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1 Einleitung und Themenstellung

In den letzten Jahren wurden die kompletten Genome zahlreicher
Organismen, darunter auch das des Menschen selbst, komplett sequenziert.
Die vollstdndige Kenntnis der DNA-Sequenzen stellt jedoch bei weitem nicht
das Ende der Forschung dar, sie ist im Gegenteil erst die Grundlage fiir die
eigentliche Arbeit. In der Basenabfolge der Chromosomen mussen die Gene
der Proteinsequenzen erkannt und deren Produkte indentifiziert und
charakterisiert werden. Doch selbst, wenn von allen Proteinen bekannt ist,
was sie tun, so gilt das eigentliche Interesse der Forschung dem wie. Denn
letztendlich beruhen die Grundlagen nahezu aller Lebensvorgdnge auf den
Wechselwirkungen von Molektlen, die an ihren Bindungsstellen zueinander
komplementédre Strukturen aufweisen. Zum Begreifen dieser Vorgénge, seien
es ‘einfache’ enzymatische Reaktionen oder die ‘Sprache’ der
Zellkommunikation, ist das Verstdndnis der Mechanismen dieser
molekularen Wechselwirkung unabdingbar.

Ein Studienobjekt fiir diesen Bereich der Forschung ist der Basidiomycet
Ustilago maydis. Durch die Wirkung eines amphiphilen Peptidpheromons
geht der Pilz aus einer nicht pathogenen, hefeartig wachsenden Form in
einen filamentds wachsenden Zustand tber!. In dieser Form befallt Ustilago
maydis seine Wirtspflanzen, den Mais, und greift in deren Wachstum ein,
ohne Abwehrreaktionen seitens der Pflanze auszuldsen.

Ein erster Schritt zur Aufklarung der dabei ablaufenden Vorgidnge ist die
Untersuchung des auslésenden Pheromons und dessen Wechselwirkungen
mit Membran und Rezeptor. Begonnen wurde diese Arbeit von MARCUS
KoppriTZ, der die Bedeutung der lipophilen Modifikation am Pheromon
aufkldren konnte2. Die Komplettierung des Projekts, die Analyse des
Peptidteils dieses Pheromons und die Relevanz der einzelnen Aminosauren
fir dessen Aktivitéat, ist Teil des Inhalts dieser Arbeit. Das Ziel ist hierbei,
durch systematische Analyse der Peptidteile zu kldren, wie die Rezeptoren

mit ihrem jeweils zugehoérigen Pheromon im Detail interagieren.
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Beim Ubergang zum filamentdsen Wachstum ist die Interaktion des
Pheromons mit dem Rezeptor jedoch nur der erste Schritt einer ganzen
Signaltransduktionskaskade, an deren Ende regulatorische Proteine stehen,
die letztlich bestimmte Gene aktivieren. Diese regulatorischen Proteine
gehoren mit zu den groffen Mysterien der aktuellen Forschung, da die
gangigen Computermodelle diesen Proteinen nicht einmal die real
vorhandene Interaktion zugestehen, geschweige denn deren komplexe
Interaktionsmuster erklaren kénnen.

Damit sind diese regulatorischen Proteine ein weiteres wichtiges
Forschungsziel. Es gilt, diese Proteine flir eine griindliche Untersuchung zu
isolieren, zu charakterisieren, und letztendlich eine Strukturaufkldrung per
NMR-Spektroskopie vorzubereiten.

In diesem Projekt wurden die Methoden der organischen Synthesechemie
mit denen der modernen Genetik kombiniert. Diese interdisziplinare
Zusammenarbeit stellte dann die Grundlagen bereit, die gestellten Aufgaben

moglichst umfassend von allen Seiten zu bearbeiten.
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2 Grundlagen

2.1 Zellkommunikation durch Pheromone

Eukaryontische Zellen bedienen sich kleiner Peptidhormone fir die
interzellulare Kommunikation3. Dabei hat sich die Methode, kleine und
somit leicht diffundierende, hochaktive Peptidhormone zu sekretieren und
zu erkennen, im Laufe der Evolution bemerkenswert hoch konserviert. So
zeigt beispielsweise der a-Faktor von Saccharomyces cerevisiae strukturelle
und funktionelle Analogien zum Saduger-hormon GRH (gonadotropin-releasing
hormone)*.

Auch bei Pilzen sind solche Oligopeptide an der sexuellen Entwicklung
beteiligt, wobei sie als Pheromone bezeichnet werden>. Das wohl am besten
untersuchte Beispiel sind die Pheromone des Hemiascomycocyten S.
cerevisiae®. In diesem Modellorganismus werden die Pheromone durch
spezifische Rezeptoren erkannt. Letztere gehoren zur Klasse der Rezeptoren

mit sieben transmembranen Helices, die Signaltransduktion erfolgt iber die

assoziierten, heterotrimeren G-Proteine und die konsekutive
Signaltransduktionskaskade und bewirkt letztlich veranderte
Genexpression, Arretieren des  Cellcyclus und  morphologische

Verdnderungen?.8. Alle diese Prozesse sind bisher ‘im Prinzip’ verstanden
und erklarbar, nicht jedoch im molekularen Detail. Dabei spielt der erste
Schritt, die hochselektive Ligandenerkennung am Rezeptor, eine
Schlusselrolle. Es muf$ erforscht werden, welche strukturellen Mechanismen
hierfiir verantwortlich sind. Denn es geht nicht nur um ‘klassische’ Molektil-
Molekul Interaktionen, also um die Erkennung von Liganden, sondern vor
allem um die Unterscheidung dieser einander dhnlichen Molektile.

S. cerevisiae besitzt zwei solcher Paarungsloki, a und a, die zwei
Transkriptionsfaktoren kodieren, welche jeweils fir die weitere Entwicklung
relevante Gene aktivieren. Zellen mit kompatiblen Loki koénnen sich
gegenseitig stimulieren und erkennen. Die Kompatibilitdt wird durch die

Expression konjugierter Elemente eines Pheromon-Erkennungsystems
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sichergestellt: Zellen mit dem a-Apparat exprimieren MFal und MFa2,
Vorstufen des jeweiligen a-Faktors, sowie STE2, einen Rezeptor fir den a-
Faktor; Zellen mit dem a-System produzieren MFA1 und MFA2, wiederum
beides Pheromonvorstufen, und tber STE3 einen a-Faktor Rezeptor. Die
endgultigen Pheromone des a-Faktors sind Dodecapeptide, die des a Faktors
Tridecapeptide. Obwohl beide in ihrer Wirkungsweise einander sehr dhnlich
sind, unterscheiden sie sich doch gravierend in ihrer Prozessierung und
Sekretion. Der a-Faktor, ein unmodifiziertes Tridecapeptid, wird auf dem
klassischen @ Weg Uber das endoplasmatische Retikulum und
Secretionsvakuolen aus der Zelle freigesetzt, wirend der a-Faktor am C-
terminalen Cystein farnesyliert, carboxymethyliert und tUber den
Peptidexporter Ste6p aus der Zelle transportiert wird9.10,

