden zugesetzt und die Reaktinslésung wird fiir 30-60 min bei 600 rpm auf
dem Schattler inkubiert. Im Anschluss daran wird das Harz nach AAV6 gewaschen. Um Nebenreaktionen zu
vermeiden, wird die Acylierung mit CIAc fir Peptoidsequenzen mit ungeschitzten heterocylischen Aminen
(Histamin, Tryptamin) empfohlen. [?

AAV4: Aminierung in der Peptoidsynthese

Zum nach AAV3 acylierten Harz werden 20 Aquivalente primares Amin als 2 M Lésung in
N-Methylpyrrolidon (NMP), DCM oder Dimethylsulfoxid (DMSQO) zugegeben. Amine, die als Hydrochlorid

vorliegen werden stattdessen in 10 Aquivalenten als 1 M Lésung in 1:1 (viv) DMSO:DIPEA eingesetzt. Die
Reaktionslosung wird bei der Aminierung eines mit BrAc acylierten Harzes fur mindestens 2 Stunden bei 600

rpm auf dem Schuittler inkubiert. Bei Aminierung eines mit CIAc acylierten Harzes sollte die Reaktionsdauer
mindestens 3 Stunden betragen. Anschlief3end wird das Harz nach AAV6 gewaschen.
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AAV5a: Kupplung von Aminos auren oder 5(6)Carboxy -Tetramethyl -Rhodamin (5(6) -Carboxy -
TAMRA) 24.

3 Aquivalente der Fmocgeschiitzten Aminosaure, 3 Aquivalente 2(1H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium -hexafluorophosphat (HBTU) und 6 Aquivalente DIPEA werden in DMF geldst und fiir
ca. 5min auf dem Schiittler aktiviert. Die Reaktionsldsung sollte mindestens eine Konzentration von 0.2 mM
(Amino-)Saure aufweisen. Die aktivierte Mischung wird anschlieRend Zu
1 Aquivalent der Harz-Partikel in eine Fritte gegeben und fiir etwa 40 min auf dem Schittler bei 600 rpm
inkubiert. Im Anschluss daran wird die Kupplung wiederholt und das Harz nach AAV6 gewascha. Die
Markierung mit TAMRA wird analog zur Kupplung einer Aminosaure durchgefiihrt. Es werden 3 Aquivalente
5(6) -Carboxy-TAMRA eingesetzt.

AAV5D: Kupplung 5(6) -Carboxyfluorescein (FAM).

1.2 Aquivalente 5-(6)Carboxyfluorescein (FAM), 3 Aquivalente HBTU und 6 Aquivalente DIPEAwerden in
DMF gelést und fiir ca. 5 min auf dem Schiittler aktiviert. Die Reaktionslésung sollte mindestens eine
Konzentration von 0.1 mM FAM aufweisen. Die aktivierte Mischung wird anschlielend zu den Harz
Partikeln in eine Fritte gegeben und fur etwa zwei Stunden auf dem Schuttler bei 600 rpm inkubiert. Da in
einer Nebenreaktion FluoresceirDimere Uiber eine Esterbindung entstehen kénnen, wird im Anschluss an die
Markierung eine Lésung von 20 % Piperidin in DMF auf das Harz gegeben, 10 nn auf dem Schuttler
inkubiert und damit mehrfach gewaschen.[*** AnschlieRend wird das Harz nach AAV6 gewaschen.

AAV6: Waschen des Harzes

Die tiber dem Harz stehende Losug wird Uber die Fritte ablaufen gelassen und die Partikel dreimal mit DMF,
dreimal mit DCM und wieder dreimal mit DMF gewaschen. Wenn die Partikel getrocknet werden sollen,
werden sie anschlielRend dreimal mit Methanol (MeOH) gewaschen, fir einige Sekundenim Luftstrom der
Tischvakuumpumpe vorgetrocknet und anschlieRend im Hochvakuum des Lyophilisators mindestens 3
Stunden getrocknet.

AAV7: Quantitative Bestimmung der Harz -Beladung

Etwa 2-5 mg der getrockneten und noch Fmoc geschiitzten Partikel werden abgewgen und fir eine halbe
Stunde in 200 pL einer 2%igen1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundec-7-en-Lésung (DBU) in DMF auf dem Shuttler
bei 600 rpm geschiittelt. AnschlielRend werden 300 pL Acetonitril (AcN) zugegeben und eine weitere halbe
Stunde geschdttelt. 25 pL der Lésung Uber den Partikeln werden abgenommen und in einem weiteren Gefaf}
mit 475 pL AcN verdunnt. Nach Vortexen der Lésung werden wiederrum 100 puL abgenommen und auf 1.25
mL mit AcN verdunnt. Von der resultierenden Losung wird die Absorption bei einer Welenlange von 304 nm
im Spektrometer bestimmt; als Blindwert dient eine Losung, die wie vorher beschrieben ohne Zugale von
Harzpartikeln hergestellt wird . Die Absorption dieser Lésung wird von denen der Probelésungen abgezogen
Die Beladung der Partikel kann mit folgender Formel bestimmt werden: {458

5 Qda Qoo " [mmol/ g]
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AAV8: Abspaltung der Fmoc -Schutzgruppe

Das Harz wird fiir 10 min in einer 20% Piperidin-L6sung in DMF auf dem Schuittler bei600 rpm geschittelt.
Anschlie3end werden die Partikel mit DMF gewaschen undabermals fiir 20 min in der 20% Piperidin-Lésung
geschittelt. Im Anschluss wird das Harz nach AAV6 gewaschen.

AAV9: Chloranil Test [277-27°]

Einige trockene Harzpartikel werden in ein Mikrozentrifugenréhrchen tberfuhrt. Es werden 40 uL einer
2%igen Chloranil-Lésung in DMF und 40 pL einer 2%igen AcetaldehydLosung in DMF zugegeben. Eine
Blaufarbung  der Partikel nach etwa 5 min zeigt die  Anwesenheit  freier
Amino-Gruppen an.

AAV10: Selektives Entschitzen von Trityl - (Trt) und Methyltrityl - (Mtt) Schutzgruppen

Zum selektiven Abspalten von Trt und Mtt-Schutzgruppen unter Erhalt aller anderen saurelabilen
Schutzgruppen und Linker des verwendeten Harzes wird eine frisbe Losung von 5 % Trifluoressigsaure (TFA)
fur Trt bzw. 1.5 % TFA fur Mtt und jeweils 2.5 % Triisopropylsilan (TIPS) angesetzt.[*®® Fiir je 100 mg
Harz wird etwa 1 mL Losung benétigt. Das Harz wird mit dieser Lésung flr 2 min auf dem Schittler bei 600
rpm inkub iert und dieser Vorgang wird 8mal wiederholt. Anschlief3end wird das Harz nach AAV6 gewaschen.

AAV11: Selektives Entschitzen de r Allyloxycarbonyl - (Alloc) Schutzgruppe

Zum Abspalten der orthogonalen Alloc-Schutzgruppe werden zunachst 3 Aquivalente
Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0) in einer 37:2:1 (v:v:v) Losung von Chloroform, Essigsaure und
N-Methylmorpholin gelést. Es werden etwa 15 mL Lésung pro Gramm Harz benétigt und es wird ein stetiger
Stickstoffstrom durch die Losung geleitet, bis sich der Metllkomplex geldst hat. Anschlief3end wird die Lésung
zum Harz gegeben und 3 Stunden bei 600 rpm auf dem Schiittler inkubiert. Die Lésung wird im Anschluss
daran abgelassen und das Harz mehrfach abwechselnd mit 0.5 % DIPEA in DMF und 0.5 %
Natriumdiethyldithi ocarbamat in DMF gewaschen, bis die Waschldsungen farblos bleiben. AnschlieRend wird
das Harz nach AAV6 gewaschen.

AAV12: Spaltung saurelabiler Harzlinker und Seitenkettenschutzgruppen von Peptomeren

Eine Losung bestehend aus 88 % TFA, 5 % Dithiothreitol(DTT), 2 % Wasser, 2.5 % Anisol und
2.5 % TIPS wird frisch angesetzt. Fir 100 mg Harz wird etwa 1 mL Losung benétigt. Das Haravird maximal

2 h auf dem Schiittler bei 600 rpm in der Lésung inkubiert. Im Anschluss daran wird die Reaktionslésung
in die zehnfache Mengeeisgekihlten Methyl-tert-butylethers (MTBE) gegeben, das Harz noch einmal mit
wenig Abspaltldsung gewaschen und die Waschlésung ebenfalls zum Ether gegeben. Die Losung wird
gevortext, 5 min bei Raumtemperatur stehen gelassen und anschlief3end irfliissigem Stickstoff gekuhlt. Das
entstandene Prazipitat wird fur 5 min bei 1500 g zentrifugiert, mit kaltem Ether gewaschen un d abermals
zentrifugiert. Der Ruickstand wird in moglichst wenig 50% Acetonitril (AcN) aufgenommen, bis er sich
vollstéandig l6st, und im Anschluss in flissigem Stickstoff eingefroren und zur Trockne lyophilisiert.
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AAV13: Spaltung basenlabiler Harzlinker

Das nach AAV6 gewaschene und getrocknete Harz wird in einem offenen Gefal? in einen Exsikkator geftllt
mit einer 25 % Ammoniaklésung gestellt. Nach Verschliel3en wird so lange Vakuum gezogen, bis sichtbare
Blasen aus der Ammoniakldsung aufsteigen. Nach etw® min wird abermals Vakuum gezogen und das Harz
mindestens 4 Stunden im Ammoniakdampf inkubiert. Anschlief3end wird das Harz mit 50 % AcN gewaschen
und die entstandene Waschldsung in flissigem Stickstoff eingefroren und zur Trockne Iyophilisiert.

AAV14: Automatisierte Peptidsynthese am Peptidsynthesizer mit Mikrowellenreaktor

Die automatisierte Peptidsynthese erfolgt nach einem Sandardprotokoll fir Fmoc/tBu -SPPS an einem
LibertyBlue Synthesizer der Firma CEM mit Discover Mikrowellenreaktor. Dabei wird jede Aminoséaure als
0.2 M Ldsung eingesetzt und jede Kupplung wiederholt (Daublecoupling). Aktiviert werden die Aminosauren
mit einer Lésung aus 5 Aquivalenten Ethylcyano(hydroxyimino)acetat (Oxyma),
5 Aquivalenten DIC und 3 Aquivalenten Aminosaure in DMF. Die Nterminale Entschiitzung der wachsenden
Kette wird mit 0.1 M Oxyma und 20 % Piperidin in DMF durchgefiihrt. Nahere Details zum Synthesizer
Programm und ESHMS Einstellungen konnen Fittler et. al.[*>°! entnommen werden.

AAV15: Reinigung von Peptiden und Peptomeren Uber RP -HPLC

Lyophilisierte Rohprodukte von Peptiden und Peptomeren werden mit 1 mL Eluent A versetztund durch
Vortexen gelost. Substanzen, die nicht vollstéandig geldst sind, werden sukzessiveit 50 UL Eluent B versetzt
und gevortext, bis sie sich vollstandig in Losung befinden. Das Gesamtvolumen der Losung darf dabei 1.5 mL
nicht Uberschreiten. Die Startbedingungen der verwendeten Methode sind abhéngig von der
Zusammensetzung der Lsemittel @r Probe und beginnen beim gleichen Anteil Eluent B. Die Saule (Supelco
Discovery HS C18 250 x 10 mm- Sigma Aldrich) wird zun&chst bis zur Basislinienstabilisierung (Detektion
bei 280 nm) bei einer Flussrate von 2 mL/min mit dieser Eluentenzusammensetzung aquilibriert .
Anschlie3end wird die Losungtiber eine 2 mL Injektorschleife injizie rt und bei einer Flussrate von 2 mL/min
isokratisch gefahren. Nach 1 CV verden die Analyten fir 5 CV (lineare Peptomere) oder 3 CV (zyKische
Peptomere) in einem linearen Gradient bis 80% Eluent B separiert, eluiert und die entsprechenden
Fraktionen in Zentrifugenréhrchen gesammelt. Es folgt ein Plateau bei 100% Eluent B um die Saule zu
spilen. Am Ende der Methode wird die Saule wieder fir 2 CV auf die Startbedingungen zurtickgesetzt. Die
Detektion der Analyten wird durch einen Photodiodenarraydetekior (PDA) gewahrleistet. Die
Detektionswellenldangen sind 280nm und 254nm fir aromatische Aminoséauren. Abhangig von der
Markierung des Analyten wird zusatzlich die Anregungswellenlange des entsprechenden fluoreszierenden
Farbstoffs detektiert (440 nm - FAM-markierte Substanzen, 535 nm- TAMRA-markierte Substanzen,). Das
Eluat wird anschlief3end lyophilisiert und der Riickstand bei -20 °C gelagert.

41 Betreut durch Dr. Olga Avrutina und Dana Schmidt, AK Kolmar, TU Darmstadt
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6.4.3.Synthese vonLinker-Molekiilen und Markern

3-(Maleimido)propionsaure 79: Eine Loédung von 5.0 g (56.1 mmol, 1 aq) o 1
b-Alanin in 30 mL konzentrierter Essigséure wird mit 30 mL einer Losung von 5.5 3 \ .
g (56.1 mmol, 1 &q) Maleinsaureanhydrid in konzentrierter Essigsaure versetzt HO N

und Uber Nacht bei RT geruhrt. AnschlieBend wird die Essigsaure am \ﬂ/\z/
Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt ist ein weier Feststoff, der ohne

weitere Aufreinigung weiter verwendet wurde. Die Ausbeute betragt 10.37 g (98 % d. Th.).

'H-NMR (300 MHz; DMSO-Dg; 300K; TMS): d (in ppm) = 6.99 (s, 2H, CH (1)), 3.57 (t, 3J =7.35 Hz,
2H, CH; (2)), 2.46 (t, 3J =7.35Hz, 2H, CH. (3)).

3-(Maleimido)propionséaure-N-hydroxysuccinimidster 80: Eine Ldsung 0

1
aus 10.3 g(55.8 mmol, 1 aqg) 3-(Maleimido)propionsaure 79 in 50 mL 0 3 \
DMF wird im Eisbad auf 0 °C gekihlt. Unter Rihren werden erst 8.0 g _O N 1
(69.8 mmol, 1.25 &q) N-Hydroxysuccinimid (NHS) und schliel3lich 23.0 4 N \ﬂ/\z/

g (139.4 mmol, 2 &q) Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) zugegeben. Das
Reaktionsgemisch wird tUber Nacht bei RT geriihrt und das entstandene
Préazipitat abfiltriert und v erworfen. Das Filtrat wird am Rotationsverdampfer eingeengt und die gelblich-
braune L6sung auf 100 mL Waser gegossen. Das Prazipitat wird abgesaugt, mehrfach mit kaltem Wasser
gewaschen und getrocknet. Das Produkt ist ein leicht braunlicher Feststoff. DieAusbeute betragt 11,2 g (76
% d. Th.).

'H-NMR (300 MHz; DMSO-Ds; 300K; TMS): dy (in ppm) = 6.99 (s, 2H, CH (1)), 3.67 (t, 3J =6.70 Hz,
2H, CH (2)), 2.92 (t, 3] =6.70 Hz, 2H, CH, (3)), 2.75 (s, 4H, CH. (4)).

4 0

Biotin-N-hydroxysuccinimidster, Biotin-NHS 81:[46%

Eine Losung aus 2.0 g (8.2 mmol, 14q) D-Biotin und 0.94 0
g (8.2 mmol, 1 &q) NHS in 60 mL DMF wird auf 70 °C
erhitzt und unter Rihren mit 2.2 g (10.7 mmol, 1.3 &q) 3
DCC versetzt. Das Reaktionsgemisch wird Uber Nacht bei NH //H6 O A
)

RT gertihrt und anschliel3end das entstandene Prézipitat
abfiltriert. Das Filtrat wird am Ro tationsverdampfer untervermindertem Druck eingeengt, mit 50 mL

Diethylether versetzt und 30 min gertihrt. Der entstandene Feststoff wird abgesaugt, mehrfach mit kaltem
Isopropanol gewaschen und aus Ethanol umkristallisiert. Die Ausbeute betragt 2.1 g (75 %d. Th.) eines
weifl3en kristallinen Feststoffs.

'H-NMR (300 MHz; DMSO-Dg; 300K; TMS): dy (in ppm) = 4.33-4.06 (m, 2 H, CH (6, 7)), 3.07

(m, 1 H, SCH (5)), 2.95 (s, 4 H, CH: (3)), 2.73 (d, 2 H, SCH: (4)), 2.56 (t, 2 H, CH 2 (2)), 1.66 -1.03 (m,

6 H, CHy)).
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(70 mmol, 1 4&aq) Phosphorpentoxid und 50 mL (247 mmol, 3.5 &q)
Hexamethyldisiloxan in 100 mL Chloroform wird fir 40 min unter l !
Stickstoffatmosphare und bei 61 °C unter Rickfluss erhitzt. Die entstandene, klare Si
Lésungwird ohne weitere Aufarbeitung oder Charakterisierung direkt eingesetzt und
kann im Kuhlschrank fur mehrere Monate aufbewahrt werden.

TrimethylsilylpolyphosphatLésung in Chloroform 82:1“Y Eine Lésung aus 20 g [ o ]
(0]

5(6) -Carboxy-Tetramethylrhodamin, 5(6)Carboxy TAMRA24 ;43!
Eine Loésung aus 2058 g (150 mmol, 1 &q)
3-Diaminophenol und 3458 g (180 mmol, 1.2 4&q)
Benzol1,2,4-tricarbonsaure-1,2-anhydrid wird bei 110 °C unter
Rickfluss fir 24 h erhitzt. Der Uberstand wird vom entstandenen
braun-violetten Prazipitat abdekantiert und der Feststoff wird

mehrfach mit 50 mL kaltem Toluol gewaschen, bis keine braunliche
Farbung der Losung mehr erkennbar ist. Der Rickstand wird in
einem 1:1 (viv) Gemisch von Methanol/Toluol gelést und das
Methanol am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck
entfernt. Das Prazipitat wird abfiltriert und dieser Schritt wird zweimal wie derholt, um restliches Edukt
abzutrennen. Das Zwischenprodukt wird getrocknet und gewogen. Die Ausbeute betragt 30.9 g (60 % d.Th.)
eines braunen, kristallinen Feststoffs. 6.5 g (19.17 mmol, 1 4g) des Zwischenprodukts wird mit 3.51 g

(25.59, 1.3 aq) 3-Diaminophenol in 150 mL DMF gelést. Nach Zugabe von 40 mL
Trimethylsilylpolyphosphat -Lsung in Chloroform 82 wird das Reaktionsgemisch fiir 3 h bei 160 °C unter
Ruckfluss erhitzt. Die Loésung wird am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck eingeengt und der
violett-rote Ruckstand in 150 mL 5 % Natronlauge aufgenommen und Gber Nacht bei RT gerthrt. Im
Anschluss daran wird die Losung mit 300 mL Wasser verdiinnt und der pHWert mit konzentrierter Salzsaure

auf <3 gebracht. Das violette Prézipitat wird abgesaugt und mit viel kaltem Wasser gewaschen und
getrocknet. Die Ausbeute betragt 3.14 g (37 % d. Th.) eines rotbraunen, kristallinen Feststoffs.