Im Gegensatz zu den Ascomyceten benutzen die Basidiomyceten eine andere
Strategie, was die Expression des Pheromon-Erkennungssystems angeht.
Hier sind die Gene von Pheromon und Rezeptor integrale Bestandteile eines
Paarungs- oder Inkompatibilitatslokus. Die bisher komplexeste Situation hat
sich dabei bei den Homobasidiomyceten Corpinus cinerus und Schizophyllum
commune entwickelt. Bei diesen Pilzen sind die Pheromone nicht an den
einleitenden Phasen der Zellfusion beteiligt, sondern spielen erst nach deren
Abschlufs bei der Zellkernwanderung wund Aufrechterhaltung des
filamentésen Wachstums eine Rolle. Beim holzverwertenden S. commune
wurden neun Allele identifiziert, die je zwei Loki enthalten, welche ihrerseits
jeweils bis zu drei Pheromone und einen Rezeptor codieren!l.!2. Bei C.
cinerus sind die Pheromon- und Rezeptorgene auf einem einzigen Lokus von
ungefdhr 17 kbp geclustert. Jedes Allel codiert drei Unterfamilien mit den
Genen von zwei Pheromonen und einem Rezeptor!s:.14.15, In beiden Féllen
konnen nur Pheromone anderer Allele Reaktionen auslésen, es gibt keine
Selbst-Stimulation. Dies bedeutet, dafs im Gegensatz zur Situation bei S.
cerevisiae, wo der Rezeptor Ste2p nur zwischen a und a Faktor
unterscheiden mufS, die Rezeptoren hier hochselektiv eine ganze Reihe
‘eigener’ Pheromone von noch mehr ‘remden’ (jeweils bezogen auf das Allel

des Rezeptors) unterscheiden mussenl®. Um dieses hochentwickelte
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Erkennungssystem verstehen zu koénnen, mussen die strukturellen
Grundlagen der Pheromonerkennung durch den Rezeptor auf molekularer
Ebene erforscht werden.

In dieser Arbeit wurden die Untersuchungen zur Pheromonerkennung am
Basidiomycocyten Ustilago maydis, dem Erreger des Maisbeulenbrandes
durchgefihrt!7.18,19.200 Wie auch andere Basidiomyceten besitzt Ustilago
maydis ein  vierpoliges  Fortpflanzungssystem, bei dem  zwei
Inkompatibilitdsloki, bezeichnet als a wund b, sicherstellen, daf’l das
pathogene Stadium nur nach erfolgreicher Zellfusion mit einem genetisch
verschiedenen Partner eingeleitet wird. Der biallelische a-Lokus kodiert je
eine Pheromonvorstufe und einen Rezeptor. Der multiallelische b-Lokus
kodiert zwei Homéodomanen-Transskriptionsfaktoren?l.

Ustilago maydis ist eine der wenigen Ausnahmen, bei der die Pheromone
charakterisiert wurden. Die Sequenzierung der Peptide ergab, daf’ zwischen
dem al Tridecapeptid und dem a2 Nonapeptid keine sequenziellen
Ahnlichkeiten zu bestehen scheinen. Die einzige offensichtliche
Gemeinsamkeit ist in beiden Fallen die CaaX-Box am C-Terminus der
Pheromonvorstufen, analog zum a Faktor von S. cerevisiae?2. Aufgrund
dieser Signalsequenz werden auch die C-terminalen Cysteine der Pheromone
von Ustilago maydis modifiziert!. Eine wesentliche Voraussetzung flir die
Aufreinigung der nativen Pheromone war die Entwicklung eines
reproduzierbaren Testsystems zur Bestimmung der Pheromonaktivitat. Dies
wurde mit sogenannten Pheromontesterstimmen realisiert. Diese diploiden
Laborstdmme, FBD11-7 (alalblb2) und FBD12-17 (a2a2blb2) enthalten
heteroallelische und damit funktionsbereite b-Loki (Auf die genaue
Funktionweise beider Loki wird im folgenden Kapitel 2.2.3 detailliert
eingegangen, siehe dort). Dennoch verhalten sich diese Stdmme wie die
haploiden hefeartig, da zur b-Aktivierung Pheromonstimulation erforderlich
ist. Erst durch Zufuhr des essentiellen Pheromons gehen diese Stdmme in
den filamentdsen Zustand tiber. Diese Verdnderung in der Morphologie kann
leicht an der Bildung weifSer, wattedhnlicher (fuzzy) Kolonien auf den durch

ihren Aktivkohlegehalt schwarzen Ndhrmedien erkannt werdenZ23. Mittels
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dieses Bioassays konnte gezeigt werden, dafs das synthetische, aber nicht
prenylierte Peptid al Pheromon 1000fach weniger wirksam war, als das
native2. Im weiteren Verlauf konnten durch Einsatz S-alkylierter Cysteine
und durch synthetische Analoga Derivate synthetisiert werden, die die
naturliche Aktivitdt erreichen oder sogar um  Gréfienordnungen
Ubertreffen?4. Dabei zeigte sich jedoch, dafs die native Prenylierung keine
Farnesylierung ist, wie ursprunglich postuliert, da das entsprechende
synthetische Derivat um einen Faktor 10 weniger wirksam war als das
native, welches sich zudem auf der HPLC als etwas polarer erwies. Es wird
daher vermutet, dafS die nativen Pheromone einen w-Hydroxy-
geranylgeranyl-Rest tragen. Durch die hohe Aktivitdit und die gute
synthetische Zuginglichkeit setzte sich letztlich a-Aminohexadecansaure
(Ahds) als Mimetikum der Wahl durch.

Die Verfligbarkeit eines Testsystems und die Kenntnis um die Bedeutung der
Lipidmodifikation schufen die Grundlage, um mit einer systematischen
Analyse des Peptidteils der Pheromone von Ustilago maydis zu beginnen. Das
Ziel war dabei, die fur die Pheromonbindung, Rezeptoraktivierung und
Rezeptorspezifitit verantwortlichen Bereiche 2zu lokalisieren und deren

Wirkungs- und Interaktionsmechanismen zu verstehen.
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2.2 Ustilago maydis
2.2.1 Grundlagen Ustilago maydis

Deutscher Name: Maisbrand, Maisbeulenbrand

Botanischer Name: Ustilago maydis

Familie: Ustilaginaceae

Ordnung: Ustilaginales

Klasse: Heterobasidiomyceten

Wirtsspektrum: Mais (Zea mays), Theosinte (Euchleria mexicana)

Abbildung 1: Ustilago maydisim Uberblick.

In fast allen Maisfeldern lassen sich bei genauem Hinsehen im Sommer
Pflanzen ausmachen, die durch weifSe bis braunschwarze Verunstaltungen,
kleine Gallen bis hin zu grofien Geschwulsten, auffallen. Bekannt durfte
diese als Maisbrand oder Maisbeulenbrand bezeichnete Erscheinung schon
den ersten Maisbauern in Ecuador um 5800 v. Chr. gewesen sein, ebenso
den Européern, die Mais seit dem 17. Jh. feldméafdsig anbauten. Erstmals
schriftlich geschildert wurde diese Erscheinung im Jahre 1768 von
BECKMANN25, und erst fast 70 Jahre spéater, 1836, gelang es UNGER2%, einen
Pilz als den Ausloser dieser Symptome zu identifizieren.

Das Wirtsspektrum des Maisbrandes beschrankt sich auf Mais und
Theosinte, eine in Mittelamerika beheimatete Pflanze, die als die Urform des

kultivierten Mais’ diskutiert wird27? (Abbildung 1).