'H-.L KP -&o@s) ds (300 MHz; MeOH-D,4; 300K; TMS): 8,35 (d, 2 H, ArH (5,6)), 7,95 (d, 1 H, ArH

(8)), 7,16 (dd, 2H, ArH (1)), 7,04 (d, 2 H, ArH (2)) , 6,95 (s, 2 H, ArH (3)), 3,30 (s, 12 H, CH3(4)). ESF

MS m/z (%): 4 31,17 (100, [M +1H] *). Erwartete Masse: 430,16 g/mol.

TAMRAGBIotin 36: 100 mg (24 pmol, 1 &q) TentaGel MB HMBA 0

Harz in einer 5 mL Spritze mit Filterfritte wird nach AAVO in DCM

gequollen und das Ldsemittel abgelassen. Das Harz wird nach HN

AAV5a mit 45 mg (72 pmol, 3 ao)

FmocLysin(Mtt) -OH zur Reaktion gebracht, nach AAV6 gewaschen H2N HN
und die Methyltrityl -Schutzgruppe nach AAV10 entfernt. Es wird

abermals nach AAV6 gewaschen und das freie Amider Seitenkette O o
nun nach AAV5a mit 93 mg NH

(72 pmol, 3 aqg) 5(6)-Carboxy-TAMRA 24 markiert. Nach )\
anschlieBendem Waschen nach AAV6 wird dieFmocSchutzguppe o TAMRA
nach AAVS entfernt, gewagshen (AAV6) und mit 24.5 mg (72 pmol,

3 ag) Biotin-NHS 81 in 1 mL DMF versetzt. Das Reaktionsgemisch wird flr mindestens 3 h bei RT und 600
rpm auf dem Schiittler inkubiert und anschlieRend nach AAV6 gewachen und getrocknet. Ein kleiner Teil

NH
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der Partikel wird abgenommen nach AAVO in DCM gequollen und nach AAV6 gewaschen. Das Harz wird
dreimal mit Puffer C gewaschen und eine Stunde in Puffer C bei 600 rpm auf dem Schuttler inkubiert. Das
Rohprodukt wird nach AAV13 vom Harz abgespalten. Die Reinigung erfolgt durch RRHPLC (2 CV 0 %
Eluent B, 4 CV linearer Gradient von 0-80 % Eluent B), die Retentionszeit der beiden Produktisomere liegt
bei 44.1 min und 44.4 min.

ESKMS, m/z (%): 783,27 (100) [M -H] . Erwartete Masse: 784.34g/mol.

6.4.4.Synthese geschiitzter primarer Amine fiir die Peptoidsynthesé?

N-Boc1,4-Diaminobutan, BoeNLys? 45:14% Eine Lésung von40.0 g 1 3 H 5
(456 mmol, 10.4 &q) 1,4-Diaminobutan 53 in 300 mL Chloroform wird HZN/\/\/N\H/O\’<
im Eisbad auf 0 °C gekiihlt. Uber 4 h wird langsam eine Losung von 19 g 2 4 0 S
(87.4 mmol, 1 aq) Di-tert-butyldicarbonat (Boc;O) in 150 mL >

Chloroform unter starkem Riihren zugetropft. Das Reaktionsgemisch wird iber Nacht bei RT geriihrt und im
Anschluss daran dreimal mit 100 mL gesattigter NatriumhydrogencarbonatLdsung gewaschen. Die
organische Phase wird gesammelt, Uber Natriumsulfa getrocknet und filtriert. Das Filtrat wird am
Rotationsverdampfer eingeengt und es bleibt ein farblos bis leicht gelbliches, hochviskoses Ol zuriick. Die
Ausbeute betragt 15.5 g (96 % d. Th.).

'H-NMR (300 MHz; CDCk; 300K; TMS): dy = 3.09 (m, 2 H, CH2(4)), 2.67 (t, 2 H, CH »(5)), 1.45-1.50
(m, 4 H, CH2(3, 2)), 1.40 (s, 9 H, CH3(5)). Rt (MeOH/DCM, 1:1 (v:v)) = 0.4.

2-Aminoethylmethylsulfid, NMet® 46:462114% Ein Gemisch aus 11 mL (176 mmol,

1.1 aqg) Methyliodid und 18.18 g (160 mmol, 1 &q) Cysteamin Hydrochlorid 60 in 3

230 mL Ethanol wird unter starkem Ruhren (iber eine Stunde mit einer Losung aus 17.95 HzN/\Z/ 1
g Kaliumhydroxid in 140 mL Ethanol versetzt. Das Reaktionsgemisch wird drei Tage bei

RT gerihrt, das Prazipitat abfiltriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck
eingeengt. Das entstandene Ol wird in 100 mL 1 M Natriumhydroxid-Lésung aufgenommen und dreimal
mit 30 mL Chloroform extrahiert. Die organischen Phasen werden vereinigt, Gber Natriumsulfat getrocknet
und filtriert. Das Filtrat wird am Rot ationsverdampfer unter vermindertem Druck eingeengt und es entsteht
eine farblose 6lige Flussigkeit. Die Ausbeute betragt 123 g (78 % d. Th.).

'H-NMR (300 MHz; CDChk; 300K; TMS): du (in ppm) = 3.84 (t, 3J = 6.60 Hz, 2 H, CHx(3)),
2.55 (t, 3J =6.60 Hz, 2 H, CH2(2)), 2.05 (s, 3 H, CH 3(1)).

R: (MeOH/DCM, 1:1(v:v))=0.25.

42 Synthesen wurden zu Teilen von den Praktikanten Julia Wack und Andreas Baumruck in einem Forschungspraktikum durchgefiihrt.

Material und Methoden 113



2-Methylisothiouroniumiodid 58:1“*? Ein Gemisch aus 4.1 mL (65 mmol, 1 &q)
Methyliodid und 5.0 g (65 mmol, 1 &q) Thioharnstoff 57 in 50 mL Methanol wird fur

90 min unter Ruickfluss erhitzt und anscHielfend am Rotationsverdampfer unter
vermindertem Druck eingeengt. Die erhaltenen Kristalle werden zweimal mit 15 mL

NH,

A
-~

H,N S
2

Diethylether gewaschen und Uber eine Saugflasche trocken gesaugtDie Ausbeute betragt 12.78 g

(90% d. Th.) eines weil3en kristallinen Feststoffs.

'H-NMR (300 MHz; DMSO-Ds; 300K; TMS): dy = 8.89 (s, 4 H, NH 2 (2)), 2.55 (s, 3 H, CH 3 (1)).

R (Aceton) = 0.73.

Bis-(tert-butoxycarbonyl}S-methylisothioharnstoff59:14*? Eine Lésung aus
12 g (55 mmol, 2 &q) Boc,O in 300 mL DCM wird unter starkem Ruhren
Uber 30 min zu einer Losung aus 6.0 g (27.5 mmol, 1 &g) 58 in 100 mL
geséttigter Natriumhydrogencarbonat-Lésung zugetropft. Das
Reaktionsgemisch wird Gber Nacht bei RT geriirt und die organische Phase
anschlieBend dreimal mit je 60 mL geséattigter Natriumchlorid -Losung
gewaschen. Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und am Rotationsverdampfer eingeengt. Der erhaltene wachsartige

Feststoff wird anschlief3end fur eine Stunde in 200 mL einer 9:1 (v:v) Lésung 1

H.O/EtOH suspendiert, abgesaugt, zweimal mit kaltem Wasser gewaschen
und trocken gesaugt. Die Ausbeute betragt 7.8 g (97% d. Th.) eines weil3en
Festgoffs.

BN
A,

1

W)\O
N)\S/ 2
H
3

'H-NMR (300 MHz; CDCl; 300K; TMS): dy = 11.61 (s, 1 H, NH (3)), 2.39 (s, 3 H, CH3 (2)), 1.52 (s,

18 H, CHs (1)). Rr (CyHex/EE, 1:1 (v:v)) = 0.9.

N,N-Di-Bocguanidin-1,4-diaminobutan, Boe-NArg™ 40 :[4%2
Eine Lésung von 6.0 g (20.5 mmol, 14q) 59 in 50 mL DCM wird
Uber eine Stunde unter starkem Riihren zu einer Losung von 5.0
g (57 mmol, 2.6 aqg) 1,4-Diaminobutan 53 in 30 mL DCM
zugetropft. Die Reaktionslosung wird fir 90 min bei RT gerthrt. 1

3

Anschlieend wird die Losung zweimal mit jeweils 40 mL HO HZN/\/\/N

und zweimal mit je 40 mL gesattigter Natriumchlorid -L6sung
gewasten. Die organische Phase wird Uber Natriumsulfat
getrocknet, filtriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer

eingeengt. Das zuné&chst erhaltene farblose Ol kristallisiert tiber

(M, 4 H, CH2(2,3)), 1.42 (s, 18 H, CH3(5)). Rs (MeOH)= 0.22.

i 1

\(N
4

HN\[]/Oj< 5

o 5
5

Nacht im Kuhlschrank zu einem wei3en Wachs ausDie Ausbeute betrégt 6.7 g (96% d. Th.).

'H-NMR (300 MHz; CDCls3; 300K; TMS): dy = 3.35 (m, 2 H, CH 2(4)), 2.66 (t, 2 H, CH »(1)), 1.52-1.58
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2-((Triisopropylsilyl)oxy)ethylamin, TIPS-NSer! 48:[2761143% Ejne Losung von 3

13 mL Triethylamin (TEA) und 3.4 mL (50 mmol, 1 &aq) Ethanolamin 54 in HzN/\ 4 2
50 mL DCM wird im Eisbad auf 0 °C gekihlt. Unter starkem Rihren wird dem O
Reaktionsgemisch  Uber eine Stunde eine Loésung von 9.6 ¢ Si

(50 mmol, 1 &q) Triisopropylsilylchlorid (TIPS -CI) in 50 mL DCM zugetropft. Das \< >/
Reaktionsgemisch wird fiir einen Tag bei RT geriihrt und im Anstluss an die

Reaktionszeit mit 50 mL gesattigter Ammoniumchlorid -Losung versetzt. Die Lésung wird dreimal mit jeweils
40 mL DCM extrahiert und die vereinigten organischen Phasen zweimal mit je 150 mL gesattigter
Natriumchlorid -L6sung gewaschen. Die organishe Phase wird Uber Natriumsulfat getrocknet, filtriert und
das Filtrat am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck eingeengt. Die Ausbeute betragt 9.9 g (91%
d. Th.) eines farblosen Ols.

'H-NMR (300 MHz; CDCls; 300K; TMS): du (in ppm) = 3.70 (t, 3J = 5.26 Hz, 2 H, CHy(4)), 2.79
(t, 3J=5.28 Hz, 2 H, CHx(3)), 1.07 (d, 3J =5.87 Hz 18 H, CHx(2)), 1.03 (g, 3J =5.88 Hz, 3 H, CH(1)).
R (CyHex/EE, 1:1 (v:v))= 0.22.

1
2

2-((Triisopropylsilyl)oxy)propylamin, TIPS-NThr*! 49 14301 Eine Loésung von
13 mL Triethylamin (TEA) und 3.75 g (50 mmol, 1 &aqg) 1-Aminopropan-2-ol 55 in 4 5 3

50 mL DCM wird im Eisbad auf 0 °C gekihlt. Unter starkem Rihren wird dem HZN/Y 2
Reaktionsgemisch innerhalb von einer Stunde eine LOosung von 9.6 g N /k
(50 mmol, 1 &q) Triisopropylsilylchlorid (TIPS -Cl) in 50 mL DCM zugetropft. Das Si 2
Reaktionsgemisch wird fiir einen Tag bei RT gerthrtund im Anschluss an die \< >/

Reakiionszeit mit 50 mL gesattigter Ammoniumchlorid -Losung versetzt. Die Losung

wird dreimal mit jeweils 40 mL DCM extrahiert und die vereinigten organischen Phasen zweimal mit je 150
mL geséttigter Natriumchlorid -Losung gewaschenDie organische Phase wird Uler Natriumsulfat getrocknet,
filtriert und das Filtrat am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck eingeengt. Die Ausbeute betragt
10.4 g (94% d. Th.) eines farblosen Ols.

'H-NMR (300 MHz; CDCl; 300K; TMS): du (in ppm) = 3.92 (m, 1 H, CH(5)), 2.65 (m , 2 H, CHz(4)),
1.15 (d, 3 H, CH3(3)), 1.06 (d, 3J =5.95 Hz, 18 H, CHz(2)), 1.01 (g, 3J =5.93 Hz, 3 H, CH(1)).

R (CyHex/EE, 1:1 (v:v))= 0.18.

4-((Triisopropylsilyl)oxy) -phenylethylamin  TIPSNTyr*t 51:[4% 7y 5

einer Losung von 1.56 g (22.8 mmol, 2 4q) Imidazol und 1.56 g (11.4 1 »6/5
mmol, 1 4g) Tyramin 56 in 40 mL DMF wird unter starkem Riuhren 2.84 2 O\Si

g (14,8 mmol, 1.3 &aq) Triisopropylsilylchlorid (TIPS -Cl) gegeben. Das /3\/©/ )\\<
Reaktionsgemisch wird fiir einen Tag bei RT geriihrt und im Anschluss H2N !

mit 50 mL gesattigter Ammoniumchlorid -Losung versetzt. Die Losung

wird zweimal mit jeweils 50 mL Ethylacetat extrahiert und die vereinigten organi schen Phasen zweimal mit
je 75 mL gesattigter Natriumchlorid -L6sung gewaschen. Die Losung wird Uber Natriumsulfat getrocknet und
am Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck eingeengt. Die Ausbeute betrégt 2.78 g (83% d. Th.)
eines gelblichen Ols.

'H-NMR (300 MHz; CDCls; 300K; TMS): dy (in ppm) = 7.12 (d, 2 H, ArH(2)), 6.70 (d, 2 H, ArH(1)),
2.98 (t, 6.45 Hz, 2 H, CHz(3)), 2.83 (t, 6.40 Hz, 2 H, CHx(4)), 1.11 (d, 5.78 Hz, 18 H, CH3(5)), 1.05 (q,
5.71 Hz, 3 H, CH(6)).

4 2
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6.4.5. Proteinkonjugation

CXCL8Biotin Konjugat 4: Um das GCterminale Cystein des CXCL8
CXCL8S72C2 fur eine Konjugation zuganglich zu machen, muss zunéchst S/

die intermolekulare Disulfidbriicke mdglicher kovalent verknupfter IL8- n
Dimere reduziert werden. Dazu werden 100 yL TCEP Harz (0.8 umol, 6.4 0=™""0
aq) dreimal mit 300 uL PBS-Puffer gewaschen, der 20 mM EDTA enthalt,

und einmal mit 300 puL Puffer C. Nun wird 500 pL einer 2 mg/mL L 6sung /El
IL8Cys2 (0.125 umol, 1 aq) auf das Harz gegeben und fiir 60 min bei RT o o

auf dem Schuittler b?i 600 rpm inkubiert. Nach Zentrifugation fir 1 min bei Hlll
1500 g wird der Uberstand auf 50 pL einer 10 mg/mL L&sung von
N-(3-Maleimidopropionyl)biocytin (0.96 pmol, 7.6 &q) in DMF gegeben.

Das Harz wird noch einmal mit 200 pL Puffer C gewaschen und der

Uberstand ebenfalls zur Reaktionslosung pipettiert. Die Losung wird 2 h bei s HN COCH
600 rpm geschittelt und das Produkt anschlieRend durch RRHPLC isoliert. HN/QM\\
Es wird eine semipraparative RP8 Saule verwendet und ein linearer Gradient )\NH A 0
von 0-80% Eluent B in Eluent A tUber 6 CV gewéhlt. Das Eluat wird O

lyophilisiert und Uber ESI-MS analysiert. Es wird 1 mg eines weil3en, Watte-dhnlichen Feststoffserhalten
(0.112 umol, 90 % Ausbeute). ESIMS m/z (%): 1846.41 (5) [M+5H] *°, 1538.84 (10) [M+6H] *°,
1319.15 (15) [M+7H] *', 1154.38 (100) [M+8H] *8, 1026.22 (15) [M+9H] *°. Erwartete Masse:9227
g/mol. Gemessene Masse: 9227 g/mol.

CXCL8DL550 Konjugat 3: Um das Gterminale Cystein des _CXCLS8
CXCL8S72C 2 fur eine Konjugation zuganglich zu machen, wird o) P
verfahren wie oben beschrieben. 100 uL der reduziertenCXCL8S72CG i N

Losung 2 (50 nmol, 1 &q) werden zul0O pL einer 10 mg/mL Losung DL550 NN
DyLight550-maleimid (94 nmol, 1.88 &q) in DMF gegeben. Die L6sung H O

wird 2 h bei 600 rpm geschiittelt und das Produkt anschlieRend durch RPHPLC isoliert. Es wird eine
semipraparative RP8 S&ule verwendet und ein linearer Gradient von 880% Eluent B in Eluent A tber 6 CV
gewdahlt. Das Eluat wird lyophilisiert und Gber ESI-MS analysiert. Eswird 0.1 mg eines hellgelblichen
Feststoffserhalten (11 nmol, 21 % Ausbeute). ESFMS m/z (%): 1880.08 (60) [M+5H] *° , 1566.90 (35)
[M+6H] *®, 1343.20 (100), [M+7H] *’. Erwartete Masse:9397 g/mol. Gemessene Masse: 9396 g/mol.

6.5. Peptomersynthese

Im Folgenden werden die in dieser Arbeit funktionalisierten Partikel und Harze, sowie alle synthetisierten
Peptid- und Peptoid-Oligomere aufgefiihrt. Sofern nicht anders erwahnt, wurden alle kommerziell
erhaltlichen Chemikalien bei den in Absatz 6.1 aufgefihrten Firmen erstanden. Weitere Details zu den
verwendeten Puffern und Syntheseharzen sind in Absat®.1.1 und Absatz6.1.3 zu finden.

6.5.1. Partikelfunktionalisierung
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M-PVAC22-MIP-IL8 34: Eine Suspension von 0 "
M-PVAC22-Magnetpartikeln (Chemagen) wird unter starkem ‘)‘\N Ao~ N o)
Schitteln homogenisiert und 0.5 mL davon H <
(20 pumol, 1 &q) in ein 15 mL Zentrifugenrdhrchen Uberfuhrt.

Das Reaktionsgefal? wird in einen Magnetsepartor platziert
und der Uberstand nach 1 min abgenommen. Die Partikel
werden dreimal mit je 2 mL Kupplungspuffer gewaschen und
im Anschluss daran 5 min damit bei 600 rpm auf dem Schiittler inkubiert. Der Uberstand wird abgenommen
und die Partikel werden in 2 mL 0.03 M EDC*HCI und 0.03 M NHS in Kupplungspuffer resuspendiert und
fir 15 min bei 600 rpm auf dem Schuttler inkubiert. N -Boc-Diaminobutan 45 wird in DMSO geldst und
daraus eine 11 mg/mL L6ésung in Kupplungspuffer hergestellt. 1 mL dieserLésung (60 pmol, 6.0 aq) wird
zu der Partikelsuspension gegeben und fiir mindestas 3 h bei 600 rpm auf dem Schuttler inkubiert.
AnschlieRend werden die Partikel dreimal mit je 2 mL Kupplungspuffer und dreimal mit je 2 mL Blockpuffer
gewaschen und flir eineStunde in Blockpuffer bei 600 rpm auf dem Schuttler inkubiert. Die Partikel werd en
nun je dreimal mit 2 mL Waschpuffer, 2 mL DMF und 2 mL DCM gewaschen. Die Bo&chutzgruppe wird
nach AAV12 entfernt und die Partikel anschlief3end je dreimal mit 2 mL DCM und DMF gewaschen. 16.0 mg
(60 umol, 6 aq) 3-Maleimidopropionsaure-NHS Ester80 werden in 2 mL DMF geldst und zur Suspension
gegeben. Das Reaktionsgemisch wird flir mindestens 4 h bei RT und 600 rpm auf dem Schiittler inkubiert
und anschliefiend nach AAV6 mit DMF undschlief3lich mit Puffer C gewaschen und in 2 mL Puffer C gelagert.
100 pL TCEP Harz (0.8 umol, 6.44q) wird dreimal mit 300 uL PBS gewaschen, der 20 mM EDTA enthélt,
und einmal mit 300 uL Puffer C. Nun werden
500 pL einer 2 mg/mL Lésung IL8Cys2 (0.125 pmol, 1 aq) auf das Harz gegeben und fiir 60 min bei RT
auf dem Schiittler bei 600 rpm inkubiert. Nach Zentrifugation fir 1 min bei 1500 g wird der Uberstand zu
25 pL (0.125 pmol, 1 &q) der Magnetpartikelsuspension pipettiert. Das TCERHarz wird noch einmal mit
200 pL Puffer C gewaschen und der Uberstand ebenfalls zur Magnetpartikelsuspension pipettiert. Die Losung
wird 2 h bei 600 rpm geschlittelt. Der Erfolg der Anbindung wird qualitativ, durch Inkubation eines klein en
Teils der Partikel mit FITC-anti-human-IL8 Antiko rper und anschlieRendes Messen der Fluoreszenz bei einer
Anregungswellenlange von 485 nm und einer Emissionswellenlange von 520 nm im Mikrotiterplattenleser
bestimmt.

CXCL8

M-PVAC22-Streptavdin  35: Eine Suspension von MPVAC22-Magnetpartikeln O
(Chemagen) wird unter starkem Schutteln homogenisiert und 0.5 mL davon (10

pmol, 1 aqg) in ein 15 mL Zentrifugenrd hrchen tberfiihrt. Das Reaktionsgefal? wird 0
in einen Magnetseparator platziert und der Uberstand nach 1 min abgenommen.

Die Partikel werden dreimal mit je 2 mL Kupplungspuffer gewaschen und im Anschluss daran 5 min damit
bei 600 rpm auf dem Schiittler inkubiert. Der Uberstand wird abgenommen, und die Partikel werden in 2
mL 0.03 M EDC*Hd und 0.03 M NHS in Kupplungspuffer resuspendiert und fiir 15 min bei 600 rpm auf
dem Schuttler inkubiert. 1 mL einer 2 mg/mL (60 nmol, 0.015 &q) Streptavidin -Losung in Kupplungspuffer
wird zugegeben und fiir mindestens 3 h bei 600rpm auf dem Schiittler inku biert. Anschlief3end werden die
Partikel dreimal mit je 2 mL Kupplungspuffer und dreimal mit je 2 mL Blockpuffer gewaschen und fiir eine
Stunde in Blockpuffer bei 600 rpm auf dem Schuttler inkubiert. Die Partikel werden nun dreimal mit je 2
mL Waschpuffer gavaschen und kdnnen bei 4 °C in Waschpuffer gelagert werden. Die Anbindung von
Streptavidin wird qualitativ durch Inkubation eines kleinen Teils der Partikel mit einer 0.01 mg/m L Biotin-

/Strep
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Fluoresceirf® fur 30 min auf dem Schittler bei 600 rpm gezeigt. Die Partikel werden gewaschen und
anschlielBend auf Fluoreszenz am Mikroskop untersuchtUm ein Ausbleichen des Fluorophors wahrend der
Messungen auszuschlie3en, wurden alle Arbeitssdfitte in einem verdunkelten Raum ohne direktes Licht

durchgefiihrt und die Belichtungszeit des Partikel unter dem Mikroskop sokurz wie moglich gehalten. Die

Auswertung der Bilder erfolgte im Anschluss mit ImageJ.

TentaGel MB HMBABIotin 33: 100 mg (24 umol, 1 aq) TentaGel MB
HMBA Harz in einer 5 mL Spritze mit Filterfrit te wird nach AAVO in DCM \N/\/\/Q\
gequollen und das Losemittel abgelassen. Eine Losung von 24.8g (72 HN’&
pmol, 3 aq) Biotin-NHS 81 in 1 mL DMF wird dem Harz zugegeben und mindestens 3 hbei 600 rpm auf
dem Schuttler inkubiert. Im Anschluss wird das Harz nach AAV6 gewaschen und getrocknet. Ein kleiner Teil
der Partikel wird abgenommen nach AAVO in DCM gequollen und nach AAV6 gewaschernDieser Teil des
Harzeswird nun dreimal mit Puffer C gewaschen und eine Stunde darin bei 600 rpm auf dem Schuttler
inkubiert. Um einen qualitativen Nachweis der Biotin -Anbindung zu erhalten wird 100 pL einer 1 pg/mL
Loésung Streptavidin-DL550 in Puffer C auf das Harz gegeben uncakine Stunde bei 600 rpm auf dem Schiittler
inkubiert. Das Harz wird 10 -mal mit Puffer C gewaschen und unter dem Mikroskop auf Fluoreszenz im RHO
Kanal (538-562 nm) untersucht.

RAMK(TAMRA)K(Mtt)-OH 83: 1.8 g (1.062 mmol, 1 &q) HN/TAMRA
FmocRAM-Harz wird nach AAVO in einer 30 mL Spritze mit Filterfritte

gequollen und die Fmoc-Schutzgruppe nach AAV8 entfernt. NachAAV5a

wird Fmoc-Lys(Mtt) als erste Aminosaure argebracht und die Seitenkette o

nach AAV10 entschiitzt. 5(6)-Carboxy-TAMRA wird nach AAV5a an das O/

Amin der freien Seitenkette gekuppelt und die
FmocSchutzguppe am N-Terminus wird nach AAV8 entfernt.
Fmoc-Lys(Mtt) -OH wird nach AAV5a an den N-Terminus gekuppelt und

eine Entschitzung nach AAV8 durchgefiihrt. Im Anschluss daran wird das HN\Mtt
Harz nach AAV6 gewaschen und getrocknet.

ZT
Iz

o

6.5.2. FestphasenPeptid- und Peptoidsynthese

Alle Peptide  wurden,  wenn nicht  anders angegeben, nach  einem Standard
Fmoc-Festphasenpeptidsynthesdrotokoll synthetisiert, und die verwendeten Aminosauren waren am
N-Terminus Fmocgeschiitzt!*® Die Peptoidsynthese erblgte nach der Submonomermethode nach
Zuckermann et al.[2"1127]

43 Hergestellt und zur Verfiigung gestellt von Dr. Ina Rink, AK Scimitz, TU Darmstadt.
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NH,-AKWRMVLRIAhx-ADTLMRTQCOOH, IL8RPLoopsQ 5:1%?7  Verwendete ~Aminosduren  mit
Seitenkettenschutzgruppen: FmoeArg(Pbf)-OH, FmocAsp(OtBu)-OH, FmocLys(Boc)OH,
FmocThr(tBu) -OH, FmocTrp(Boc)-OH. 100 mg (3.0 umol, 1 aq) TentaGel S AC Harz wrd nach AAVO
gequollen und die Kupplung der Aminosduren mit jeweils 3 &g. Aminosdure, 5 aq. DIC und
5 &4g. Oxyma nach AAV14 durchgefiihrt. Das Peptid wird nach AAV12 entschiitzt und vom Harz abgespalten.
Die Reinigung des Peptids erfolgt durch RPHPLC (6 CV linearer Gradient von 0-80% Eluent B), die
Retentionszeit des Produktes liegt bei 33 min. ESMS, m/z (%): 551.7 (100 )[M+4H] **,
735.3 (50) [M+3H] 3%, 1102.4 (8) [M+2H] 2*. Berechnete Masse: 2203 g/mol. Gemessene Masse: 2203
g/mol.

Fluo-AKWRMVLRAhx-ADTLIMRTQCOOH, Fluo-IL8RPLoopsQ 8:1??7  Verwendete Aminosduren mit
Seitenkettenschutzgruppen: Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, FmocLys(Boc)-OH,
FmocThr(tBu) -OH, FmocTrp(Boc)-OH. 100 mg (3.0 umol, 1 &q) TentaGel S AC Harzwird nach AAVO
gequollen und die Kupplung von jeweils 3 &q Aminosauren mit 5 4g DIC und 5 4q Oxyma nach AAV14
durchgefiihrt. Das Peptid wird nach AAV®H mit FAM markiert und anschlieRend nach AAV12 entschitzt und
vom Harz abgespalten. Die Reinigung des Peptids erfolgt durch RIMPLC (6 CV linearer Gradient von 380%
Eluent B), die Retentionszeit des Produktes liegt bei 56 min. ESIMS, m/z (%): 513.2 (15) [M+5H] °*,
641.2 (100) [M+4H] **, 854.7 (45) [M+3H] 3%, 1281.5 (5) [M+2H] 2*. Berechnete Masse2561 g/mol.

Gemessene Masse: 2564/mol .

FluoAKWRMVLRAhX-ADTLMRE-COOH, FluoIL8BRPLoopsE 7: Verwendete Aminosauren mit
Seitenkettenschutzgruppen: Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, FmocGlu(OtBu)-OH,

FmocLys(Boc)}OH, FmocThr(tBu) -OH, FmocTrp(Boc)-OH. 100 mg (3.0 umol, 1 4q) TentaGel S AC Harz
wird nach AAVO gequollen und die Kupplung der Aminosauren mit jeweils 3 &aq. Aminosaure,
5 ag. DIC und 5 &g. Oxyma nach AAV14 durchgefiihrt. Das Peptid wird nach AAV5b mit FAM markiert und

anschlieBend nach AAV12 entschiitzt und vom Harz abggsalten. Die Reinigung des Peptids erfolgt durch
RPHPLC (6 CV linearer Gradient von 380% Eluent B), die Retentionszeit des Praluktes liegt bei 54 min.

ESKMS, m/z (%): 641.5 (100) [M+4H] **, 854.9 (30) [M+3H] 3%, 1281.9 (5) [M+2H] ?*. Berechnete
Masse:2562 g/mol. Gemessene Masse: 262 g/mol.

Fluo-AKWRMVLRIAhx-ADTL-NMet® -RTECOOH Fluo-IL8BRPLoopsl5NMet 14: Verwendete Aminosauren
mit Seitenkettenschutzgruppen: FmocArg(Pbf)-OH, FmocAsp(OtBu)-OH, FmocGlu(OtBu)-OH, Fmoc
Lys(Boc)OH, FmocThr(tBu) -OH, FmocTrp(Boc)-OH. 50 mg 2-Chlorotritylchlorid Harz wird nach AAVO
gequollen und die erste Aminosédure nach AA/2 angebracht. Die Aminoséduresequenz wird durch
alternierendes Entschitzen nach AAV8 und Kupplung der n&chsten Aminosaure in der Sequenz nach AAV5a
bis zum Einbau des Peptoidbausteins fortgefuhrt. Der Einbau des Peptoidbausteins wird durch Acylierung
des Kettenendes nach AAV3 mit Bromessigsaure und anschlieRendes Aminierenach AAV4 mit NMet™® 46
durchgefiihrt. Daraufhin wird die Sequenz weiter wie oben beschrieben synthetisiert und anschliel3end nach
AAV5b mit FAM markiert. Das Peptomer wird nach AAV12 entschitzt und vom Harz abgespalten. Die
Reinigung des Peptomers erfolgt durch RFHPLC nach AAV15(1 CV 20% Eluent B, 5CV linearer Gradient
von 20-80% Huent B), die Retentionszeit der beiden Produkt-Isomere liegt bei 28.9 min und 29.2 min. ES-
MS, m/z (%): 641.5 (100) [M+4H] **, 854.9 (30) [M+3H] %", 1281.9 (5) [M+2H] #". Berechnete Masse:
2562 g/mol. Gemessene Masse: 2562 g/mol.
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Fluo-AKWRVVLRIAhXx-ADT-NLeu® -LMRTECOOH Fluo-IL8RPLoopsl4NLeu 13: Verwendete
Aminosauren mit Seitenkettenschutzgruppen: FmocArg(Pbf)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH,
FmocGlu(OtBu)-OH,  FmocLys(Boc}OH,  FmocThr(tBu) -OH,  FmocTrp(Boc)-OH. 50 mg
2-Chlorotritylchlorid Harz wird nach AAVO gequollen und die erste Aminosaure nach AAV2 angebracht. Die
Aminoséduresequenz wird durch alternierendes Entschitzen nach AAV8 und Kupplung der néchsten
Aminosaure in der Sequenz nach AAV5a bis zum Einbawes Peptoidbausteins fortgeflht. Der Einbau des
Peptoidbausteins wird durch Acylierung des Kettenendes nach AAV3 mit Bomessigsaure und anschlieRendes
Aminieren nach AAV4 mit Isobutylamin (NLeu™) durchgefiihrt. Daraufhin wird die Sequenz weiter wie oben
beschrieben synthetisiert und anschlieRend nachAAV5b mit FAM markiert. Das Peptomer wird nach AAV12
entschitzt und vom Harz abgespalten. Die Reinigung des Peptomers erfolgt durch RIPIPLCnhach AAV15(1
CV 20% Eluent B, 5 CV linearer Gradient von 2080% Eluent B), die Retentionszeit der beiden Produkt-
Isomere liegt bei 28.9 min und 29.2 min. ESI-MS, m/z (%): 641.5 (100) [M+4 H]*", 854.9 (30)
[M+3H] %%, 1281.9 (5) [M+2H] %'. Berechnete Masse: 2562 g/mol. Gemessene Masse: 2562 g/mol.

FluoAKWRMVLRAhx-NAla*® -DTLMRTECOOH Fluo-IL8BRPLoopg 1NAla 12: Verwendete Aminosauren
mit  Seitenkettenschutzgruppen:  FmocArg(Pbf)-OH, FmocAsp(OtBu)-OH, FmocGlu(OtBu)-OH,
FmocLys(Boc)}OH, Fmoc Thr(tBu) -OH, FmocTrp(Boc)-OH. 50 mg 2-Chlorotritylchlorid Harz wird nach
AAVO0 gequollen und die erste Aminosaure nach AAV2 angebracht. DiéAminosauresequenzwird durch
alternierendesEntschiitzennach AAV8 und Kupplung der nachsten Aminoséure in der Sequenz nach AA/5a
bis zum Einbau des Peptoidbausteins fortgefuhrt. Der Einbau des Peptoidbausteins wird durch Acylierung
des Kettenendes nach AAV3 mit Bromessigsaure und anschlieBendésninieren nach AAV4 mit Methylamin
(NAIa*™®) durchgefiihrt. Daraufhin wird die Sequenz weiter wie oben beschrieben synthetisiert und
anschlieBend nachAAV5b mit FAM markiert. Das Peptomer wird nach AAV12 entschiitzt und vom Harz
abgespalten. Die Reinigung desPeptomers erfolgt durch RRHPLC nach AAV15 (1 CV 20% Eluent B, 5 CV
linearer Gradient von 20-80% Eluent B), die Retentionszeit der beiden Produktlsomere liegt bei 28.9 min
und 29.2 min. ESI-MS, m/z (%): 641.5 (100) [M+4H] **, 854.9 (30) [M+3H] %', 1281.9 (5) [M+2H] **.
Berechnete Masse: 2562 g/mol. Gemessene Masse: 2562 g/mol.