Die Bedeutung von Ustilago maydis als Ernteschadling ist eher gering. Auch
toxikologisch hat dieser Pilz, etwa im Vergleich zu den Mutterkornpilzen, die
durch ihren LSD-Gehalt Teile der Ernte unbrauchbar machen kénnen, keine
Bedeutung. Durch Pilzmycelium verdnderter Mais zeigt einen erhohten

Proteinanteil bei reduziertem Starkegehalt. Dies, in Verbindung mit der
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veranderten Farbe der Produkte, wird je nach Land und Region
unterschiedlich gewertet. Hierzulande gilt der Pilz als Jlastig’, in Mexiko
hingegen sind ,schwarze Tortillas’ eine Spezialitat, fir deren Produktion Mais
gezielt infiziert wird2s. Selbiges gilt fir die Gewinnung von Ustinsdure und
anderen Inhaltsstoffen des Pilzes. Dartiber hinaus kénnte auch hierzulande
der ,befallene’ Mais als naturliche Proteinquelle Futtermittel aus tierischem
Eiweifd ersetzen.

Der Grad des Befalls hingt im Wesentlichen von der Witterung ab, da
gangige landwirtschaftliche Fungizide bei Ustilago maydis kaum Wirkung
zeigen und auch lange Fruchtwechselperioden wegen der grossen
Lebensdauer der Sporen im Boden (>10 Jahre) keinen Schutz bieten.
Allerdings fihrt im umgekehrten Fall wiederholter Maisanbau auf derselben
Flache zu einem von Jahr zu Jahr starkeren Befall. Dies zeigte sich z. B. auf
dem Versuchsfeld, auf dem das Institut fir Genetik der LMU Muinchen zur
Saatgutgewinnung spezielle Maissorten kultivierte.

Die im Grunde gutmutigen Eigenschaften von Ustilago maydis erleichtern die
Arbeiten mit dem Pilz. Forschungen an bislang nicht charakterisierten
Genen des Pilzes unterliegen der Sicherheitsstufe 2, sonstige Arbeiten

werden niedriger eingestuft.



Grundlagen 9

2.2.2 Lebenszyklus von Ustilago maydis

Der Lebenzyklus von Ustilago maydis kann in drei Kernphasen eingeteilt
werden?? (Abbildung 2): Die Teliosporen, die im Boden Uiberwintern, keimen
aus und vermehren den Pilz durch hefeartiges Wachstum. Die haploiden
Zellen dieses Stadiums wachsen aufierhalb der Pflanze, lassen sich auf
diversen Medien in vitro halten (Suspensionskultur, saprophytisches
Wachstum) und sind nicht pathogen. Durch Fusion zweier kompatibler
Sporidien entsteht ein durch filamentéses Wachstum gekennzeichnetes
Dikaryon. Diese Form ist das zweite Lebensstadium von Ustilago maydis. In
dieser Form ist der Pilz auf die Pflanze als Ndhrboden angewiesen, wobei er
die beschriebenen Symptome des Maisbeulenbrandes - Tumore im

Pflanzengewebe - induziert.
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Abbildung 2: Lebenszyklus von Ustilago maydis. Die Pheromone sind fur die Paarung der Sporen
verantwortlich (oben, 2. von links). Quelle: Lit>.

In diesen Tumoren vermehrt sich das Pilzmaterial massiv, gefolgt von
Karyogamie und Sporulation, bis nach einigen Wochen die Tumore

absterben und vertrocknen. Der dabei entstehende braune Staub enthélt
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Myriaden von Teliosporen, die sich mit dem Wind verbreiten. Dies ist die

dritte Phase, die den Lebenszyklus dieses Pilzes vollendet.

Das diploide Stadium des Pilzes kann nur auf speziellen Festmedien
kultiviert werden, die Aktivkohle enthalten. Ohne Aktivkohle oder in
Flussigkultur wachst der Pilz nicht filamentds. Es wird diskutiert, inwieweit
in vivo Pflanzenfaktoren neben den Pheromonen eine Rolle spielen. Das
Verhalten von Ustilago maydis in vitro zeigt jedenfalls, dafd fir das
filamentose Wachstum mehr als nur ein entsprechendes Nahrungsangebot

und die Pheromone nétig sind.
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2.2.3 Die Inkompatibilitatsloki

Eine der entscheidenden Phasen im Lebenszyklus von Ustilago maydis ist die
Fusion zweier haploider Sporen zum Dikaryon. Diese wird durch zwei
Inkompatibilitdtsloki a und b kontrolliert30:31.32, Beide Loki haben die
Aufgabe, bei der sexuellen Vermehrung des Pilzes Inzucht zu vermeiden,
indem sie sicherstellen, daf® nur genetisch unterschiedliche Zellen
verschmelzen. Die Funktionweisen beider Loki basieren auf dem selben
Grundprinzip. Rein ph&nomenologisch entstehen bei der Zellfusion aus den
Allelen der Fusionspartner Genpaare, die, sofern sie sich aus den Genen
verschiedener Allele zusammensetzen, tiber die von ihnen kodierten Proteine
aktiv werden und die ihnen obliegenden Funktionen ausfiihrens3. Die Art
und damit die Funktionsweisen dieser Proteine sind jedoch sehr vielfaltig. So
arbeiten sogar die beiden Inkompatibilitdtsloki von Ustilago maydis nach

vollig unterschiedlichen Prinzipien.

2.2.3.1 Der a-Lokus
Vom a-Lokus existieren zwei Allele, die als al und a2 bezeichnet werden.

Jedes dieser Allele enthéalt zwei Gene, die jeweils eine Pheromonvorstufe und
einen Rezeptor kodieren. Bei den Pheromonvorstufen handelt es sich um 40
(al) bzw. 38 (a2) Aminosauren lange Peptide, die als mfal (mating factor
encoded by the al allel) bzw. mfa2 bezeichnet und zum jeweiligen Pheromon
prozessiert werden (Abbildung 3). Das andere Gen pral (pheromon receptor
encoded by the al allele) bzw. pra2 codiert die Sequenz des jeweiligen
Pheromonrezeptors. Dabei erkennt der Rezeptor des einen Lokus nur das
Pheromon des anderen Lokus, nicht jedoch das eigene. Auf dieser
Abhéangigkeit vom jeweils anderen Pheromon fur die Rezeptorstimulation

beruht die self- /nonself-recognition des a-Lokus.
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mfal:
MLSIFAQTTQTSASEPQQSPTAPQGRDNGSPIGY SSCVVA

sekretiertes al-Pheromon: GRDNGSPIGY SSC-OMe

Y

S Farnesyl

Abbildung 3: Die Sequenz von mfal und dem fertigen Pheromon.

Im Lebenszyklus von Ustilago maydis obliegt dem a-Lokus die Kontrolle tiber
die Fusion zweier haploider Zellen zum filamentds wachsenden Dikaryon.
Dabei ist der Pilz auch nach erfolgter Zellfusion auf die stédndige Zufuhr
beider a-Pheromone angewiesen. Dies ergab sich aus Co-Kultur
verschiedener stabiler diploider Stdmme, die jeweils einen Lokus heteroploid
und den anderen diploid enthalten (etwa: al al bl b2, al a2 bl bl, etc.),
mit haploiden Stdmmen (Abbildung 4). Es zeigte sich, daf’ die diploiden
Stamme zur Aufrechterhaltung ihres filamentésen Wachstums auf die
externe Zufuhr des jeweils fehlenden Pheromons angewiesen sind. Dies kann
z. B. durch Co-Kultur mit einem entsprechenden haploiden Stamm
geschehen. So wird etwa ein a2 a2 bl b2-Stamm durch einen al bl-Stamm

zum filamentésen Wachstum angeregt.
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der Pheromonwirkung. al-Zellen sind weil3
und a2-Zellen schwarz dargestellt. Durch Anwesenheit beider Pheromone tritt der
Pilz in sein filamenttses Stadium.
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Um in der Praxis sicherzustellen, dafs wirklich der diploide Stamm stimuliert
wird, benutzt man haploide Stdmme mit defektem oder fehlendem
Pheromonrezeptor (DprX), flir das eben genannte Beispiel etwa al bl Dpral
(Pheromonrezeptor pral erkennt Pheromon a2). Statt indirekt durch Co-
Kultur kann das fehlende Pheromon auch als Substanz dem Pilz zugeftihrt
werden. Basierend auf diesem Prinzip kénnen die diploiden Stdmme auch
zum Test synthetisch hergestellter Pheromonderivate genutzt werden, ihr

filamentdses Wachstum ist dann ein Maf$ fur die Aktivitdt der Verbindung.

Die fertig prozessierten, aus Ustilago maydis isolierten Pheromone konnten
durch Edman-Abbau bis auf die C-terminale Aminosdure sequenziert
werden. Da die entsprechenden Genloki eine CaaA-Box aufweisen, wurde
auf einen farnesylierten Cysteinmethylester als C-Terminus geschlossen,
zumal diese Modifizierung bei Pilzpheromonen weit verbreitet ist34. Dennoch
war das synthetische Pheromon mit dieser Modifizierung um etwa zwei
GrofSenordnungen schwéicher wirksam als das native. Auch HPLC-
Untersuchungen zeigen Unterschiede zwischen dem nativen Pheromon und
dem synthetischen Derivat, wobei allerdings das native etwas polarer ist.
Somit ist die Lipidderivatisierung des nativen Pheromons nach wie vor nicht
aufgeklart, und es wird spekuliert, daf5 es sich um einen w-Hydroxy-
geranylgeranylrest handeln kénnte?2.

Nach der Modifizierung des C-Terminus wird das N-terminale MLSIF-Motiv,
das beide Pheromonvorstufen besitzen, prozessiert. Dieses Motiv wirkt als
Erkennungssequenz fir einen Enzymapparat, der das so markierte Peptid
aus der Zelle ausschleust3>. Dabei wird der N-Terminus im Rahmen der
Sekretion durch eine Endopeptidase verkuirzt. Beim al-Pheromon werden 24
N-terminale Aminosduren abgespalten, beim a2-Pheromon sind es 26, und
der jeweilige Rest, das eigentliche Pheromon, wird durch die Zellmembran
nach aufSen transportiert.

NMR-spektroskopische Strukturuntersuchungen am al-Pheromon zeigen
weder in DMSO/Wasser noch in SDS/Wasser eine bestimmte

Sekundarstruktur. Die Verbindungen liegen als random-coil vor, die
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Amidbindungen sind trans, lediglich die Bindung Ser®-Pro” zeigt eine gewisse
Tendenz zur cis-Konfiguration. Der Anteil der cis-Konformation ist im
Medium SDS/Wasser etwas grofier als in DMSO/Wasser2. Damit zeigen sich
gewisse Ahnlichkeiten zum a-Faktor von Saccharomyces cerevisiae36, einem
Peptid mit ebenfalls 13 Aminos&duren.

Die Gene der Pheromonrezeptoren zeigen ebenfalls signifikante Homologien
zum Rezeptor des a-Faktors von Saccharomyces cerevisiae3” (STE3-Gen),
sowie zum M-Faktor Rezeptor map3+ von Schizosaccharomyces pombe38.
Diese Rezeptoren gehoéren zur grofsien Familie von Rezeptoren mit sieben
transmembranen Helices. Das durch die Ligandbindung erzeugte Signal
fihrt zum Zerfall eines im Cytosol membranstéandigen G-Proteins3® in seine
drei Untereinheiten. Die so fir kurze Zeit freie und damit aktivierte ¢
Untereinheit steht am Beginn einer Signaltransduktionskaskade, die

letztendlich im zellinneren Effektoren aktiviert40.41,

2.2.3.2 Der b-Lokus

Wie beim a-Lokus sind auch auf dem b-Lokus 2 antiparallele Gene
lokalisiert. Deren 5-Enden sind etwa 400 bp voneinander entfernt. Doch mit
dem analogen Muster der Genanordnung ist die Ahnlichkeit zwischen beiden
Loki auch schon erschopft, die Funktionsweise dieser Allele ist ganzlich
anders als beim a-Lokus.

Vom b-Lokus sind mindestens 30 verschiedene Allele bekannt.
Sequenzvergleiche zwischen den Allelen ergaben Homologien von tiber 90%,
jedoch mit Ausnahme einer etwa 1000 bp langen Region, in der die
Homologie nur zwischen 60% und 90% liegt. Diese hypervariable Region in
der Mitte des Allels umfasst neben der non-coding region auch jeweils etwa

300 bp an den 5-Enden der beiden Gene.
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Somit unterscheiden sich die b-Proteine der verschiedenen Allele
hauptsachlich in ihren ersten 100 Aminosduren, wihrend der Rest der 480
(bEast) bzw. 650 Aminosauren (bWest) grofSen Proteine praktisch
unverdndert vorliegt. Diese Proteinpaare wurden 1991 als bEast und bWest
bezeichnet, eine Anspielung auf die Wiedervereinigung von Ost- und
Westdeutschland.

Jedes der verschiedenen bEast Proteine formt mit jedem der bWest Proteine
einen funktionalen Komplex und umgekehrt jedes bWest mit allen bEast.
Allerdings besteht die bemerkenswerte Ausnahme, dafs bE und bW
desselben Allels nicht miteinander interagieren. Somit resultiert auch hier
nur zwischen genetisch verschiedenen Individuen eine erfolgreiche Paarung.
Bei dem bE/bW-Komplex handelt es sich um ein regulatorisches Protein, die
Aktivierung der b-Targets erlaubt den Eintritt in das sexuelle, pathogene
Stadium im Lebenszyklus von Ustilago maydis*2.

Bemerkenswert ist, daf8 Thier die moglichen Restriktionen des
Inkompatibilitdtslokus erst dann greifen, wenn die Paarung der Zellen
bereits abgeschlossen ist. Somit besteht die Moglichkeit, daf’ sich individuell
durchaus vermehrungsfahige Zellen, die aber gleiche b-Allele tragen, durch
eine Fusion gegenseitig in eine Sackgasse mandvrieren kénnen. Dabei ist die
Wahrscheinlichkeit einer Fehlfusion umso kleiner, je mehr verschiedene b-
Allele im Genpool vorhanden sind. Es wird daher spekuliert, dafs Ustilago
maydis quasi als evolutiondre Notlésung eine Methode zur Vermehrung der
b-Allele entwickelt hat. Damit ware die heutige Vielzahl der b-Allele auf die
fortlaufende Diversifizierung eines einstmals wesentlich einfacheren

Systems, vielleicht dhnlich dem a-Lokus, zurtickzuftihren.
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2.3 Posttranslationale Modifikationen

Nach der ribosomalen Translation werden viele Proteine noch weiter
modifiziert. Alle Formen dieser posttranslationalen Modifikationen laufen
nach demselben Grundschema ab, auch wenn die Palette der moglichen
Variationen sehr reichhaltig ist. In allen Féllen besitzen die Proteine, die
modifiziert werden, Erkennungssequenzen fir Enzyme bzw. Enzymapparate,
die dann die jeweilige Prozessierung durchftihren.