FluooAKWRMVNLeu?-RI-Ahx-ADTLMRTECOOH Fluo-IL8BRPLoopsNLeu 11: Verwendete Aminosauren
mit  Seitenkettenschutzgruppen:  FmocArg(Pbf)-OH, FmocAsp(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH,
FmocLys(Boc)}OH, FmocThr(tBu) -OH, FmocTrp(Boc)-OH. 50 mg 2-Chlorotritylchlorid Harz wird nach
AAVO0 gequollen und die erste Aminoséure nach AAV2 angebracht. DiéAminoséduresequenzwird durch
alternierendes Entschiitzennach AAV8 und Kupplung der nachstenAminosaure in der Sequenz nach AAV5a
bis zum Einbau des Peptoidbausteins fortgefuhrt. Der Einbau des Peptoidbausteins wird durch Acylierung
des Kettenendes nach AAV3 mit Bromessigsaure und anschlieRendes Aminieren nach AAV4 mit Isobutylamin
(N-Leu*®) durchgefilhrt. Daraufhin wird die Sequenz weiter wie oben beschrieben synthetisiert und
anschlieBend nachAAV5b mit FAM markiert. Das Peptomer wird nach AAV12 entschiitzt und vom Harz
abgespalten. Die Reinigung desPeptomers erfolgt durch RRHPLC nach AAV15(1 CV 20% Eluent B, 5 CV
linearer Gradient von 20-80% Eluent B), die Retentionszeit der beiden Produktisomere liegt bei 28.9 min
und 29.2 min. ESI-MS, m/z (%): 641.5 (100) [M+4H] **, 854.9 (30) [M+3H] 3, 1281.9 (5) [M+2H] 2*.
Berechnete Masse: 25@ g/mol . Gemessene Masse: 2562 g/mol.

Fluo-AKWRNMet -VLRIAhx-ADTLMRTECOOH Fluo-ILBRPLoop$SNMet 10: Verwendete Aminosauren
mit  Seitenkettenschutzgruppen:  FmocArg(Pbf)-OH, FmocAsp(OtBu)-OH, FmocGlu(OtBu)-OH,
FmocLys(Boc)}OH, FmocThr(tBu) -OH, FmocTrp(Boc)-OH. 50 mg 2-Chlorotritylchlorid Harz wird nach
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AAVO gequollen und die erste Aminosdure nach AAV2 angebracht. DieAminosduresequenzwird durch
alternierendesEntschitzennach AAV8 und Kupplung der ndchsten Aminosaure in der Sequenz nach AAV5a
bis zum Einbau des Peptoidbausteins fortgefuhrt. Der Einbau des Peptoidbausteins wird durch Acylierung
des Kettenendes nach AAV3 mit Bromessigséure und anschlieRdas Aminieren nach AAV4 mit NMet*° 46
durchgefihrt. Daraufhin wird die Sequenz weiter wie oben beschrieben synthetisiert und anschliel3end nach
AAV5b mit FAM markiert. Das Peptomer wird nach AAV12 entschiitzt und vom Harz abgespalten. Die
Reinigung des Peptomers erfolgt durch RRHPLC nach AAV1%1 CV 20% Eluent B, 5 CV linearer Gradient
von 20-80% Eluent B), die Retentionszeit der beiden Produktisomere liegt bei 28.9 min und 29.2 min. ESI-
MS, m/z (%): 641.5 (100) [M+4H] **, 854.9 (30) [M+3H] 3*, 1281.9 (5) [M+2H] ?2*. Berechnete Masse:
2562 g/mol. Gemessene Masse: 258 g/mol.

Fluo-NAla*™ -KWRMVLRIAhx-ADTLMRTECOOH Fluo-ILBRPLoopsiNAla 9: Verwendete Aminosauren mit
Seitenkettenschutzgruppen: Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, FmocGlu(OtBu)-OH,
FmocLys(Boc)}OH, Fmoc Fmoc Thr(tBu) -OH, Fmoc Trp(Boc)-OH. 50 mg 2-Chlorotritylchlorid Harz wird
nach AAVO0 gequollen und die erste Aminosaure nach AAV2 angebracht. Didminosduresequenzawird durch
alternierendes Entschiitzennach AAV8 und Kupplung der ndchsten Aminosaure in der Sequenz nach AAV5a
bis zum Einbau des Peptoidbausteins fortgefiiht. Der Einbau des Peptoidbausteins wird durch Acylierung
des Kettenendes nach AAV3 mit Bromessigsaure und anschlieBendes Aminieren nach AAV4 mit Methylamin
(N-Ala*®) durchgefiihrt. Daraufhin wird nach AAVSb mit FAM markiert und das Peptomer nach AAV12
entschitzt und vom Harz abgespalten. Die Reinigung desPeptomers erfolgt durch RRHPLC nach AAV151
CV 20% Eluent B, 5 CV linearer Gradient von 2080% Eluent B), die Retentionszeit der beiden Produkt
Isomere liegt bei 28.9 min und 29.2 min. ESIMS, m/z (%): 641.5 (100) [M+4H] %", 854.9 (30)
[M+3H] 3, 1281.9 (5) [M+2H] ?*. Berechnete Masse: 2562 g/mol. Gemessene Masse: 2562 g/mol.
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|
I—AKWRMVLRI-AhX-ADTLMRTQKK(TAMRA)-CONHz , ILBRPCycloopsQ@5: Verwendete Aminosauren

mit Seitenkettenschutzgruppen: FmocArg(Pbf)-OH, FmocAsp(OtBu)-OH, FmocLys(BocyOH, Fmoc

Lys(Mtt) -OH, FmocLys(Alloc)-OH, FmocThr(tBu) -OH, FmocTrp(Boc)-OH. 500 mg (185 pmol, 1 aq)

AmphiSpheres 40 RAMHarz wird nach AAVO gequollen Als erste Aminosaure wird nach AAV5aFmoc

Lys(Mtt) gekuppelt, welches daraufhin nach AAV10 an der Seitenkette entschitzt wird. Die freie Lysin

Seitenkette wird nach AAV5a mit 5(6)Carboxy -TAMRA 24 markiert und im Anschluss daran der

N-Terminus der Peptidkette nach AAV8 entshiitzt. Es folgen ein Kupplungsschritt nach AAV& mit

FmocLys(Alloc) und die Entschitzung nach AAV8 AnschlieRend wird eine Kupplung mit

Fmoc-GIn-OH nach AAV& und ein Entschitzen nach AAV8 durchgefiihrt, und die weitere Synthese des
Peptids wird am Synthesizer nach AAV14 vorgenommen. Zur Zyklisierung des Peptids nach einer

abgewandelten Vorschrift von Chandra et. al.[*8 wird zunachst eine weitere Kupplung nach AAV5a mit 3

aq Bernsteinsaure durchgefihrt um das Succinimid zu generieren Im Anschluss daran wird die Alloc-

Schutzgruppe nach AAV11 abgespalten und1l % TFA 2.5% TIPS in DCM auf das Harz gegeben. Die
ZyKlisierung erfolgt Uber Nacht bei RT und 600 rpm auf dem Schuttler. Der Erfolg der Zyklisierung wird

durch einen negativen Chloraniltest (AAV9) bestétigt. Das Peptid wird nach AAVR entschiitzt und vom Harz

abgespalten. Die Reinigung des Peptids erfolgte durch RIPIPLC (1 CV 0 % Eluent B,
5 CV linearer Gradient von 0-75 % Eluent B), die Retentionszeit der beiden Produktisomere liegt bei 29.5

min und 29.8 min. ESI-MS, m/z (%): 984,27 (100) [M+3H] **. Berechrete Masse:
2950.56 g/mol. Gemessene Masse: 2949.8%g/mol

Scc
|
I—AKWRMVLRI—AhX-ADTLMRTEKK(TAMRA)-CONHz , ILBRPCycloopsR6: Verwendete Aminoséuren

mit  Seitenkettenschutzgruppen:  FmocArg(Pbf)-OH, FmocAsp(OtBu)-OH, FmocGlu(OtBu)-OH,
Fmoc-Lys(Boc}OH, FmocLys(Mtt)-OH, FmocLys(Alloc)-OH, FmocThr(tBu) -OH, FmocTrp(Boc)-OH.
500 mg (185 umol, 1 aq) AmphiSpheres 40 RAMHarz wird nach AAVO gequollen. Als erste Aminosaure
wird nach AAV5a FmocLys(Mtt) gekuppelt, welches daraufhin nach AAV10 an der Seitenkette entschiitzt
wird. Die freie Lysin-Seitenkette wird nach AAV5a mit 5(6)Carboxy-TAMRA 24 markiert und im Anschluss
daran der N-Terminus der Peptidkette nach AAVS8 entschiitzt. Es folgen ein Kupplungsschritt nach AAV5a
mit Fmoc-Lys(Alloc) und die Entschiitzung nach AAVS8. Anschlief3end wird ene Kupplung mit Fmoc-
Glu(OtBu)-OH nach AAV5a und ein Entschitzen nachAAV8 durchgefiihrt, und die weitere Synthese des
Peptids wird am Synthesizer nach AAV14 vorgenommen. Zur Zyklisierung des Peptids nach einer
abgewandelten Vorschrift von Chandraet. al.l®5® wird zunachst eine weitere Kupplung nach AAV5a mit 3
aq Bernsteinsure durchgefiihrt das Succinimid zu generieren Im Anschluss daran wird die Alloc-
Schutzgruppe nach AAV11 abgespalten und 1 % TFA/ 2.5% TIPS in DCM auf das Hargegeben. Die
Zyklisierung erfolgt tber Nacht bei RT und 600 rpm auf dem Schiittler. Der Erfolg der Zyklisierung wird
durch einen negativen Chloraniltest (AAV9) bestéatigt. Das Peptid wird nach AAV12 entschiitzt und vom Harz
abgespalten. Die Reinigung des Ratids erfolgte durch RPP-HPLC(1 CV 0 % Eluent B, 5 CV linearer Gradient
von 0-75% Eluent B), die Retentionszeit der beiden Produktisomere liegt bei 29.7 min und 30.0 min. ESF
MS, m/z (%): 984,60 (100) [M+3H] *3. Berechrete Masse: 298.54 g/mol. GemesseneMasse: 295.80
g/mol.
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Fluo-MWDFDDAhx-MPPADEDYSEOOH, FlueCXCR1p1 16:[%%4 Dije Synthese wurde von K. Schmitz
und P. Wadwhani am Peptid Synthesizer (Syro Il multiple peptide synthesizer, Institute of Biological
Interfaces 2, KIT, Karlsruhe) durchgefiihrt. Die Reinigung des Peptids erfolgte auf einem AKTA purifier HPLC
System (RP18, 10 min 10 % Eluent B +0,025% NH3, linearer Gradient 10-75 min
Eluent B +0,025% NH 3 bis 80 %). Die Retentionszeit des Produktes liegt bei 45 min.

FluooMWDFDDBAhx-MPPADEENTYr"1-SRCOOH, FlueAtt15NTyr 23: Verwendete Aminosauren mit
Seitenkettenschutzgruppen: FmoeAsp(OtBu)-OH, Fmaoc-Glu(OtBu) -OH, FmocSer(tBu)-OH,
FmocTrp(Boc)-OH. 100 mg 2-Chlorotritylchlorid Harz wird nach AAVO gequollen und die erste Aminosaure
nach AAV2 angebracht Die Aminosauresequenzwird durch alternierendes Durchfiihren der Kupplung der

nachsten Aminoséure n der Sequenz nachAAV5a und des Entschitzungsschrittes nachAAVS8, bis zum
Einbau des Peptoidbausteins, fortgefiihrt. Der Einbau desPeptoidbausteins wird durch Acylierung des
Kettenendes nach AAV3 mit Bromessigsaure und anschlielBendes Aminieren nach AAV4inTyramin (N -
Tyr') 51 durchgefiihrt. Daraufhin wird die Sequenz weiter wie oben beschrieben synthetisiert und
anschlieBend nachAAV5b mit FAM markiert. Das Peptomer wird hach AAV12 entschiitzt und vom Harz
abgespalten. Die Reinigung des Ratomers erfolgt in zwei Schritten durch RP-HPLC (1.: 2 CV isokratisch
20% Eluent B + 0.025% NH 3, das Produkt eluiert bei einer Retentionszeit von 10 min, 2.: 2 CV isokratisch
20% Eluent B, 5 CV Gradient von20-85% Eluent B), die Retentionszeit des Produktes liegt bei 40.4 min.

ESKMS, m/z (%): 1206.90 (100) [M -2H] 2. Berechnete Mase: 2416 g/mol. Gemessene Masse:£16 g/mol.

FluooMWDFDDBAhx-MPPADENAsSp?-YSRCOOH, FlueAtt14NAsp 22: Verwendete Aminosauren mit
Seitenkettenschutzgruppen: Fmoc-Asp(OtBu)-OH, FmocGlu(OtBu)-OH, FmocSer(tBu)-OH,
FmocTrp(Boc)-OH, Fmoc Tyr(tBu) -OH. 100 mg 2-Chlorotritylchlorid Harz wird nach AAV 0 gequollen und
die erste Aminosaure nach AAV2 angebracht Die Aminosauresequenz wird durch alternierendes

Durchfihren der Kupplung der néchsten Aminosaure in der Sequenz nach AAV5a und des
Entschitzungsschrittes nachAAVS8, bis zum Einbau des Peptoidbaustims, fortgefiihrt. Der Einbau des
Peptoidbausteins wird durch Acylierung des Kettenendes nach AAV3 mit Bromessigsire und anschlief3endes
Aminieren nach AAV4 mit Glycin(OtBu) (N -Asp™) durchgefilhrt. Daraufhin wird die Sequenz weiter wie

oben beschrieben synhetisiert und anschlielRend nach AAV5b mit FAM markiert. Das Peptomer wird nach
AAV12 entschiitzt und vom Harz abgespalten. Die Reinigung des Peptomererfolgt in zwei Schritten durch

RPHPLC (1.: 2 CV isokratisch 20% Eluent B +0.025% NHs;, das Produkt eluiert bei einer Retentionszeit
von 10 min, 2.: 2 CV isokratisch 20% Eluent B, 5 CV Gradient vor20-85% Eluent B), die Retentionszeit des

Produktes liegt bei 40.4 min. ESFMS, m/z (%): 1199.93 (100) [M -2H] 2. Berechnete Masse: 2402 g/mol.
Gemesgne Masse: 2402 g/mol

4 gynthetisiert von K. Schmitz und P. Wadhwani (Syro Il multiple peptide synthesizer, Institute of Biological Interfaces 2, KIT, Karlsruhe)
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FluooMWDFDDAhx-MPPADNGIU®-DYSRPCOOH, FlueAtt13NGlu 21: Verwendete Aminosiuren mit

Seitenkettenschutzgruppen: FmoeAsp(OtBu)-OH, FmocSer(tBu)-OH, FmocTrp(Boc)-OH,

Fmoc Tyr(tBu) -OH. 100 mg 2-Chlorotritylchlorid Harz wird nach AAVO gequollen und die erste Aminosaure
nach AAV2 angebracht Die Aminosauresequenzwird durch altern ierendes Durchftihren der Kupplung der
nachsten Aminoséaure in der Sequenz nachAAV5a und des Entschitzungsschrittes nachAAVS8, bis zum
Einbau des Peptoidbausteirs, fortgefiinrt. Der Einbau des Peptoidbausteins wird durch Acylierung des
Kettenendes nach AAV3nit Bromessigsaure und anschlie3endes Aminieren nach AAV4 mib-Alanin(OtBu)

(N-GIu™®) durchgefuihrt. Daraufhin wird die Sequenz weiter wie oben beschrieben synhetisiert und

anschlieBend nachAAV5b mit FAM markiert. Das Peptomer wird hach AAV12 entschiitzt und vom Harz
abgespalten. Die Reinigung des Peptomergrfolgt in zwei Schritten durch RP-HPLC (1.: 2 CV isokratisch
20% Eluent B + 0.025% NH 3, das Produkt eluiert bei einer Retentionszeit von 10 min, 2.: 2 CV isokratisch
20% Eluent B, 5 CV Gradient von20-85% Eluent B), die Retentionszeit des Produktes liegt bei 40.4min.

ESKMS, m/z (%): 1199.93 (100) [M -2H]2. Berechnete Masse: 2402 g/mol. Gemessene Masse: P2

g/mol .

FluooMWDFDDBAhx-MPPANAsE?-EDYSPCOOH, FlueAtt12NAsp 20: Verwendete Aminosauren mit
Seitenkettenschutzgruppen: FmoeAsp(OtBu)-OH, FmocGlu(OtBu)-OH, FmocSer(tBu)-OH,
FmocTrp(Boc)-OH, Fmoc Tyr(tBu) -OH. 100 mg 2-Chlorotritylchlorid Harz wird nach AAV 0 gequollen und
die erste Aminosaure nach AAV2 angebracht Die Aminosauresequenz wird durch alternierendes

Durchfihren der Kupplung der nadchsten Aminosédure in der Sequenz nach AAV5a und des
Entschitzungsschrittes nachAAVS8, bis zum Einbau des Peptoidbaustims, fortgefiihrt. Der Einbau des
Peptoidbausteins wird durch Acylierung des Kettenendes nach AAV3 mit Bromessigsaure und anscbfiendes
Aminieren nach AAV4 mit Glycin(OtBu) (N-Asp™®) durchgefiihrt. Daraufhin wird die Sequenz weiter wie
oben beschrieben synhetisiert und anschlieBend nach AAV5b mit FAM markiert. Das Peptomer wird nach
AAV12 entschiitzt und vom Harz abgespalten. Die Rmigung des Peptomerserfolgt in zwei Schritten durch

RPHPLC (1.: 2 CV isokratisch 20%Eluent B + 0.025% NH 3, das Produkt eluiert bei einer Retentionszeit
von 10 min, 2.: 2 CV isokratisch 20% Eluent B, 5 CV Gradient vor20-85% Eluent B), die Retentionszet des
Produktes liegt bei 40.4 min. ESKMS, m/z (%): 1199.93 (100) [M -2H] . Berechnete Masse: 2402 g/mol.
GemessendMasse: 2402 g/mol.

FluooMWDFDDBDAhx-MPRNAIa™® -DEDYSFCOOH, FlueAtt11NAla 19: Verwendete Aminosauren mit
Seitenkettenschutzgruppen: FmocAsp(OtBu)-OH, FmocGlu(OtBu)-OH, FmocSer(tBu)-OH,
FmocTrp(Boc)-OH, FmocTyr(tBu) -OH. 100 mg 2-Chlorotritylchlorid Harz wird nach AAVO gequollen und
die erste Aminosaure nach AAV2 angebracht Die Aminosauresequenz wird durch altern ierendes
Durchfuhren der Kupplung der néachsten Aminosaure in der Sequenz nach AAV5a und des
Entschitzungsschrittes nachAAVS8, bis zum Einbau des Peptoidbausteins, fortgefuhrt. Der Einbau des
Peptoidbausteins wird durch Acylierung des Kettenendes nach AAV&iit Bromessigsaure und anschlieRendes
Aminieren nach AAV4 mit Methylamin (N -Ala*®) durchgefiihrt. Daraufhin wird die Sequenz weiter wie oben
beschrieben synthetisiert und anschlief3end nachAAV5b mit FAM markiert. Das Peptomer wird nach AAV12
entschutzt und vom Harz abgespalten. Die Reinigung des Peptomerarfolgt in zwei Schritten durch RP-HPLC
(1.: 2 CV isokratisch 20% Eluent B + 0.025% NH 3, das Produkt eluiert bei einer Retentionszeit von 10 min,
2.: 2 CV isokratisch 20% Eluent B, 5 CV Gradient vor20-85% Eluent B), die Retentionszeit des Produktes
liegt bei 40.4 min. ESI-MS, m/z (%): 1199.93 (100) [M -2H] 2. Berechnete Masse: 2402 g/mol. Gemessene
Masse: 2402 g/mol.
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FluooMWDFDDAhx--NMet? -PPADEDYSEOOH, FlucAttSNMet 18: Verwendete Aminoséuren mit
Seitenkettenschutzgruppen: FmoeAsp(OtBu)-OH, FmocGlu(OtBu)-OH, FmocSer(tBu)-OH,
FmocTrp(Boc)-OH, Fmoc Tyr(tBu) -OH. 100 mg 2-Chlorotritylchlorid Harz wird nach AAVO gequollen und
die erste Aminosaure nach AAV2 angebracht Die Aminosauresequenz wird durch alternierendes
Durchfuhren der Kupplung der nachsten Aminosaure in der Sequenz nach AAV5a und des
Entschitzungsschrittes nab AAV8, bis zum Einbau des Peptoidbausteins, fortgefihrt. Der Einbau des
Peptoidbausteins wird durch Acylierung des Kettenendes nach AAV3 mit Bromessigsaure und anschlief3endes
Aminieren nach AAV4 mit N-Met™® 46 durchgefilhrt. Daraufhin wird die Sequenz weiter wie oben
beschrieben synthetisiert und anschlief3end nachAAV5b mit FAM markiert. Das Peptomemwird nach AAV12
entschitzt und vom Harz abgespalten. Die Reinigung des Peptomersrfolgt in zwei Schritten durch RP-HPLC
(1.: 2 CV isokratisch 20% Eluent B + 0.025% NH 3, das Produkt eluiert bei einer Retentionszeit von 10 min,
2.: 2 CV isokratisch 20% Elent B, 5 CV Gradient von20-85% Eluent B), die Retentionszeit des Produktes
liegt bei 40.4 min. ESI-MS, m/z (%): 1199.93 (100) [M -2H] 2 Berechnete Masse: 2402 g/mol. Gemessene
Masse: 2402 g/mol.

Fluo-NMet® -WDFDDAhx-MPPADEDYSEOOH, FlucAttiINMet 17: Verwendete Aminosauren mit
Seitenkettenschutzgruppen: FmoeAsp(OtBu)-OH, FmocGlu(OtBu)-OH, FmocSer(tBu)-OH,
FmocTrp(Boc)-OH, Fmoc Tyr(tBu) -OH. 100 mg 2-Chlorotritylchlorid Harz wird nach AAVO gequollen und
die erste Aminosaure nach AAV2 angebracht Die Aminosauresequenz wird durch alternierendes
Durchfihren der Kupplung der nachsten Aminosaure in der Sequenz nach AAV5a und des
Entschitzungsschrittes nachAAVS8, bis zum Einbau des Peptoidbaustais, fortgefiihrt. Der Einbau des
Peptoidbausteins wird durch Acylierung des Kettenendes nach AAV3 mit Bromessigsaure und anschliel3endes
Aminieren nach AAV4 mit N-Met*® 46 durchgefiihrt. Daraufhin wird nach AAV5b mit FAM markiert und
das Peptomer nach AAV12 entschiitzt und vom Harzabgespalten. Die Reinigung des Peptomererfolgt in
zwei Schritten durch RP-HPLC (1.: 2 CV isokratisch 20%Eluent B + 0.025% NH 3, das Produkt eluiert bei
einer Retentionszeit von 10 min, 2.: 2 CV isokratisch 20% Eluent B, 5 CV Gradient vor20-85% Eluent B),
die Retentionszeit des Produktes liegtei 40.4 min. ESFMS, m/z (%): 1199.93 (100) [M -2H] . Berechnete
Masse: 2402 g/mol. Gemessene Masse: 2402 g/mol.

NH,-DVEAWLDERVPLVHRENtaGel MB HMBA, StrepBP127:[3%41984 venwendete Aminosauren mit
Seitenkettenschutzgruppen: FmocArg(Pbf)-OH Fmoc-Asp(OtBu)-OH, FmocGlu(OtBu) -OH,
FmocThr(tBu) -OH, FmocTrp(Boc)-OH,. 100 mg (2.3 umol, 1 &q) TentaGel MB HMBA Harz wird nach
AAVO0 gequollen und die erste Aminosaure wird nach AAV1 angebracht. DieAminoséauresequenzawird durch
alternierendes Entschiitzennach AAV8 und Kupplung der n&chsten Aminoséure in der Sequenz nachAAV5a
fortgefuhrt. AnschlieRend wird das Peptid nach AAV12 entschitzt und das Harz nach AAVO gewaschennd
getrocknet. Ein kleiner Teil des Harzes wird abgenommen und davon das Peptid nach AAV13 fir eine ESI
MS Analyse abgespalten. ESMS, m/z (%): 1769.09 (30) [M+H] *, 885.07 (100) [M+ 2H]*2, 590.36
(60), [M+ 3H]*3. Berechnete Masse1768 g/mol. Gemessene Mase: 1768 g/mol.
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NH,-DVEAWLGERTentaGel MB HMBA, StrepBP228: [394.0464  verwendete Aminosduren mit
Seitenkettenschutzgruppen: FmocArg(Pbf)-OH, Fmoc-Asp(OtBu)-OH, FmocGlu(OtBu)-OH,
FmocTrp(Boc)-OH. 100 mg (2.3 umol, 1 aq) TentaGel MB HMBA Harz wird nach AAVO gequollen und die
erste Aminosaure wird nach AAV1 angebracht. Die Aminosauresequenz wird durch alternierendes
Entschitzen nach AAV8 und Kupplung der nachsten Aminosaure in der Sequenz nachAAV5a fortgefiihrt.
Anschlie3end wird das Peptid nach AAV12 entschiitzt und das Harz nach AAVO0 gewaschen und getrocknet.
Ein kleiner Teil des Harzes wird abgenommen und davon das Peptid nach AAV13 flir eine ESWS Analyse
abgespalten. ESIMS, m/z (%): 1073.67 (38) [ M+H] *, 537.55 (100) [M+2H] *2. Berechnete Masse: 1073
g/mol. Gemessene Masse: 1073 g/mol.

NH,-DVEAWIADPAVHFTFTentaGel MB HMBA, StrepBP329:1*%! Verwendete Aminosduren mit
Seitenkettenschutzgruppen: FmocAsp(OtBu)-OH, Fmoc-Glu(OtBu)-OH, Fmoc-His(Trt) -OH,
FmocThr(tBu) -OH, FmocTrp(Boc)-OH. 100 mg (2.3 umol, 1 aq) TentaGel MB HMBA Harz wird nach
AAVO0 gequollen und die erste Aminosare wird nach AAV1 angebracht. DieAminosauresequenawird durch
alternierendes Entschiitzennach AAV8 und Kupplung der nachsten Aminosaure in der Sequenz nachAAV5a
fortgeflhrt. Anschlief3end wird das Peptid nach AAV12 entschitzt und das Harz nach AAVO gewahen und
getrocknet. Ein kleiner Teil des Harzes wird abgenommen und davon das Peptid nach AAV13 fir eine ESI
MS Analyse abgespalten. ESMS, m/z (%): 1672.09 (25) [M+H] *, 836.45 (25) [M+2H] *2. Berechnete
Masse: 1671 g/mol. Gemessene Masse: 1671 g/mol.

NH,-DLYKVPSHCHPMMRTentaGel MB HMBA, StrepBP430:1*%! Verwendete Aminosauren mit
Seitenkettenschutzgruppen: FmoeAsp(OtBu)-OH, Fmoc-Cys(Trt)-OH, Fmoc-His(Trt) -OH,
Fmoc-Lys(Boc)}OH, FmocSer(tBu)-OH, Fmoc Tyr(tBu) -OH. 100 mg (2.3 umol, 1 4q) TentaGel MB HMBA
Harz wird nach AAVO gequollen und die erste Aminosaure wird nach AAV1 angebracht. Die
Aminosauresequenz wird durch alternierend es Entschiitzen nach AAV8 und Kupplung der néchsten
Aminoséure in der Sequenz nachAAV5a fortgefiihrt. AnschlieBend wird das Peptid nach AAV12 entschiitzt
und das Harz nach AAVO gewaschen und getrocknet. Ein kleiner Teil des Harzes wird abgenommen und
davon das Peptid nach AAV13 far eine ESMS Analys abgespalten.
ESKMS, m/z (%): 1757.72 (1) [M+H] *, 879.36 (25) [M+2H] *?, 586.91 (50), [M+3H] *3. Berechnete
Masse:1757 g/mol. Gemessene Masse: 175@/mol.

NH.-AWRHPQFG@entaGel MB HMBA, StrepBP5 31:%  Verwendete Aminosdauren  mit
Seitenkettenschutzgruppen: FmocArg(Pbf)-OH, FmocHis(Trt) -OH, FmocTrp(Boc)-OH. 100 mg
(2.3 umol, 1 &q) TentaGel MB HMBA Harz wird nach AAVO gequollen und die erste Aminosaure wird nach
AAV1 angebracht. DieAminosauresequenzwird durch altern ierendesEntschiitzennach AAV8 und Kupplung
der ndchstenAminoséure in der Sequenz nachAAV5afortgefuhrt. AnschlieRend wird das Peptid nach AAV12
entschitzt und das Harz nach AAVO gewaschen und getrocknet. Ein kleiner Teil des Harzes wird
abgenommen und davon das Peptid nach AAV13 fiir eine ESMS Analyse abgespalten. ESMS, m/z (%):
1054.67 (50) [M+H] *,528.05 (100) [ M+2H] *?. Berechnete Masse1055 g/mol. Gemessene Masse1055
g/mol
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NH,-HDHPQNLTentaGel MB  HMBA, StrepBP6 32:1*8  Verwendete  Aminosauren — mit
Seitenkettenschutzgruppen: FmoeAsp(OtBu)-OH, FmocHis(Trt) -OH. 100 mg (2.3 umol, 1 4q) TentaGel
MB HMBA Harz wird nach AAVO gegwllen und die erste Aminosaure wird nach AAV1 angebracht. Die
Aminosauresequenz wird durch alternierendes Entschitzen nach AAV8 und Kupplung der néchsten
Aminosaure in der Sequenz nachAAV5a fortgefiihrt. Anschlief3end wird das Peptid hach AAV12 entschiitzt
und das Harz nach AAVO gewaschen und getrocknet. Ein kleiner Teides Harzes wird abgenommen und
davon das Peptid nach AAV13 fir eine ESMS Analyse abgespalten. ESMS, m/z (%): 859.56 (30)

[M+H] *, 430.35 (100) [M+2H] *2. Berechnete Masse859 g/mol. Gemessene Masse859 g/mol.

Die folgenden  Peptoidsequenzen entsprechen Hits aus einer linearen  Hexapeptoid
OBOGBiIbliothek '*'23%71 und wurden in zyklisierter Form als Peptomere nachsynthetisiert:

Ac
NHZ-K(TAMRA)-K-Il\ILys+0NLys+0NLys+0NVal+0NLys+0NLeu+0 J , 61 (cyclo-1): 159 mg
H,N (59 umol, 1 &q) von Harz 83 wird nach AAVO
HoN (( gequollen und nach AAV3 mit Bromessigsaure
Q o acyliert. Das Harz wird nun gewaschen (AAV6)
NJ\/N\{ /\/gNHZ und mit den entsprechenden Aminen nach AAV4
HN_O o Oﬁ) N aminiert, gewaschen (AAV6) und mit
TAMRA. /\/\IN NH (ko Bromessigsaure acyliert (AAV3), bis mit der
H H N\( letzten Aminierung die entsprechende
/‘\< Peptoidsequenz vollsténdig ist. Die verwendeten
" /\(N © Amine sind: 45 (BocNLys?®), Isopropylamin
>/N 07\L (NVval*?), Isobutylamin (NLeu*). Nach Einbau
4 /z NH, des letzten Amins erfolgt die Acylierung mit

Chloressigsaure nach AAV3 und ein selektives
Entschitzen der LysinSeitenkette nach AAV10. Die Zyklisierung erfolgt in 2M DIPEA in DMF bei RT Uber
Nacht bei 600 rpm auf dem Schittler. Nach Waschen des Harzes nach AAV6 wird das Peptomer nach AAV12
entschitzt und vom Harz abgespalten. Die Reinigung desPeptomers erfolgt durch RRHPLC nach AAV151
CV isokratisch 0 % Eluent B, 3 CV linarer Gradient von 0-75% Eluent B), die Retentionszeit der beiden
Produkt-lsomere liegt bei 27.8 min und 28.2 min. ESI-MS, m/z (%): 1038,21 (10) [M -1H-TAMRA].
Berechnete Masse: 14488 g/mol. Gemessene Masse: 109.21 g/mol.
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Ac

NHZ-K(TAMRA)-K-1|VLys+0NLys+0NLys+0NLeu+0NVal+0NAsp+0 J , 62 (cyclo-2): 159 mg
HoN (59 umol, 1 &qg) von Harz 83 wird nach AAVO
N o H/ gequollen und nach AAV3 mit Bromessigsaure

NP NH, acyliert. Das Harz wird nun gewaschen (AAV6)

N \{ /\/" und mit den entsprechenden Aminen nach AAV4

N0 0 OY N aminiert, gewaschen (AAV6) und mit

TAMRA\” N NH (K o Bromessigsaure acyliert (AAV3), bis mit der
N\>_\ letzten Aminierung die entsprechende

N/—ﬂo Peptoidsequenz vollstandig ist. Die verwendeten

HN /\< T‘ Amine sind: 45 (Boc-NLys?®), Isopropylamin

>/N ) (NVal*?), Isobutylamin (NLeu*®), Glycin(OtBu)

o o XOH (OtBu-NAsp™). Nach Einbau des letzten Amins

erfolgt die Acylierung mit Chloressigsaure nach
AAV3 und ein selektives Entschiitzen der LysirSeitenkette nach AAV10. Die Zyklisierung erfolgt in 2 M
DIPEA in DMF bei RT Uber Nacht bei 600 rpm auf dem Schuttler. Nach Waschenas Harzes nach AAV6 wird
das Peptomer nach AAV12 entschitzt und vom Harz abgespalterDie Reinigung desPeptomers erfolgt durch
RP-HPLC nach AAV15(1 CV isokratisch 0 % Eluent B, 3 CV linearer Gradient von 075% Eluent B), die
Retentionszeit der beiden Pradukt-lsomere liegt bei 27.8 min und 28.2 min. ESI-MS, m/z (%): 1025.26 (5)
[M-1H-TAMRA] . Berechnete Masse: 186.81 g/mol. Gemessene Masse: 102&6 g/mol.

Ac
I
NH,-K(TAMRA)-K-NLys *ONLys ONSer*!NLys *’NLys*ONLeu*° J , 63 (cyclo-3): 159 mg
H,N (59 pmol, 1 aq) von Harz 83 wird nach AAVO
gequollen und nach AAV3 mit Bromessigsaure

H,N
j\k N o acyliert. Das Harz wird nun gewaschen (AAV6) und
NJ\/N\{ OH
o) r~
0 N

mit den entsprechenden Aminen nach AAV4
H,N__O aminiert, gewaschen (AAV6) und mit

2 Y
TAMRA\N/\/\IN NH (go Bromessigséaure acyliert (AAV3), bis mit der letzten
H H

N Aminierung die entsprechende Peptoidsequenz

/’< \\\\\ vollstandig ist. Die verwendeten Amine sind: 45

A N @ SNH; (BooNLys®), 48 (TIPSNSer!), Isobutylamin
IL (NLeu™®). Nach Einbau des letzten Amins erfolgt die

~

N

}K ° NH; letzte Acylierung mit Chloressigsaure nach AAV3
und ein selektives Entschiitzen der LysirSeitenkette

nach AAV10. Die Zyklisierung erfolgt in 2 M DIPEA in DMF bei RT Uber Nacht bei 600 rpm auf dem Schiittler.

Nach Waschen des Harzes nach AAV6 wird das Peptomer nach AAV12 entschiitzt und vom Harz abgespalten.

Die Reinigung des Peptomers erfolgt durch RRHPLC nach AAVS (1 CV isokratisch 0 % Eluent B, 3 CV

linearer Gradient von 0-75% Eluent B), die Retentionszeit der beiden Produktisomere liegt bei 29.0 min

und 29.4 min. ESI-MS, m/z (%): 1038.29 (10) [M -1H-TAMRA]". Berechnete Masse: 181.85 g/mol.