Die Gene von mfal und mfa2 codieren am C-Terminus der Peptide ein CaaX-
Motiv. Dieses Strukturelement 16st eine dreistufige posttranslationale
Modifikation43:44 aus. Zuerst erfolgt an der Thiolgruppe des Cysteins eine
Prenylierung, dann wird das Tripeptid aaX abgespalten und zuletzt die so
freigelegte Carboxylfunktion des Cysteins mit Methanol verestert (Abbildung
5). Das a im CaaX-Motiv steht flir eine beliebige aliphatische Aminosaure.
Die Untersuchungen am ras-Onkogen ergaben, daf’ die Aminosdure X fir
die Art der Prenylierung entscheidend ist. Ist X = Ser, Met, Gln oder Ala, so
wird am Cystein farnesyliert, ist X eine andere Aminosaure, so wird

geranylgeranyliert, insbesondere im Fall von X = Leucin.
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Abbildung 5: Die Prozessierung der Pheromone. Von unten rechts. ribosomae
Proteinsynthese, Prenylierung, Proteolyse und Veresterung. Die letzten drei Schritte werden
durch die CaaX-Box induziert. Nicht dargestellt ist die Prozessierung des N-Terminus im
Rahen der Sekretion der Pheromone.

i
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Derartige Modifikationen beschridnken sich nicht nur auf niedere
Organismen, sondern finden sich bei etwa 0.5 % aller tierischen Zellen4>.
Besonders grundlich wurde dabei in den letzten Jahren das ras-Protein
untersucht. Das ras-Protein ist ein farnesyliertes, membranstidndiges G-
Protein, das ins Blickfeld der Forschung riickte, weil bei ca. 20% aller Falle

von Human-Krebs Fehlfunktionen dieses Proteins beobachtet werden+6:47.

2.3.1 Die Bedeutung der Lipidmodifikationen

Den ersten Schritt zur Klarung der Frage nach dem Grund der
Lipidmodifikation von Peptiden lieferte Anfang der 8Oer Jahre die
Erforschung der Enkephaline. Alle derartigen Opiat-Peptide besitzen N-
terminal dasselbe Bindungsmotiv (Y-G-G-F-L/M), binden jedoch selektiv an
verschiedene Rezeptoren. Die jeweils unterschiedlichen C-Termini dieser
Verbindungen gehen jedoch keine spezifischen Wechselwirkungen mit dem
Rezeptor ein*®. Von den Arbeitsgruppen um SCHWYZER und KAISER wurde
daher vorgeschlagen, die Molekulstruktur in einen address- und einen
message-Teil zu unterteilen. Im Fall der Enkephaline ware der C-Terminus
der address-Teil, der durch unterschiedlich tiefes Eintauchen in die
amphiphile Membran den message-Teil an bestimmte Rezeptoren dirigiert.
Die unterschiedlichen Eintauchtiefen werden durch  spezifische
Wechselwirkungen der Peptide mit der amphiphilen Zellmembran gesteuert.
Nach diesem Modell erfolgt die Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung nicht
direkt, sondern in zwei diskreten Stufen. Im ersten Schritt tritt der Ligand
mit der Zellmembran in Wechselwirkung. Nach SINGER und NICOLSON
mussen Zellmembrane als Flussigkeiten aufgefafst werden. Dies bedeutet,

dafd in der Zellmembran fixierte Strukturen zwar diese nicht verlassen
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Abbildung 6: Der lipophile Teil bindet das Pheromon an die Zellmembran,
ohneim Peptidteil eine bestimmte, feste V orzugskonformation zu erzeugen.
Durch Diffusion in der Membran erreicht es den Rezeptor.

kéonnen (zumindest nicht ohne weiteres), sich dafiir aber frei zu jedem Punkt
innerhalb der Membran bewegen kénnen. Erst danach erfolgt durch diese
zweidimensionale Diffusionsbewegung die Bindung an den Rezeptor
(Abbildung 6). Die Membran kann dabei bis zu drei verschiedene Aufgaben
erfillen (Abbildung 7):
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Abbildung 7: Schematische Darstellung des Modells von SCHWY ZER.
Der Ligand wird an die Membran gebunden und dabel angereichert,
orientiert und konformationell verandert. Erst danach erfolgt die
zweidimensionale Diffusion zum Rezeptor.
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Durch den regioselektiven Effekt wird die effektive Konzentration des
Liganden erhoéht, weil durch die Membranbindung die Diffusion des
Liganden von drei auf zwei Dimensionen reduziert wird, denn alle Molektile,
die in den membranumschlossenen Bereich hineindiffundieren wuiirden,
werden nun auf dessen Oberflaiche konzentriert. Setzt man in dieses
sogenannte GUGGENHEIM-Modell realistische Werte fir Zelldurchmesser (r =
10 mm) und Membran-dicke (d = 3 nm) ein, so erhdlt man fir eine
kugelférmige Zelle eine Anreicherung von (Volumen)/(Membranvolumen) =
(4/3 r3p)/(4r2pd) » 1000.

Auch kinetische Modellrechnungen zeigen, daf5 bei einer Folge von
konsekutiven Bindungsschritten i (i=1,2,3...) mit jeweils n; Bindungsstellen
die j=i+1 Stufe eine um den Faktor Pn; / n; geringere Sattigungs-
konzentration des Liganden aufweist*®. Nimmt man also an, daf’s 1000mal
mehr Membranbindungsstellen als Rezeptoren existieren wund der
Rezeptorbindung eine Membranbindung vorgeschaltet ist, so erhalt man
auch hier eine effektive Sattigungskonzentration, die um einen Faktor 1000
unter der realen Konzentration liegt. Sprechen Messungen also fir eine high
affinity/low capacity Bindung, so mufS dies nicht auf einer besonders
starken Affinitdt zwischen Ligand und Rezeptor beruhen, sondern kann
auch das Ergebnis einer vorgeschalteten low affinity/high capacity Bindung
an die Membran sein.

Durch die orientierungsselektive Funktion, die sich durch spezifische
elektrostatische und hydrophobe Wechselwirkungen postulieren 1af3t,
kénnen membrangebundene Liganden je nach Eintauchtiefe in bestimmte
raumliche Anordnungen gebracht werden, so dafs5 diese fur die
Wechselwirkung mit bestimmten Rezeptoren vororientiert sind (vgl.
Enkephaline).

Unter dem konformationsselektiven Effekt versteht man die Induktion einer
anderen, an die Verhéltnisse im Rezeptor besser angepafditen Konformation,
als sie im nativen Zustand vorliegt. Die Grundlage dieser Annahme ist, daf
Rezeptortaschen haufig hydrophobe Regionen darstellen, die durch die

Lipidmembran durchaus simuliert werden koénnten. Unter optimaler
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Wechselwirkung mit der Umgebung kénnen so Energien von 1-3 kJ/mol pro
Aminosdure freigesetzt werden"%, so daf’ auch in Wasser nicht erreichbare,

weil energetisch héher liegende, Strukturen populiert werden kénnen.

2.3.2 Weitere Moglichkeiten der Lipidderivatisierung

Neben der hier besonders ausfiihrlich besprochenen Prenylierung stehen der

Natur noch eine Reihe anderer posttranslationaler Modifikationen zur

Extrazellularer

Raum i)
Lipid-
Doppel-
schicht

Abbildung 8: Methoden der Membranfixierung von Proteinen: a) einzelne ‘singlepass a-Helix. b) mehrere
‘multipass’ a-Helices. c) lipidverankertes Protein, hier cytoplasmatisch. d) GPI-verankertes extrazelluldres
Protein. e) Uber nicht-kovalente Wechselwirkungen mit einem membranstdndigen Protein fixiertes Protein.
Diese Art von Membranproteinen weist keine der sonst tiblichen Modifikationen auf.
Verfigung, um Peptiden bzw. Proteinen lipophile Eigenschaften zu verleihen
(Abbildung 8). In allen Fallen resultiert daraus eine feste Anbindung an die
Zellmembran. Auf diese Weise werden zum Beispiel membranstandige

Proteine, i. a. Rezeptoren aller Art, in ihrer Position gehalten, um ihrer

Funktion nachkommen zu koénnen.