Gemessene Masse: 10329 g/mol.
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Ac

NH,-K(TAMRA)-K- ]l\ILys+ONLys+0NLeu+0NLys+0NVal+0NLeu+0 J , 64 (cyclo-4): 159 mg
(59 umol, 1 &q) von Harz 83 wird nach AAVO

H/ gequollen und nach AAV3 mit Bromessigsaure

jI J\/N acyliert. Das Harz wird nun gewaschen (AAV6) und

mit den entsprechenden Aminen nach AAV4
aminiert, gewaschen  (AAV6) und  mit
Bromessigsaure acyliert (AAV3), bis mit der letzten

;N\\\L Aminierung die entsprechende Peptoidsequenz
NYO NH,

vollstandig ist. Die verwendeten Amine sind: 45

HN /\< (Boc-NLys™), Isopropylamin (NVval *?),
}N o) Isobutylamin (NLeu™®). Nach Einbau des letzten
o X Amins erfolgt die Acylierung mit Chloressigsaure

nach AAV3 und ein selektives Entschiitzen der Lysin
Seitenkette nach AAV10. Die Zyklisierung erfolgt in 2 M DIPEA in DMFbei RT Uber Nacht bei 600 rpm auf
dem Schittler. Nach Waschen des Harzes nach AAV6 wird das Peptomer nach AAVERtschiitzt und vom
Harz abgespalten. Die Reinigung defPeptomers erfolgt durch RRHPLC nach AAV15(1 CV isokratisch 0 %
Eluent B, 3 CV linearer Gradient von 0-75% Eluent B), die Retentionszeit der beiden Produktisomere liegt
bei 27.8 min und 28.2 min. ESI-MS, m/z (%): 1438.68 (5) [M+H] *, 478.95 (50) [M+3H] **.Berechnete
Masse: 143%.87 g/mol. Gemessene Masse: 1437.683/mol.

Ac
NHZ-K(TAMRA)-K-]l\ILys+0NLys+0NVal+0NLys+0NPhe”NLeu+0 J , 65 (cyclo5): 159 mg
N HaN (59 umol, 1 &q) von Harz 83 wird nach AAVO
2 o H/ gequollen und nach AAV3 mit Bromessigséure
Lk J\/N 0 acyliert. Das Harz wird nun gewaschen (AAV6) und
N \f >\ mit den entsprechenden Aminen nach AAV4
/\/HiNIO 9 Oﬁ) N aminiert, gewaschen  (AAW) und  mit
TAMRA\ﬁ N NH (g 0 Bromessigsaure acyliert (AAV3), bis mit der letzten

N

Aminierung die entsprechende Peptoidsequenz
NﬂO\NHZ vollstandig ist. Die verwendeten Amine sind: 45
HN /\< \ (Boc-NLys™), Isopropylamin (Nval*?),
>/N o) Isobutylamin (NLeu*®), Phenethylamin (NPhe™).
o X Nach Einbau des letzten Amins erfolgt die Acylierung
mit Chloressigsdure nach AAV3 und ein selektives
Entschitzen der LysinSeitenkette nach AAV10. De Zyklisierung erfolgt in
2 M DIPEA in DMF bei RT Uber Nacht bei 600 rpm auf dem Schiittler. Nach Waschedes Harzes nach AAV6
wird das Peptomer nach AAV12 entschitzt und vom Harz abgespalten. Die Reinigung deBeptomers erfolgt
durch RP-HPLC nach AAV1Y1 CV isokratisch 0 % Eluent B, 3 CV linearer Gradient von 875% Eluent B),

die Retentionszeit der beiden Rodukt-Isomere liegt bei 27.6 min und 27.8 min. ESI-MS, m/z (%): 1069.34
(5) [M -1H-TAMRA]'". Berechnete Masse: 182.86 g/mol. Gemessene Masse: 10784 g/mol.

Material und Methoden 129



Ac
NH2-K(TAMRA)-K-]l\lLys+ONLys+0NVal+0NLeu+0NLeu+0NLeu+0 J , 66 (cyclo-6): 159 mg
H,N (59 pmol, 1 &aq) von Harz 83 wird nach AAVO
HoN gequollen und nach AAV3 mit Bromessigsaure acyliert.
\H\ 0 o Das Harz wird nun gewaschen (AAV6) und mit den
NJK/N\{ >‘ entsprechenden Aminen nach AAV4 aminiert,
HN__O o © N gewaschen (AAV6) und mit Bromessigsaure acyliert

2 Y
TAMRA. /\/\IN NH (go (AAV3) bis die entsprechende Peptoidsequenz
H H

vollstandig ist. Die verwendeten Amine sind: 45 (Boc-

N
/’ﬂv\ NLys™®), Isopropylamin (NVal*®), Isobutylamin
o)

o /\<N (NLeu™). Nach Einbau des letzten Amins erfolgt die
»/N \ 3\ Acylierung mit Chloressigsaure na&h AAV3 und ein
4 /z selektives Entschitzen der LysiASeitenkette nach
AAV10. Die ZykKlisierung erfolgt in 2 M DIPEA in DMF
bei RT Uber Nacht bei 600 rpm auf dem Schittler. Nach Waschen des Harzes nach AAV6 wird das Peptomer
nach AAV12 entschiitzt und vom Harz algespalten. Die Reinigung desPeptomers erfolgt durch RRHPLC
nach AAV15(1 CV isokratisch 0 % Eluent B,3 CV linearer Gradient von 0-75% Eluent B), die Retentionszeit
der beiden Produkt-lsomere liegt bei 289 min und 29.3 min. ESI-MS, m/z (%):
1423,68 (5) [M -H] -, 1006.57 (100) [M -H-TAMRA]". Berechnete Masset419.87 g/mol. Gemessene Masse:
1007.57 g/mol.

Ac

NH2-K(TAMRA)-K-I|VLys+0NLys+0NVal+0NLys+0NPhe”NAsp+0 J , 67 (cyclo-7): 159 mg
H2N (59 umol, 1 &q) von Harz 83 wird nach AAVO
FN H/ gequollen und nach AAV3 mit Bromessigsaure

Lk JC])\/N o) acyliert. Das Harz wird nun gewaschen (AAV6)

N \f >\ und mit den entsprechenden Aminen nach AAV4

HN 20 o O\[) N aminiert, gewaschen (AAV6) und mit
TAMRA~N&/\IN NH (go Bromessigsaure acyliert (AAV3), bis mit der
; ; N’\/\,NH2 letzten Aminierung die entsprechende
N/’<o Peptoidsequenz vollstandig ist. Die verwendeten

HN /\< \\\Q Amine sind: 45 (Boc-NLys™), Isopropylamin

>/N Y (NVal*?), Phenethylamin (NPhe'!), Glycin(OtBu)

o 5 2 (OtBu-NAsp™). Nach Einbau des letzten Amins

OH erfolgt die Acylierung mit Chloressigsaure nach

AAV3 und ein selektives Entschiitzen der LysirSeitenkette nach AAV10. Die Zyklisierung erfolgt in 2 M
DIPEA n DMF bei RT Uiber Nacht bei 600 rpm auf dem Schiittler. Nach Waschen des Harzes nach AAV6 wird
das Peptomer nach AAV12 entschitzt und vom Harz abgespalterDie Reinigung desPeptomers erfolgt durch
RPHPLC nach AAV15(1 CV isokratisch 0 % Eluent B, 3 CV lirearer Gradient von 0-75% Eluent B), die
Retentionszeit der beiden Produktisomere liegt bei 29.7 min und 30.1 min. ESI-MS, m/z (%): 1073.87
(100) [+H -TAMRA]", 546.75 (25) [M+2H -TAMRA]*?. Berechnete Masse: 184.8 g/mol. Gemessene
Masse: 1072.87g/mol.
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Ac
I
NH,-K(TAMRA)-K-NLys °NLys*°NPhe*!NLys*'NPhe*INLeu*° J , 68 (cyclo-8): 159 mg
(59 umol, 1 aq) von Harz 83 wird nach AAVO
gequollen und nach AAV3 mit Bromessigsaure

H,N
LK j)\/N ﬁ acyliert. Das Harz wird nun gewaschen (AAV6)
N \f
0 o OY
NH

0

und mi t den entsprechenden Aminen nach AAV4

/\/H\ZNI N aminiert, gewaschen (AAV6) und  mit

TAMRA~H N (KO Bromessigsaure acyliert (AAV3) bis die
N

’\/\,NH2 entsprechende Peptoidsequenz vollstandig ist. Die
/ g verwendeten Amine sind: 45 (Boc-NLys™),

HN /\<N\\C:© Isobutylamin (NLeu*®), Phenethylamin (NPhe™).
>/N 5 Nach Einbau des letzten Amins erfdgt die
o /z Acylierung mit Chloressigsaure nach AAV3 und ein
selektives Entschitzen der LysiASeitenkette nach
AAV10. Die Zyklisierung erfolgt in 2 M DIPEA in DMF bei RT Uber Nacht bei 600 rpm auf dem Schiittler.
Nach Wascha des Harzes nach AAV6 wird das Peptmer nach AAV12 entschiitzt und vom Harz abgespalten.
Die Reinigung des Peptomers erfolgt durch RRHPLC nach AAV15(1 CV isokratisch 0 % Eluent B, 3 CV
linearer Gradient von 0-75% Eluent B), die Retentionszeit der beiden Produkt-lsomere liegt bei 28.9 min

und 29.3 min. ESI-MS, m/z (%): 1131.57 (100) [M -H-TAMRA]". Berechnete Masse: 184.86 g/mol.
Gemessene Masse: 1132.5@/mol.

Ac
NHZ—K(TAJ\/IRA)-K—]l\ILys+0NLeu+0NLys+0NLys+0NPhe+lNAsp“) J , 69 (cyclo-9): 159 mg
HoN (59 umol, 1 &q) von Harz 83 wird nach AAVO
Wj\ j\/N o gequollen und nach AAV3 mit Bromessigsaure
N \{ /\/\/NHZ acyliert. Das Harz wird nun gewaschen (AAV6)
HN_20O o O}) N und mit den entsprechenden Aminen nach AAV4
TAMRA\N/\/\/\/[N NH (go aminiert, gewaschen (AAV6) und mit
H H N’\/\’NH2 Bromessigsaure acyliert (AAV3), bis mit der
/«o letzten Aminierung die entsprechende
HN N Peptoidsequenz volstandig ist. Die verwendeten

(NLeu™), Phenethylamin (NPhe'?),
Glycin(OtBu) (OtBu-NAsp™®). Es folgt eine letzte
Acylierung mit  Chloressigsaure nach  AAV3 und ein  selektives Enthitzen  der
Lysin-Sdtenkette nach AAV10. Die Zyklisierung erfolgte in 2 M DIPEA in DMF bei RT Uber Nacht bei 600
rpm auf dem Schuttler. Nach Waschen des Harzes nach AAV6 wird das Peptomer nach AAV12 entschiitzt
und vom Harz abgespalten. Die Reinigung desPeptomers erfolgt durch RRHPLC nach AAV15(1 CV
isokratisch 0 % Eluent B, 3 CV linearer Gradient von 375% Eluent B), die Retentionszeit der beiden Produkt
Isomere liegt bei 314 min und 31.8 min. ESI-MS, m/z (%):
1087.17 (5) [M -H-TAMRA]". Berechnete Masse: 1498.81g/mol. Gemessene Masse: 1088.1@/mol.

° 0

>/N/\<O Amine sind: 45 (Boc-NLys™), Isobutylamin
;ZOH
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Ac

[
NH,-K(TAMRA)-K-NLys °NLeu*9NLys *°NPhet*INLys T°NAsp+° J , 70 (cyclo-10): 159 mg

H,N

Lk o
Aw
N
HN__O OOY
TAMRA /\/\I NH
N N (go

H H

Ha

N/f<O
HN>ro i\g ILN

OH

\{:/\/\' .

N\/\©

(59 umol, 1 aq) von Harz 83 wird nach AAVO
gequollen und nach AAV3 mit Bromessigsaure
acyliert. Das Harz wird nun gewaschen (AAV6)
und mit den entsprechenden Aminen nach AAV4
aminiert, gewaschen (AAV6) und mit
Bromessigsaure acyliert (AAV3), bis mit der
letzten Aminierung die entsprechende
Peptoidsequenz vollstandig ist. Die verwendeten
Amine sind: 45 (Boc-NLys™), Isobutylamin
(NLeu*?), Phenethylamin (NPhe'?),
Glycin(OtBu) (OtBu-NAsp®). Es folgt eine letzte

Acylierung mit Chloressigsaure nach AAV3 und ein selektives Entschiitzen der LysiBeitenkette nach AAV10.
Die zyklisierung erfolgte in 2 M DIPEA in DMF bei RT Uber Nacht bei 6@ rpm auf dem Schuttler. Nach
Waschen des Harzes nach AAV6 wird das Peptomer nachAd/12 entschiitzt und vom Harz abgespalten. Die
Reinigung desPeptomers erfolgt durch RRHPLC nach AAV15(1 CV isokratisch 0 % Eluent B, 3 CV linearer
Gradient von 0-75% Eluert B), die Retentionszeit der beiden Produkt-lsomere liegt bei 31.4 min und 31.8
min. ESKMS, m/z (%): 543.55 (10) [M -2H-TAMRA]?. Berechnete Masse: 149881 g/mol. Gemessene

Masse: 108.1 g/mol.

Ac
I

NH,-K(TAMRA)-K-NLeu*°NLys*ONLys*ONLeu*°NLys*ONLeu*’ ] , 71 (cyclo-11): 159 mg
Hal (59 umol, 1 aqg) von Harz 83 wird nach AAVO

o ,/( gequollen und nach AAV3 mit Bromessigsaure

\( J\/N 0 acyliert. Das Harz wird nun gewaschen (AAV6)

N NH . .
\f S~ und mit den entsprechenden Aminen nach AAV4
N

H,N__O o OY
TAMRA _ /\/\I NH (&O
N N

H H N?\

N ;o

NIV N

NH,
o)

aminiert, gewaschen (AAV6) und mit
Bromessigséure acyliert (AA\B), bis mit der
letzten Aminierung die entsprechende
Peptoidsequenz vollstdndig ist. Die verwendeten
Amine sind: 45 (Boc-NLys™), Isobutylamin
(NLeu*). Nach Einbau des letzten Amins erfolgt
die Acylierung mit Chloressigsédure nach AAV3
und ein selektives Entschitzen der Lysin

Seitenkette nach AAV10. Die Zyklisierung erfolgt in 2 M DIPEA in DMF bei RT Gber Nacht bei 600 rpm auf
dem Schittler. Nach Waschen des Harzes nach AAV6 wird das Peptomer nach AAV12 entschiitzt und vom
Harz abgespalten.Die Reinigung desPeptomers erfolgt durch RRHPLC nach AAV15(1 CV isokratisch 0 %
Eluent B, 3 CV linearer Gradient von 0-75% Eluent B), die Retentionszeit der beiden Produktisomere liegt

bei 31.4 min und 31.8 min. ESI-MS, m/z (%):

1039. 75 (15) [M -H-TAMRA], 520.95 (90) [M -2H-

TAMRA] 2. Berechnete Masse: 151.19 g/mol. Gemessene Masse: 10405 g/mol.
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Ac

NHZ-K(TAMRA)-K-IlVLeu+0NLys+0NLys+0NVal+0NPhe+1NAsp+0 | , 72 (cyclo-12): 159 mg
HoN (59 umol, 1 aq) von Harz 83 wird nach AAVO

o ,/( gequollen und nach AAV3 mit Bromessigaure

\( J\/N o) acyliert. Das Harz wird nun gewaschen (AAV6)

N \( /\/\/NHZ und mit den entsprechenden Aminen nach AAV4

HN 2O o Oﬁ) N aminiert, gewaschen (AAV6) und mit
TAMRA~N/\/\IN NH (go Bromessigsaure acyliert (AAV3), bis mit der
. . N letzten Aminierung die entsprechende
/?<o Peptoidsequenz vollsténdig ist. Die verwendegn

HN /\<N\© Amine sind: 45 (Boc-NLys™), Isobutylamin
} NGB (NLeu™), Isopropylamin (Nval ™),
o ;Z Phenethylamin (NPhe™), Glycin(OtBu) (OtBu -
OH NAsp®). Nach Einbau des letzten Amins erfolgt
die Acylierung mit Chloressigsaure nach AAV3 und ein selektives Entsdlizen der Lysin-Seitenkette nach
AAV10. Die Zyklisierung erfolgt in 2 M DIPEA in DMF bei RT Uber Nacht bei 600 rpm auf dem Schiittler.
Nach Waschen de Harzes nach AAV6 wird das Peptomer nach AAV12 entschitzt und vom Harz abgespalten.
Die Reinigung desPepibmers erfolgt durch RRHPLC nach AAV15(1 CV isokratisch 0 % Eluent B, 3 CV
linearer Gradient von 0-75% Eluent B), die Retentionszeit der beiden Pralukt-lsomere liegt bei 31.4 min
und 31.8 min. ESI-MS, m/z (%): 1058.87 (10) [M+H -TAMRA]*, 529.94 (35) [M +2H -TAMRA]*2.
Berechnete Masse: 169.79 g/mol. Gemessene Masse: 103.87 g/mol.

Ac

NH2-K(TAMRA)-K-1|VLeu+0NLeu+0NLys+0NLys+0NPhe+1NA5p+0 J . 73 (cyclo-13): 159 mg
o (59 umol, 1 aq) von Harz 83 wird nach AAVO
\( J\/N o) gequollen und nach AAV3 mit Bromessigsaure

N \{ /\/\/NH2 acyliert. Das Harz wird nun gewaschen (AAV6)

/\/TIO Q OY N und mit den entsprechenden Aminen nach AAV4

TAMRA. N NH (g o aminiert, gewaschen (AAV6) und  mit
: : N™N~CNH, Bromessigsaure acyliert (AAV 3) bis mit der
N/—_<O letzten Aminierung die entsprechende

HN /\< \© Peptoidsequenz vollstdndig ist. Die verwendeten

}N o) Amine sind: 45 (Boc-NLys™), Isobutylamin

o ;Z (NLeu™), Phenethylamin (NPhe'),

OH Glycin(OtBu) (OtBu-NAsp™). Nach Einbau des

letzten Amins erfolgt die Acylierung mit Chloressigsaure nach AAV3 und ein selektives Entschiitzen der Lysin
Seitenkette nach AAV10. DieZyklisierung erfolgt in 2 M DIPEA in DMF bei RT tber Nacht bei 600 rpm auf
dem Schittler. Nach Wascha des Harzes nach AAV6 wird das Peptomer nach AAV12 entschitzt und vom
Harz abgespalten. Die Reinigung des Peptomers erfolgt durch
RPHPLC nach AAV15(1 CV isokratisch 0 % Eluent B, 3 CV linearer Gradient von 075% Eluent B), die
Retentionszeit der beiden Produkt-Isomere liegt bei 29.5 min und 30.1 min. ESI-MS, m/z (%): 1072.87
(10) [M+H -TAMRA]*, 537.25 (30) [M+2H -TAMRA]*?, 358.29 (100) [M+H -TAMRA]**. Berechnete
Masse: 1483.80 g/mol. Gemessene Masse: 1071.8%/mol.
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Ac

NHZ-K(TAJ\/IRA)-K-Il\IVal+ONLys+0NLys+0NPhe+1NLys+0NLeu+0 J , 74 (cyclo-14): 159 mg
NH, (59 umol, 1 aq) von Harz 83 wird nach AAVO
//,/ gequollen und nach AAV3 mit Bromessigsaure

o acyliert. Das Harz wird nun gewaschen (AAV6)

0
PP
N \{ NH2 - und mit den entsprechenden Aminen nach AAV4
N/\/\/

H.N._O o OY aminiert, gewaschen (AAV6) und mit
TAMRA\N/\/\IN NH

Bromessigsaure acyliert (AAV3), bis mit der

-~
N letzten Aminierung die entsprechende
/ QO\Q Peptoidsequenz vollstandig ist. Die verwendeten

H H
N /\(N\\\L Amine sind: 45 (BocNLys™), Isobutylamin

} NGO N, (NLeu™), Phenethylamin (NPhe'?),

o J Isopropylamin (NVal*®). Nach Einbau des letzten

Amins erfolgt die Acylierung mit Chloressigsaure

nach AAV3 undein selektives Entschitzen der LysirSeitenkette nach AAV10. Die Zyklisierung erfolgtin 2

M DIPEA in DMF bei RT Uber Nacht bei 600 rpm auf dem Schiittler. Nach Waschen des Harzes nach AAV6
wird das Peptomer nach AAV12 entschitzt und vom Harz abgespalten. 2 Reinigung desPeptomers erfolgt
durch RP-HPLC nach AAV151 CV isokratisch 0 % Elent B, 3 CV linearer Gradient von 0-75% Eluent B),
die Retentionszeit der beidenProdukt-Isomere liegt bei 31.3 min und 31.7 min. ESI-MS, m/z (%): 1072.17
(100) [M -H-TAMRA]". Berechnete Masse: 182.86 g/mol. Gemessene Masse: 1073L7 g/mol.

Ac
NHZ-K(TAMRA)-K-]|VPhe+1NLys+0NLys+0NLeu+0NLys+0NLeu+0 ] , 75 (cyclo-15): 159 mg
HaN (59 umol, 1 aq) von Harz 83 wird nach AAVO
o H/ gequollen und nach AAV3 mit Bromessigsaure
NJ\/N \{O /—/_JNHZ acyllerF. Das Harz wird nun gevyaschen (AAV6)
und mit den entsprechenden Aminen nach AAV4
/\/HQNIO 9 o\{) \ aminiert, gewaschen (AAV6) und mit
TAMRA\ﬂ N NH ﬁ o Bromessigsaur'e. acyliert (AAVB), bis mit der
j\ letzten Aminierung die entsprechende
N/’<O Peptoidsequenz vollstéandig ist. Die verwendeten
HN /\< Amine sind: 45 (Boc-NLys™), Isobutylamin
}N 0 NH, (NLeu™), Phenethylamin (NPhe'!). Nach Einbau
o X des letzten Amins erfolgt die Acylierung mit

Chloressigsaure nach AAV3 und ein selektives
Entschitzen der LysinSeitenkette nadh AAV10. Die Zyklisierung erfolgt in 2 M DIPEA in DMF bei RT tber
Nacht bei 600 rpm auf dem Schuttler. Nach Waschen des Harzes nachAV6 wird das Peptomer nach AAV12
entschitzt und vom Harz abgespalten. Die Reinigung deseptomers erfolgt durch RRHPLC nad AAV15 (1
CV isokratisch 0 % Eluent B,3 CV linearer Gradient von 0-75% Eluent B), die Retentionszeit der beiden
Produkt-Isomere liegt bei 29.5 min und 30.1 min. ESI-MS, m/z (%): 1084.87 (65) [M -H-TAMRA].
Berechnete Masse: 14987 g/mol. Gemessene Mass: 1085.87 g/mol.
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Ac

NHZ-K(TAMRA)-K-]l\IPhe+1NLys+0NLys+0NVal+0NPhe“NAsp+0 J , 76 (cyclo-16): 159 mg
HoN (59 pmol, 1 &q) von Harz 83 wird nach AAVO
o gequollen und nach AAV3 mit Bromessigsaure

J\/N o] NH, acyliert. Das Harz wird nun gewaschen (AAV6)

N \f /_/_/ und mit den entsprechenden Aminen nach AAV4

HN 20 o © N aminiert, gewaschen (AAV6) und mit
TAMRA\N/\/\IN NH (RO Bromessigsaure acyliert (AAV3), bis mit der
" : N \( letzten Aminierung die entsprechende
N/__<o Pepbidsequenz vollstandig ist. Die verwendeten

HN /\< \@ Amine sind: 45 (Boc-NLys?®), Isopropylamin

}N ol (NVal*®), Phenethylamin (NPhe™), Glycin(OtBu)

o} o ?Z (OtBu-NAsp™). Nach Einbau des letzten Amins

OH erfolgt die Acylierung mit Chloressigsaure nach

AAV3 und ein selektives Entschiitzen der LysirSeitenkette nach AAV10. Die Zyklisierung erfolgt in 2 M
DIPEA in DMF bei RT Uber Nacht bei 600 rpm auf dem Schiittler. Nach Waschen des Harzes nachi6 wird
das Peptomer nach AAV12 entschitzt und vom Harz abgespalten. DiReinigung desPeptomers erfolgt durch
RP-HPLC nach AAV15(1 CV isokratisch 0 % Eluent B, 3 CV linearer Gradient von 075% Eluent B), die
Retentionszeit der beiden Produktisomere liegt bei 28.6 min und 29.3 min. ESI-MS, m/z (%): 1106.87 (10)
[M+H -TAMRA]*, 554.25 (25) [M+2H -TAMRA]*?, 368.96 (100) [M+3H -TAMRA]*. Berechnete Masse:
1527.77 g/mol. Gemessene Masse: 1105.8g/mol.

Ac
[
NH,-K(TAMRA)-K-NPhe*'NLys " 'NSer*'NLys ™ 'NVal"'NLeu™’ J 77  (cyclo-17): 159 mg

(59 umol, 1 aq) von Harz 83 wird nach AAVO

HoN
o H/ gequollen und nach AAV3 mit Bromessigsaure
J\/N o) on acyliert. Das Harz wird nun gewaschen (AAV6)
N /
\{N

und mit den entsprechenden Aminen nach AAV4

0
/\/HQNIO 9 ﬁ) aminiert, gewaschen (AAV6) und mit
TAMRA\ﬂ N NH (g o Bromessigsaure acyliert (AAV3) bis mit der letzten
N'\/\’NHZ Aminierung die entsprechende Peptoidsequenz
/ i\o vollstandig ist. Die verwendeten Amine sind: 45

N
HN hd (Boc-NLys™), Isobutylamin (NLeu*),
» N o) Isopropylamin (Nval*®), Phenethylamin

¢ ,z (NPhe™),

48 (TIPSNSer). Nach Einbau des letzten Amins
erfolgt die Acylierung mit Chloressigsdure nath AAV3 und ein selektives Entschiitzen der
Lysin-Seitenkette nach AAV10. Die Zyklisierung erfolgt in 2 M DIPEA in DMF bei RT Uber Nacht bei 600 rpm
auf dem Schittler. Nach Waschen des Harzes nach AAV6 wird das Peptomer nach AAV12 entschitzt und
vom Harz abgegalten. Die Reinigung desPeptomers erfolgt durch RRHPLC nach AAV15(1 CV isokratisch

0 % Eluent B, 3 CV linearer Gradient von 0:75% Eluent B), die Retentionszeit der beiden Produktisomere
liegt bei 31.3 min und 31.7 min. ESI-MS, m/z (%):
521.05 (100) [M-2H-TAMRA]?. Berechnete Masse: 185.79 g/mol. Gemessene Masse: 1044.1g/mol.
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Ac
NH,-K(TAMRA)- KIl\IPhe”NTrp+1NPhe+1NTrp+1NPhe+ZNLys+0 ] , 78 (cyclo-18): 159 mg
(59 umol, 1 aq) von Harz 83 wird nach AAVO
gequollen und nach AAV3 mit Chloressigsaure
acyliert. Das Harz wird nun gewaschen (AAV6)

N N\{ /\/@ und mit den entsprechenden Aminen nach AAV4
6 40 ﬁ) i .

N aminiert, gewaschen (AAV6) und mit
TAMRA. /\/\I NH (EO Chloressigsaure acyliert (AAV3) bis mit der letzten
H N Aminierung die entsprechende Peptoidsequenz
/“Q \\\@ vollstandig ist. Die verwendeten Amine sind: 45
° (Boc-NLys™), Phenethylamin (NPhe™),
»/ /\< \Q Tryptamin (NTrp **). Nach Einbau des letzten
Amins erfolgt die Acylierung mit Chloressigsaure
é nach AAV3 und ein selektives Entschitzen der
NH, Lysin-Seitenkette nach AAV10. Die ZykKlisierung

erfolgt in 2 M DIPEA in DMF bei RT Uber Nacht lei 600 rpm auf dem Schittler. Nach Waschen des Harzes
nach AAV6 wird das Peptomer nach AAV12 entschiitzt und vom Harz abgespalten. Die Reinigung des
Peptomers erfolgt durch RRHPLC nach AAV15(1 CV isokratisch 0 % Eluent B,3 CV linearer Gradient von
0-75% Eluent B), die Retentionszeit der beiden Produktlsomere liegt bei 34.0 min und 35.0 min. ESI-MS,
m/z (%): 1329.68 (10) [M -H-TAMRA]. Beretnete Masse: 1736.81 g/mol. Gemessene Masse: 1330.68
g/mol.

6.5.3. Proteasestabilité von Peptiden

Um die Aktivitat von Trypsin im Puffersystem zu dberprifen, werden 20 pL einer 25 pM
N-BenzoytD,L-Arginin -p-nitroanilid  (BAPNA) -Losung in Puffer C mit 20 pL einer 1.25 pU
Trypsin-Losung in Puffer C dber Nacht bei RT und 600 rpm auf dem Schittler inkubiert. 20 pL
Trifluo ressigsaure (TFA) wird zugegeben, um das Enzym auszuféllen, und es wird fir 3 min bei 2500 g
zentrifugiert. Der Uberstand wird mit einer Hamilton -Spritze aufgenommen und durch RRHPLC (linearer
Gradient 0-100% Eluent B Ube 6 CV) mit Photodiodenarray Detektor analysiert. Als Referenz dient eine
Loésung gleicher Zusammensetzung, bei der alle Komponenten sofort zusammenpipettiert und anschlief3end
zentrifugiert werden. Der Analyt weist eine Retentionszeit von 19.1 min und auf und wird bei einer
Wellenlange von 314 nm detektiert. Die Flachen unter den Peaks bei 19.1 min vor und nach Trypsinverdau
werden integriert und miteinander verglichen. Eine Abnahmeder Flache zeigt eine Umsetzung des Substrates
an.
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20 pL einer 25 uM Ldsungdes Peptids (LBRPCycloops@TAMRA 25 oder ILBRPLoops@Fluo 5) in Puffer C
wird mit 20 L einer 1.25 pU Trypsin -Lésung in Puffer C Uber Nacht bei RT und 600 rpm auf dem Schuttler
inkubiert. 20 pL Trifluoressigsaure (TFA) wird zugegeben, um das Enzym auszufalle, und es wird fir 3 min
bei 2500 g zentrifugiert. Der Uberstand wird mit einer Hamilton -Spritze aufgenommen und durch RP18
HPLC (linearer Gradient 0-100% Eluent B Uber 6 CV) analysiert. Als Referenz dient eineLosung gleicher
Zusammensetzung, bei der alleKomponenten sofort zusammenpipettiert und anschlieRend zentrifugiert
werden. ILBRPCycloops@TAMRA 25 weist eine Retentionszeit von 18.5 min bei einer Wellenlange von550
nm auf, ILBRPLoop®)-Fluo 5 eine von 19.9 min bei 440 nm. Die Flachen unter den Signalen werden
integriert und mit den entsprechenden Referenzerverglichen. Eine Abnahme der Peakflache eigt qualitativ
den Abbau des Peptids durch die Protease an.

6.5.4.Mix-and-Split Synthese

Um die statistische Wahrscheinlichkeit zu erhohen, dass alle mogliche Sequenzen bei einer
Mix-and-Split Synthese auf dem Syntheseharz entstehen, sollte die dreifache M®&e an Syntheseharz
eingesetzt werden, die nétig wére, um jede mégliche Sequenz auf einem Partikel abzubildert*°* Die Anzahl
aller moglicher Sequenzen N ergibt sich aus dem Produkt der Anzahlaller verwendeten Monomere ny in
jedem Syntheseschritt x.

O € 2¢ 2¢ 8¢

Mix -and-Split Synthese einer Bibliothek zyk lischer Pentapeptoide

Die berechnete Menge an TentaGel MB HMBA Harz wird in eine 30 mL Spritze mit Filterfritte eingewogen,
nach AAVO gequollen und nach AAV5a mit 6-Aminohexansédure funktionalisiert. Nach
Beladungsbestimmung des Harzes nach AAV7 wird das Harz nach AAV6 gewaschen und nach AAVS8
entschutzt. Nach erneutem Waschen nach AAV6 wird Fmo&Cys(Trt)-OH nach AAV5aangebracht und der
N-Terminus nach AAVS8 entschitzt. Im Anstiluss daran wird das Harz nach AAV3 mit Chloressigsaure
acyliert und nach AAV6 gewaschen. Die Partikel werden nun gleichméaRig in zehn2 mL Spritzen mit
Filterfritten aufgeteilt und nach AAV4 mit zehn verschiedenen AminLésungen aminiert. Funf der Amine
(analog zu NLys?, NLeu™, NVal*®, NAsp™® und NPhe™) wurden aufgrund ihres hohen Vorkommens in
Hits einer linearen Peptoid-Bibliothek! ausgewahlt. Vier der Amine NAla™, NMet*®, NArg*® und NThr*?
kommen als analoge Aminosauren im CXCL8bindenden Peptid IL8RPLoopsE6 vor und NHis™ ist sehr
kostengunstig erhéltlich. Die Reaktion wird mittels Chloranil -Test nach AAV9 kontrolliert und das Harz nach
AAV6 gewaschen. Das Harz wird wieder in der 30 mL Spritze vereinigt und nach AAV3 mit Choressigsaure
acyliert. Diese Schritte werden insgesamt finfmal wiederholt, bis die PentamerSequenzen vollstandig sind.
Es folgt noch eine Acylierung nach AAV3 mit Chloessigsdure und die orthogonale Abspaltung der
Tritylschutzgruppe vom Homo-Cystein nach AAV10. Nach mehrmégem Waschen des Harzes mit DMFach
AAV6 wird es zur Zyklisierung der Sequenz tber Nacht in 2 M DIPEA in DMF bei RT und 600 rpm auf dem
Schittler ink ubiert. Das Harz wird nochmals nach AAV6 gewaschen und die Seitenkettenschutzgruppen nach
AAV12 entfernt. Nun wird das Harz erst nach AAV6 und schlieBlich mehrfach mit Puffer C neutral
gewaschen.
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OBOCBIbliothek zyklischer Pentapeptoida8:

Tabelle 6.6: Mix-and-Split Bibliothek 38 mit 10°= 100000 mdglichen Sequenzen.

R: R, Rs R4 Rs

NAla*® NAla*® NAla*© NAla* NAla*®
NAsp™® NAsp™® NAsp® NAsp'® NAg ™
NPhe' NPhe' NPhe™ NPhe't NPhe't
NHis*?! NHis*"?! NHis*?! NHis*?! NHis* !
NLeu" NLeu" NLeu" NLeu" NLeu"
NLys™ NLys™ NLys™ NLys™ NLys™
NMet* NMet* NMet* NMet*™ NMet*™
NArg*® NArg*® NArg*® NArg* NArg*®
NThrt NThrt NThr*t NThr*? NThr*t
NVal*® NVal*® NVal*® NVal™ NVal*

Die Mix-and-Split Synthese der OBOGBIbliothek 38 wurde nach oben beschriebener Methode auf
2.1 g TentaGel MB HMBA Harz durchgefihrt.
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6.6. Screening vonSubstanzhibliatheken

Im Folgenden wird das Screening von OBO@Bibliotheken mit zwei verschiedenen Methoden beschrieben. Des
Weiteren wird die Methode der Magnetseparation angewendet um verschiedene CXCR#&xprimierende Zellen
aus Suspensionen und Blut zu sparieren.

6.6.1.2-Kanal Fluoreszenzmikroskopie

Das Screening einer linearen PeptoieHexamer-Bibliothek durch 2 -Kanal Fluoreszenzmikroskopie wurde von
Dorothea Helmer in einer vorangegangenen Arbeit durchgefiihrt!* Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit
wurde dieses Verfahren mit bekannten Bindepeptiden validiert. Um ein Ausbleichen des Fluorophors wéhrend
der Messungen auszuschlie3en, wurden alle Arbeitsschritte in einem verdunkiten Raum ohne direktes Licht
durchgefiihrt und die Belichtungszeit des Partikel unter dem Mikroskop so niedrig wie moglich gehalten. Die
Auswertung der Bilder erfolgte im Anschluss mit ImageJ.