Die Grundlage fir die Membranfixierung von Rezeptoren bilden zwar in der
Regel lipophile Aminosduresequenzen (Ala, Val, Phe, Leu, Ile, etc.), die i. a.

als Helix die Membran durchdringen, dennoch werden nach Schatzungen 10
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bis 50% aller membranstédndigen Proteine posttranslational lipidmodifiziert,
um sie an ihren Bestimmungsort zu dirigieren>!.
Dabei werden besonders bei den Liganden, also Peptiden bis ca. 200
Aminosduren oder nichtpeptidischen Strukturen, Alkylierungen und
Acylierungen am Cystein sowie an N-terminalen Glycinen vorgenommen,
wahrend die ‘grofieren’ Rezeptoren hauptséchlich eine oder mehrere
transmembrane Domé&nen oder exklusiv lipophile Glycosylierungen an nicht
ndher spezifizierten Positionen der Aminosduresequenz nutzen. Daneben
kénnen Proteine noch durch nicht-kovalente Wechselwirkungen mit
Ankerproteinen ‘indirekt’ membranfixiert werden.
Die bislang identifizierten Lipidmodifizierungen lassen sich in vier Gruppen
einteilen:
Modifikation am N-Terminus: N-terminales Glycin wird N-myristoyliert (n-
C13H27CO-NH-Gly).
Modifikation am C-Terminus: Dies sind die durch die CaaX-Box
induzierten S-Prenylierungen.
Interne Acylierung am Cystein, i.d.R. als S-Palmitoyl-Cystein (n-
C15H31CO-S-Cys).
Interne Glykosylierungen mit komplexen Strukturen aus Zuckern,
Ethanolamin und Phosphatidylinositol.
Daneben erlangen in der Pharmakologie auch  unnattrliche
Lipidmodifikationen zunehmend Bedeutung, da durch sie viele sonst nur
schlecht resorbierbare Wirkstoffe besser aufgenommen werden, bzw. besser
zu ihrem Wirkungsort gelangen kénnen (etwa: Blut-Hirn-Schranke). Eines
der altesten Beispiele hierfiir ist die Acetylierung von Salicylsdure, eines der
modernsten die Synthese von zyklischen RGD-Sequenzen zur Hemmung der
Gll-Adluision unter zusatzlicher Verwendung unnattrlicher lipophiler

Aminosiuren?.
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2.4 Biochemische Grundlagen rund um die Proteinexpression

Dieses Kapitel soll einige Sachverhalte darstellen, die aus der Sicht eines
Mikrobiologen/Genetikers zum Grundwissen z&hlen, jedoch fir andere

Berufsgruppen durchaus kurz erldutert werden sollten.

Nicht der gesamte Enzymsatz einer Zelle wird zu jedem Zeitpunkt exprimiert.
Die Zellen produzieren nur Enzyme, fir deren Vorhandensein eine
Notwendigkeit besteht. Beispielsweise werden bestimme Nahrstoffe im
Medium durch Oberflachenrezeptoren der Zelle erkannt, die dann Uber eine
Signaltransduktionskaskade mit entsprechenden regulatorischen Proteinen
und Promotoren die Produktion der fir die Verwertung dieser Nahrung
erforderlichen Enzyme einleiten. Eines dieser Systeme reagiert auf Lactose,
der dazugehorige Promotor heifst entsprechend Lac-Promotor.

Dieser Promotor wird relativ haufig genutzt, um bestimmte Gene, die (statt
der normalerweise dort vorhandenen Lactose-verwertenden Enzyme) unter
die Kontrolle dieses Promotors gestellt wurden, zu exprimieren. Die
Stimulation erfolgt dabei nicht durch Lactose selbst, sondern durch IPTG
(Isopropylthiogalactopyranosid), einen Agonisten, der jedoch im Gegensatz
zur Lactose nicht abgebaut wird.

Wahrend es sich beim Lac-Promotor also um einen zelleigenen Promotor
handelt, der die nachfolgenden Gene Uber den  “Ublichen’
Aktivierungskomplex flir die Transskription vorbereitet, beruht der T7-
Promotor auf einem wesentlich einfacheren, viralen System des T7
Bakteriophagen. Der T7-Promotor stellt die Erkennungssequenz fir die T7-
RNA-Polymerase dar, die, nachdem sie an die DNA gebunden hat, ohne
Unterstiitzung zelleigener Proteine hocheffektiv RNA erzeugt, bis sie bei
Erreichen des T7-Terminators wieder vom DNA-Strang abfallt. Die
Aktivierung des T7-Promotors erfordert somit die Prasenz dieser Polymerase.
Dies geschieht klassisch durch Infektion der Bakterien mit dem

Bakteriophagen.
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Durch die Entwicklung neuer Expressionsstimme hat sich dies jedoch
weiter vereinfacht. Expressionsstdmme stellen spezielle Laborstdmme
naturlich vorkommender Zelllinien dar, die sich vom wursprunglichen
Organismus zum Teil recht gravierend unterscheiden. Im Falle der E. coli
Bakterien wurden im Rahmen dieser Arbeit, neben vielen anderen
existierenden Laborstdmmen, hauptsédchlich zwei verwendet. Dies sind
DH5a und BL21. Beiden Stammen fehlen die Restriktionsendonukleasen der
nativen E. coli-Stdmme. Weiterhin fehlen bei DHS5a alle im Zusammenhang
mit DNA-Verdnderung stehenden Enzyme. DHS3a eignet sich somit zur
sicheren Vermehrung von Plasmid-DNA, ohne z. B. den Einbau der Plasmide
in die chromosomale DNA befiirchten zu mussen. Im Rahmen dieser
Manipulationen vermag der im Hause Kahmann verwendete DHSa-Stamm
auch nicht mehr auf Minimalmedium zu wachsen, die tatsdchlichen DNA-
Schaden ( = Inaktivierung von Enzymen) reichen also teilweise Uber das
beabsichtigte Mafs hinaus. BL21 stellt einen Expressionsstamm dar. Hier
fehlen viele der zelleigenen Proteasen, so dafs sich exprimierte Proteine in der
Zelle anreichern kénnen, ohne abgebaut zu werden. Daftir jedoch verfligen
BL21-Zellen tiber einen intakten Apparat zum Plasmidaufbau und -abbau,
Plasmide sind in diesen Zellen also nur unter striktem Selektionsdruck und
auch dann nur kurzfristig stabil. Eine Variante dieses Stammes, BL21
(DE3), hat inzwischen mehr Bedeutung als BL21 selbst. Hier ist in der
chromosomalen DNA des Bakteriums das Lac-induzierbare Gen der T7-RNA-
Polymerase verankert. Somit kénnen in diesem Stamm die sehr starken T7-

Promotoren durch IPTG-Induktion aktiviert werden.
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3 Der b-Lokus von Ustilago maydis:

Expression und Reinigung der b-Proteine

3.1 Vorarbeiten

Am Institut fir Mikrobilogie und Genetik der LMU Muinchen unter Frau Prof.
Regine Kahmann wurden die b-Loki von Ustilago maydis sequenziert und
charakterisiert. Einige der bE und bW-Gene wurden tiber c-DNA isoliert und
kloniert. Im Rahmen der Arbeiten, die die bE/bW Interaktion untersuchten,
wurden Vektoren hergestellt, die nurmehr die fir diese Interaktion
relevanten N-Termini enthielten.

Theoretische Untersuchungen und Sequenzanalysen fir diese sehr
leucinreichen Proteine (ca. 15% Leu) ergaben, dafs sie alphahelikal vorliegen
sollten, was Interaktionen auf der Basis von Leucin-zippern
(Leucinreifdverschliissen) wahrscheinlich macht. Allerdings konnten
derartige potentielle zipper nicht identifiziert, geschweige denn eine
(sinnvolle) Strukturvorhersage gemacht werden. Gemafd den
Strukturvorhersagen interagieren diese Proteine nicht miteinander (AK-
Kahmann interna - nicht publiziert). Somit stellen diese N-Termini ein
hochinteressantes Objekt fir Strukturuntersuchungen dar.

Ziel war es nun, diese Proteine fir die NMR-Strukturuntersuchung zur
Verfugung zu stellen. Im Rahmen einer Praktikumsarbeit wurden auch erste
Versuche in diese Richtung unternommen, deren Ergebnisse

vielversprechend erschienen.

3.2 Eigene Vorarbeiten

Bei den vorangegangenen Untersuchungen zur bE/bW Interaktion wurden

zwei verschiedene bEast-Fragmente von verschiedenen Allelen verwendet,
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Elos und E297, sowie zwei verschieden lange Fragmente vom West-Protein,
eines mit einer Anzahl von 116 Aminosduren sowie eines, das mit 131
Aminosduren noch Teile der Hom6odoméane enthielt. Diese Proteinfragmente,
deren Interaktionsverhalten somit bekannt und gesichert war, wurden fir
die Expression herangezogen. Alle vier Proteine lagen als Fusionskonstrukte
mit einem His-tag in pET 22b(+)52 Vektoren vor. Allerdings hatten sich im
Rahmen der vielen vorangegangen Klonierungsschritte zwischen dem 3’-
Ende der Protein-DNA-Sequenz und dem His-tag Klonierungsartefakte von

13 Tripletts LAnge angesammelt (Abbildung 9).

TT promater primer #59348-3

Bui Il T7 promoter lac operator Kbl ths
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HatlysTyrLaylayPraThrdlaklahlaGlyleul syl sylayd | A a6 | nProklalath ]| glathepl laGlyIlaksnSaricpPradsniariarjar

Eag | Ava . sgnal peptidase
Satl  Hind Il _ Mot | Ao | His<Tag Boi 1021 ;
BT ARG T TR R G AL T GAR A C A LA AL CAL AL TOA AT EC TR TAAL A AA G L ARG ARG TR AT TR TR TR CACCACTRAGC AR TAAL
Yo lhsplyslauhlohloAlaleuGivH el gHIgH H1&H | Erd gy
TT terminator

TAG A TAAC LR CTTRGRRC L TETAMACRGRTE TTRARGERTTTTTTR

T7 terminator primer #52337-3

5'-CAT ATG (nnn) GGT ACC GGA TCC GTC GAC GTC GAC AAG CTT GCG GCC GCA CAC CAC CAC CAC CAC CAC-3
Ndel (Protein) Artefakte Histag

Abbildung 9: Der Polylinker des pET 22b (+) Vektors (oben). Die Gene der Proteine, symboalisiert durch (nnn),
wurden in den Vektor eingefiigt, dabel verblieben allerdings eine ganze Reihe von Klonierungsartefakten.

3.3 Expression mit dem IMPACT-System von NEBs:

Zum Zeitpunkt dieser Arbeiten hatte die Firma New England Biolabs>3 ein
neuartiges System zur Expression und Reinigung von Proteinen auf den
Markt gebracht. Nachdem es fir die NMR-Untersuchungen wiinschenswert
ist, moglichst wenige tags und Artefakte am zu untersuchenden Protein zu
haben, andererseits aber langwierige Reinigungsprozeduren zu Lasten der

Ausbeute gehen, schien dieses System das Mittel der Wahl zu sein. Bei
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diesem System erfolgt die Reinigung dadurch, dafs das Protein unter einem
Lac-Promotor als Fusionskonstrukt mit einer Inteinsequenz und einer
Chitin-Bindedoméane exprimiert wird. Nach Anbindung des
Fusionskonstruktes an eine Chitinsdule kann durch Zusatz von Thiol die
durch die Inteinsequenz induzierte Abspaltung des Zielpeptides aktiviert
werden, so dafd man anschliefSend nur dieses Protein in reiner Form von der
Saule eluieren kann, wihrend das 55 kDa grofde tag auf der Saule gebunden

bleibt (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Proteinreinigung mit dem IMPACT -
System. Das Zielprotein wird als Fusionskonstrukt
exprimiert an eine Chitinsdule gebunden. Durch eine
Inteinspaltung wird das Protein anschlieffend vom
Linker getrennt und kann isoliert werden.

Indugible Cleavage l

Die Klonierung der Vektoren erfolgte durch Ausschneiden der vier
Zielsequenzen aus den pET-Vektoren und Ligation in den gedffneten
IMPACT-Vector. Der Ubergang zwischen dem 3’-Ende der b-Proteinfragmente
und der Inteinsequenz des Vektors wurde dabei durch einen 4ill in’- bzw. ‘fill
up’-Prozef5 in den selben Leserahmen gebracht, wihrend am 5-Ende alle

Proteine Uiber eine Nde I site verfigten (Abbildung 11, Abbildung 12).
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pT B2 Intein—
Mst Ala Far Fee Arg Wal Asp Gly Gly Arg Glu Pha Lsu Glu Pro Gly Cysid
CAT ATG GET AGC TOG OGA GTC GAC GGC GGC CGC GAb TTC CTC GAG COT GGG TGO
Nde| ffe | Mrul dar | Mgt ool Khel  Smal

Abbildung 11: Der Polylinker des Impact-Vektors (pCYB4). Die
Insertation der Zielsequenzen erfolgte unter Benutzung der Nde I und
der Xho I sites.

5- CAT ATG (nnn) GGT ACC-3 5-CTCGAG CCC GGG TGC...
GTA TAC (nnn) CCA TGG GAG CTC GGG CCCACG ...
(Ndel) (Kpnl) (Xhol) Cysl (Intein)

Restriktionsverdau mit Kpn | / Xho |

5- CAT ATG (nnn) GGT AC 5-TCGAGCCC GGG TGC ...

GTA TAC (nnn) C C GGG CCCACG ...
(Ndel) (Kpnl) (Xhol) Cysl (Intein)

Fill in/ Fill up

5- CATATG (nnn) G TC GAG CCC GGG TGC ...

GTA TAC (nnn) C AG CTC GGG CCCACG ...
(Ndel) (Kpnl) (Xhol) Cysl (Intein)

Ligation

5-CAT ATG (nnn) GTC GAG CCC GGG TGC ...
GTA TAC (nnn) CAG CTC GGG CCC ACG ...

Abbildung 12: Schematische Darstellung zur Klonierung der Vektoren. (nnn) représentiert die
Triplets der Protein-DNA. Die inkompatiblen Enzymsites wurden durch fill in /fill up in blunt-Enden
umgewandelt, welche eine in-frame-Ligation erlauben.