Validierung der Methode mit einem System etablierter Bindungs  partner

Jeweils 5 mg der auf TentaGetlHarz synthetisierten Streptavidin-Bindepeptide 27-32 werden separat in 5
mL-Spritzen mit Filterfritte fir eine Stunde bei 600 rpm auf dem Schittler in Puffer C gequollen.
Anschlie3end wird das Harz mehrfach mit Puffer C gewaschen und die Partikel cann mit 100 pL einer 10
UM Streptavidin-DL550 Loésung fir 3 h unter Lichtausschluss bei 600 rpm auf dem Schuttler inkubiert. Als
Negativkontrollen werden einige der Partikel ohne Inkubation in Mikrozentrifugenréhrchen Uberflhrt und
einige Partikel mit Streptavidin inkubiert. Als Positivkontrolle werden mit Biotin funktionalisierte Partikel
33 auf wie oben mit Streptavidin-DL550 behandelt. Das Harz wird anschlieendflinfmal mit Puffer C
gewaschen und einige wenige Partikel von jeder Art separat mit 20 uL Puffer C in die Kavitdten einer
schwarzen 384well-Mikrotiterplatte mit transparentem Boden pipettiert. Um das Pipettieren zu
vereinfachen, wird die Spitze der 200 pL-Pipettenspitze dafiir abgeschnitten. Die Mikrotiterplatte wird bei
2000 g fur 2 min zentrifugiert, und es werden Hellfeld - und Fluoreszenzbilder (RHO-Kanal - Exzitation
538-562 nm/ Emission 570-640 nm, und FITC-Kanal - Exzitation 450-490 nm/ Emission 500-550 nm)
am Fluoreszenzmikroskop mit automatisiertem x/y-Kreuztisch aufgenommen. Die Belichtungszeit im
FITC-Kanal wird bei 40 ms gehalten, wéahrend die Belichtungszeitim RHO-Kanal zwischen 5 und 160ms
variiert wird.

6.6.2. Magnetseparation

Das Screening eier linearen Peptoid-Pentamer-Bibliothek durch Magnetseparation wurde erstmalig von
Julia Wack, betreut im Rahmen dieser Arbeit, durchgefijhrt.[397] Im Rahmen der hier vorgestellten Arbeit
wurde dieses Verfahren mit bekannten Bindepeptiden validiert.
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Validierung der Me thode mit einem System etablierter Bindungspartner

Jeweils 5 mg der auf TentaGelHarz synthetisierten Streptavidin Bindepeptide 27-32 werden separat in 5
mL Spritzen mit Filterfritte fir eine Stunde bei 600 rpm auf dem Schittler in
Puffer C + 0.1 % Tween-20 gequollen. AnschlieBend wird das Harz mehrfach mit Puffer C + 0.1 % Tween-
20 gewaschen, in Mikrozentrifugationsrohrchen Gberfihrt, und die Partikel anschlieRend mit 20 pL einer
MPVAC22 Magnetpartikelsuspensian fir 1 h bei 600 rpm auf dem Schiittler inkubiert. Nach Abtrennen der
Magnetpartikel mit einem Magnetseparator wird das Harz mit 20 pL einer Streptavidin-
Magnetpartikelsuspension 35 fir 2 h bei 600 rpm auf dem Schuttler inkubiert. Die Uberschiissigen
Magnetpartikel werden mit dem Magnetseparator abgetrennt und einige wenige Partikel von jeder Art
separat mit 20 uL Puffer C in die Kavitaten einer schwarzen 384well-Mikrotiterplatte mit transparentem
Boden pipettiert. Als Positivkontro lle werden mit Biotin funktionalisierte Partikel 33 mit einer Suspension
von Streptavidin-Magnetpartikeln 35 behandelt wie beschrieben. Negativkontrollen wurden sowohl mit
unfunktionalisierten TentaGel HMBA MB Partikeln und Streptavidin -Magnetpartikeln 35, als auch mit den
immobilisierten Bindepeptiden 27-32 und unfunktio nalisierten MPVA-C22 Magnetpartikeln durchgefihrt.
Um das Pipettieren zu \ereinfachen, wird die Spitze der 200 pL-Pipettenspitze dafir abgeschnitten. Die
Mikrotiterplatte wird bei 2000 g fur 2 min zentrifugiert, und es werden Hellfeldbilder am
Fluoreszenzmkroskop mit automatisiertem x/y -Kreuztisch aufgenommen.

Affinitatsexperi mente mit Zellen

HEK293CXCR1* 20 pL einer Streptavidin-Magnetpartikelsuspension 35 werden mit 1 mL einer
10 uM CX@.8-Biotin Lésung 4 versetzt und fir eine Stunde bei 600 rpm auf dem Schuittler inkubiert. Die
Magnetpartikel werden dreimal mit Puffer C gewaschen und in 100 pL Puffer C resuspendiert. Diese
Suspension wird mit 200 pL einer HEK293Zellsuspension fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert und die
Magnetpartikel mit daran gebundenen Zellen anschliel}end mit dem Magnetseparator abgetrennt. Der
Uberstand wird verworfen und die Magnetpartikel zweimal mit Puffer C gewaschen. Eine Negativkontrolle
wird auf gleiche Weise mit unfunktionalisierten MPVA-C22 Magnetpartikeln erstellt. Anschlielend werden
die Magnetpartikel im 1 mL Puffer C resuspendiert und in eine transparente 96well Mikrotiterplatte
pipettiert. Es werden Hellfeldbilder am Fluoreszenzmikroskop mit automatisiertem x/y -Kreuztisch
aufgenommen.

Neutrophile Granulozyter®® 20 pL einer Streptavidin-Magnetpartikelsuspension 35 werden mit 1 mL einer

10 uM CX@.8-Biotin Lésung 4 versetzt und fiir eine Stunde bei 600 rpm auf dem Schttler inkubiert. Die

Magnetpartikel werden dreimal mit Puffer C gewaschen und in 100 pL Puffer C resuspendiert. Diese
Suspension wird mit 200 pL einer Suspension isolierter neutrophiler Granulozyten fiir eine Stunde bei 37 °C
inkubiert und die Magnetpartikel mit daran gebundenen Zellen anschlieRend mit dem Magnetseparator

abgetrennt. Der Ubastand wird verworfen und die Magnetpartikel zweimal mit Puffer C gewaschen. Eine

Negativkontrolle wird auf gleiche Weise mit unfunktionalisierten MPVA-C22 Magnetpartikeln erstellt.

AnschlieRend werden die Magnetpartikel im 1 mL Puffer C resuspendiert undin eine transparente 96-Well-

Mikrotiterplatte pipettiert. Es werden Hellfeldbilder am Fluoreszenzmikroskop mit automatis iertem x/y -

Kreuztisch aufgenommen.

4 Transfektion mit CXCR1 wurde von Dr. Marina Jost durchgefiihrt, AK Schmitz, TU Darmstadt.
46 |soliert von Dr. Ina Rink, AK Schmitz, TU Darmstadt
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Isolierung von Zellen aus Blut’ 20 pL einer Streptavidin-Magnetpartikel Suspension35 wird mit 1 mL einer
10 uM CXQ@.8-Biotin-Loésung 4 versetzt und fiir eine Stunde bei 600 rpm auf dem Schuttler inkubiert. Die
Magnetpartikel werden dreimal mit Puffer C gewaschen und in 100 pL Puffer C resugpendiert. Diese
Suspension wird mit 200 pL Vollblut fir eine Stunde bei 37 °C inkubiert und die Magnetpartikel mit daran
gebundenen Zellen anschlieRend mit dem Magnetseparator abgetrennt. Der Uberstand wird verworfen und
die Magnetpartikel zweimal mit Puffer C gewaschen. EineNegativkontrolle wird auf gleiche Weise mit
unfunktionalisierten MPVA-C22 Magnetpartikeln erstellt. AnschlieRend werden die Magnetpartikel im 1 mL
Puffer C resuspendiert und in eine transparente 96Well-Mikrotiterplatte pipettiert. Es werden Hellfeldbilde r
am Fluoreszenzmikroskop mit automatisiertem x/y-Kreuztisch aufgenommen.

Selektion von Liganden aus einer OBOC -Bibliothek durch Magnetpartikel

Die synthetisierte OBOGPeptoid-Bibliothek 38 wird in einer 30 mL Spritze mit Filterfri tte mehrfach mit
Puffer C + 0.1 % Tween-20 gewaschen und anschlieBend mit 300 pL einer
MPVAC22 Magnetpartikelsuspension fir 3 h bei 600 rpm auf dem Schuttler inkubiert. Nach Abtrennen der
Uberschussigen Magnetpartikel mit einem Magnetseparator werden dise mehrfach gewaschen. HarAPartikel
in diesem Gemisch, die sich durch einen Handmagneten mobilisieren lassen, werden mit diesem abgetrennt
und in einem Mikrozentrifugenréhrc hen gesammelt. Die Harzpartikel der Bibliothek werden erneut mit dem
Handmagenten untersucht und mobilisierbare Partikel vorsichtig mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze
von der Bibliothek getrennt und zu den vorher gesammelten Partikeln als unspezifistie Binder pipettiert.
Zum Markieren positiver Hits wird die Bibliothek anschlief3e nd mit 1 mL einer 10 pM CXQ.8-Biotin Losung
4 versetzt und flr mindestens 3 h bei 600rpm auf dem Schiittler inkubiert. Das Harz wird zweimal mit
Puffer C + 0.1 % Tween-20 gewaschen und mit 300 pL einer StreptavidinMagnetpartikel Suspension 35
fur 3 h bei 600 rpm auf dem Schiittler inkubiert. Nach Abtrennen der Uberschiissigen Magnetpartikel mit
einem Magnetseparator werden diese mehrfach gewaschen und alle Syntheseharzpartikel darin mit einem
Handmagneten auf Magnetismus untersucht. Partikel, die sich durch den Maneten mobilisieren lassen,
werden in einem Mikrozentrifugenréhrchen als positive Hits gesammelt. Die restlichen Harzpartikel werden
ebenfalls mit einem Handmagneten untersucht und mobilisierbare Partikd vorsichtig mit einer
abgeschnittenen Pipettenspitzevon der Bibliothek getrennt und zu den gesammelten Partikeln pipettiert.
Diese Partikel werden mit 40 uL Puffer C + 0.1 % Tween-20 in die Kavitaten einer schwarzen 384-Well
Mikrotiterplatte mit transpar entem Boden pipettiert. Die Mikrotiterplatte wird bei 2000 g fur 2 min
zentrifugiert, und es werden Hellfeldbilder am Fluoreszenzmikroskop mit automatisiertem x/y -Kreuztisch
aufgenommen. Um die Magnetpartikel wieder von den Synthesepartikeln zu trennen, waden diese fir eine
Stunde in einer wassrigen 4 M Guanidiniumhydrochlorid -Lésung (pH 7) und 50 mM Mercaptoethanol bei
600 rpm auf dem Schuittler inkubiert, die Magnetpartikel mit dem Magnetseparator abgetrennt und
anschlielRend dreimal mit Puffer C + 0.1 % Tween-20 gewaschen.

47 Eigenblut entnommen bei Medical Airport Service GmbH, Darmstadt
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6.7. MD Simulationen

Alle Simulationen in dieser Arbeit wurden von Sven Jager und Philipp Babel durchgefiihrt*® Die Strukturen

fur die MD Simulationen der modellierten Peptide ILBRPLoops(b5, ILBRPLoopsES, ILBRPCycLoops@5 und
ILBRPCycLoopsE26 wurden mit Hilfe von MODELLER erstellt.![*®®! Parameter fiir den 6-Aminohexansaure

Linker wurden in Gromacs mit dem Gromosb5ath Kraftfeld
bestimmt.[4654671 Als Wassermodel wurdeextended simple point charge watéSPC/E) verwendet. Es wurde

mit einer kurzen Energieminimierung angefangen, bei der ein konjugierter Gradient bis zur Konvergenz der
potentiellen Energie verwendet wurde. Anschlief3end wurde eine NVT Equilibrierung (constant Number of
particles, Volume, and Temperature) durch \-rescale Temperaturkupplung far

2 ns und folgender NPT Equilibrierung (constant Number of particles, Pressure and Temperature) durch
Parrinello-Rahman Druckkupplung fur 10 ns durchgefiihrt.!“¢8%%%1 Die Simulation wurde daraufhin mit

einer IntegrationsschrittgréfRe von 2 fs und einer van-der-WaalsWechselwirkungsgrenze von 1.0 nm bei

einer Temperatur von 300 K und Wasserdichte vorr = 1 gestartet. Die Simulationsdauer betrug 100 nsmit

einer Gesamtzahl von 10000 Fames.FurBpgdr i mppci rsp sl b ncpgmbggafc Q
dgsrilpp cglc " necpwmbmlabgmgimbgg8 | mppcirsp &N@X' kgr F.
Zur Quantifizierung von Strukturunterschieden und Konformationsanderungen fir alle Peptide wurde die

mittlere quadratische Abweichung (RMSD) verwendet. Diese RMSD kann wie folgt berechnet werden:

1 1
HPUYSD(Xl Xz) -, ; Z(.‘El‘i — 515'2‘_.1')2
i=1

Die Anzahl der Atome ist n und @y, die Koordinaten des Atoms i in Peptid & . Der RMSD wird zur
Quantifizierung eines Vergleich zwischen den Strukturen zweier Peptide® und & verwendet. Hier wurde
der RMSD zwischen der Ausgangsstruktur und allen Frames berechneDie RMSD-Berechnung basiertauf
den Atomkoordinaten der C-alpha-Atome und wird Uber alle Atome gemittelt. Um strukturelle
Schwankungen zu analysierenwurde die mittlere quadratische Fluktuation (RMSF) berechnet

T
, 1 -
RMSF = T 2 (-‘1?1'(%') — I;)?

t;j=1

Die Dauer der Simulation ist T mit @ als Koordinaten des Atomsi zum Zeitpunkt O.

Fur die Sekundarstrukturguantifizierung wir die standardisierte Sekundarstrukturzuordnung, Define
Secondary Structure of Proteins (DSSP) verwendet. DSSP beginnt mit der Identifizierung der
intra-Ruckgrat Wassersofforiicken des Peptids unter Verwendung einer reinen elektrostatischen Definition.

48 AK Hamacher, TU Darmstadt.
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Das mittlere Auftreten von Schleifen/ Helixgehalt <H> fiir den gesamten Produktionslauf der Simulation
und der DSSPwird fur jeden Framemit R und bio3d berechnen.

Folgende aus DSSP abgeleitete sekundare Strukturzustdndewurden bestimmt: H = a-Helix,
B = Rickstand in isolierter b-Bricke, E = \verlangerter Strang, G = 310-Helix,
T = Wasserstoffbindung, S = Biegung.
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8Anhang

8.1. Chemokinexpressionund -Charakterisierung
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Abbildung 8.1: Exemplarische SD®AGE fiir den Expressionsverlauf von CXCL8S72Cin E£. co/iBL21 (DE3) RIL m

Abbildung 8.2:

pPET-22b-IL8-S72C Plasmid. Es wurden fisuspensionsproben von drei Exressionsansatze aufgetragen, ¢
vor der Induktion und 3 h nach der Induktion der Expression gezogen wurden. Als Kontrolle wurde eine
Probe von CXCL8S72C aufgetragen. Die Expressionsbanden von CXCL8S22€ den Zellsuspensione
sind in rot hervorgehoben.

Absorption Aogo

Gesammelte Fraktion en

Exemplarisches Chromatogramm der Reinigung von CXCL8Ss72C 2 mittels
Kationenaustauschchromatographie. Die Absorption bei 280 nm (blau) wurde verfolgt und automatisiert
Fraktionen des Eluats gesammelt. Mit steigender Kozentration im Puffer B Gradienten (griin) werden
kationische Proteine eluiert. Die Fraktionen 1115 wurden fur die weitere Reinigung gesammelt und sind
hervorgehoben (rote Pfeile).

8.2. Bindungsaffinitat von CXCR2}p1 Mutanten (vgl. Kapitel 4.2.1)

Mutanten 17-23 von CXCR1pl 15 wurden durch Fluoreszenzanisotropianessungen auf ihre Affinitat zu
CXCLS8 untersucht.
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Abbildung 8.3:  Bindungsisotherme von Peptomer FlucAttIN Met 17 mit CXCL8, bestimmt durchFluoreszenzanisotropie
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Abbildung 8.4:  Bindungsisothermevon Peptomer FlucAtt8NMet 18 mit CXCL8, bestimmt durchFluoreszenzanisotropie
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Abbildung 8.5:  Bindungsisothermevon Peptomer FluoAtt11NAla 19 mit CXCL8, bestimmt durchFluoreszenzanisotropie
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Abbildung 8.6:  Bindungsisothermevon Peptomer FluocAtt12NAsp 20 mit CXCL8, bestimmt durchFluoreszenzanisotropie
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Abbildung 8.7:  Bindungsisotherme von Peptomer Fluo-Att13NGlu 21 mit CXCL8, bestimmt durchFluoreszenzanisotropie
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Abbildung 8.8:  Bindungsisothermevon Peptomer Fluo-Att14NAsp 22 mit CXCL8, bestimmt durchFluoreszenzanisotropie
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Abbildung 8.9: Bindungsisotherme von Peptomer FluoAtt15NTyr 23 mit CXCL8, bestimmt durchFluoreszenzanisotropie
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8.3. Semiquantitative Bestimmung der Proteasestabilitét zyklisierter Peptide
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Abbildung 8.10: A: Exemplarisches RIPIPLC Chromatogramm von BAPNA vor Hydrolyse mit Trypsin.

B: Exemplarisches RAPLC Chromatogramm von BAPNA nach Hydrolyse mit Trypsin ub
Nacht bei Raumtemperatur.

Detektionswellenlange 314 nm (blaue Linie). Retentionszeit und relative Peakflache sind
angegeben. Konzentration von Eluent B (griine Linie). Integrierter Bereich (zwischen den
roten Pfeilen).
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Abbildung 8.11: A: Exemplarisches RIPIPLC Chromatogramm von linearem FludL8RPLoopsQ5 vor Hydrolyse
mit Trypsin.

B: Exemplarisches RFHPLC Chromatogramm von linearem FludL8RPLoopsQ5 nach Hydrolyse
mit Trypsin.

Detektionswellenlange 440 nm (blaue Linie). Retentionszeit und relative Peakflache sinc
angegeben. Konzentration von Eluent B (griine Linie). Integrierte Bereiche (zwischen den roter
Pfeilen).
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Abbildung 8.12: A: Exemplarisches RIPIPLC Chromatogramm von IL&RPCycLoops@5 vor Hydrolyse mit
Trypsin. Detektionswellenlange 550 nm.

B: Exemplaiisches RIHPLC Chromatogramm von ILERPCycbopsQ 25 nach Hydrolyse mit
Trypsin.

Detektionswellenlange 440 nm (blaue Linie). Retentionszeit und relative Peakflache sin
angegeben. Konzentration von Eluent B (griine Linie). Integrierte Bereiche (rote Pfeile).

8.4. Bindungsaffinitat zyklisierter Peptoide (vgl. Kapitel 4.4.2)
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