Bei der Durchfiihrung dieser geplanten Klonierungen zeigte sich, dafs der fill
in /fill up-Prozess und die folgende blunt-Ligation erhebliche Probleme
bereiteten (nachdem dieselben Schritte spater in anderem Zusammenhang
reibungslos abliefen, durfte wohl ein zu diesem Zeitpunkt verwendetes
Enzymen oder Puffer nicht in Ordnung gewesen sein). Wesentlich
schwerwiegender war allerdings, dafd diese unwegsame Route Konstrukte
ergab, die am Zielprotein vier Aminosduren Artefakte hinterlieffen. Aus
diesem Grund wurde noch ein zweiter Weg eingeschlagen, um die

Zielproteine in den IMPACT-Vektor zu klonieren. Dabei wurden die DNA-
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Sequenzen der Zielproteine per PCR mit einem neuen Linker versehen, der
es erlaubte, die Sma I-site im Impact Vektor zu verwenden. Jedoch wurde
nicht Sma I verwendet (dieses Enzym liefert blunt-Enden), sondern dessen
Isoschizomer Xma I, das einen vier Basen langen 5-Uberhang erzeugt (Xma I
GY¥4G CCC). Somit konnten die Protein-Sequenzen mit zwei verschiedenen
sticky-ends (Nde I und Xma [) erhalten werden, eine fiir die Ligation sehr
glinstige Situation. Bei genauer Betrachtung der Sequenzen von E29¢7 und
W26 fiel auf, dafd diese auf GCC bzw. TCC enden. Diese beiden Tripletts
kénnen durch palindromische Ergdnzung zu Erkennungstellen fir zwei
Enzyme erweitert werden (Ngo M I: GY£C GGC, Bsp E I: T"£C GGA), die
beide ebenfalls einen vier Basen langen 5-Uberhang erzeugen und somit mit
Xma | kompatible sticky-ends erzeugen. Somit konnten diese beiden Gene
mit nur einer Aminosaure Artefakt in den Vektor kloniert werden, bei Elos
und W2131 waren es zwei.

Theoretisch ware es auch moglich gewesen, mit nur geringfligig héherem
Aufwand voéllig ohne Artefakte zu klonieren. Da jedoch der Erfolg der
Inteinspaltung ganz erheblich von der dem Cystein vorangehenden
Aminosdure abhangt, und das sich hier ergebende Glycin sehr giinstig fir
diesen Prozess ist, wurde wie beschrieben verfahren. Alle vier Vektoren

liefRen sich auf Anhieb klonieren.

212 - —

Die resultierenden Fusionsproteine haben Massen von 66 kDa i
(E1 und E2), 68 kDa (W2ie) und 69 kDa (W2is) und 7 —
erscheinen in den zur Auflésung der kleinen Zielproteine slz :
hochprozentig gewadhlten Gelen als grofienméfdig nur schwer D7 —
zu unterscheidende Banden. Als Marker wurde der ‘broad 2,5~ —

range’ Marker von NEB verwendet, dieser enthalt zwei Banden
26, 6 -a—

hoherer Intensitat bei 66 kDa und 26,6 kDa, zwischen denen
sich noch drei weitere Bezugsbanden befinden. Dieses recht 20,0- @in

charakteristische Muster erlaubt in allen Fallen ein schnelles

Auffinden der Fusionskonstrukt-banden (Abbildung 13). 143

6,5 - ——

Abbildung 13: Proteingrossen (in kDa) im Broadrange Proteinmaker von NEB.
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5- T ATG (nnn) C CC GGG TGC ... = CAT ATG (nnn) CCC GGG TGC
AC (nnn) GGG CC C ACG ...
(Nde I) (Xma I) (Xma I) Cysl1 (Intein)
Insert Vektor Endgultiger Vektor
(Situation bei Elos sowie W2131)
5- T ATG (nnn) G CC GGG TGC ... = CAT ATG (nnn gcc) GGG TGC
AC (nnn) CGG CC C ACG ...
(Nde 1) (Ngo MI) (Xma I) Cysl1 (Intein)
Insert Vektor Endgtltiger Vektor
(Situation bei E247)
5- T ATG (nnn) T CC GGG TGC ... = CAT ATG (nnn te) GGG TGC
AC (nnn) AGG CC C ACG ...
(Nde I) (Bsp EJ) (Xma I) Cys1 (Intein)
Insert Vektor Endgtltiger Vektor

(Situation bei W2116)

Abbildung 14: Schematische Darstellung zur Klonierung der Protein-DNA-Sequenzen in den IMPACT-Vektor.
Dabei reprasentiert (nnn) die Tripletts der Proteingene. Die palindromische Erganzung reduziert die Artefakte
auf ein Triplett, kann jedoch nur in zwei der vier Félle angewandt werden, bei denen enzymatisch zu Xmal
kompatible Uberhénge erzeugt werden konnen.

Zur Untersuchung des Expressionsverhaltens der Proteine wurden diese
Vektoren in einen Expressionsstamm (BL 21) transformiert, in M9
Minimalmedium bis zu einer optischen Dichte ODgoo = 0.5 herangezogen,
mit 1mM IPTG induziert und bei verschiedenen Temperaturen und
Expressionszeiten inkubiert. Es zeigte sich, dafs die jeweiligen Zielproteine
nur in Spuren in den Zellen vorhanden waren. Diese Proteine konnten zwar
mit der Chitinsdule fur analytische Zwecke praktisch bis zur Homogenitat
angereichert werden, jedoch waren mit dieser Proteinmenge alle Versuche,
eine fir die NMR-Untersuchng ausreichende Menge zu erhalten, von
vornherein illusorisch. Weiterhin konnte nach der Inteinspaltung das
Zielprotein nicht im Eluat nachgewiesen werden.

Primar mufdte also die Expression der Zielproteine gesteigert werden, alleine
schon um genligend Material zur Erprobung der weiteren Schritte zu

erhalten.
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3.4 T7-Promotor fiir die IMPACT-Vektoren

Da die Reinigung der Fusionsproteine tuber die Chitinsdule sehr gut
funktionierte, galt es nun, die vorhandenen Fusionskonstrukte in drastisch
starkerem Mafde zu exprimieren. Fur diesen Zweck erschien der T7-Promotor
in Kombination mit dem BL21(DE3)-Expressionsstamm das Mittel der Wahl.
Als Vektor wurde der bereits vorhandene pET22b (+) verwendet, der alle fir
das T7-System erforderlichen Elemente enthélt.

In diesen Vektor mufSte nun das gesamte im IMPACT-Vektor aufgebaute
Fusionskonstrukt eingebracht werden. Am 5-Ende der DNA-Sequenz
verfiigten beide Vektoren tiber die Nde I site, doch am 3’-Ende gab es leider
keinerlei Gemeinsamkeiten. Auch das Einflihren von neuen Enzym-sites per
PCR wére bei einem derartig langen DNA-Abschnitt sehr schwierig gewesen.
Somit mufite auf die in den Vektoren vorhandenen sites zurlickgegriffen
werden. Im pEt-Vektor besteht eine Bpu 1102 I site ( GCYANAGC; dieses
Enzym ist heute nicht mehr auf dem Markt, es wird durch Blp I ersetzt) und
im IMPACT-Vektor folgt dem Translations-Stop TGA des Fusionskonstruktes
eine Pst I-site (CTGCAY4). Somit liegen nach einem entsprechenden Verdau

folgende Uberhénge an den DNA-Striangen vor (schematisch):

5-CAT ATG (nnn) CTGCA TGAGC...-3’
3-GTA TAC (nnn) G CG...-5’

Im Antisense-Strang fehlen sieben Nukleotide. Die Ligation des Inserts in den
pEt-Vektor gelang durch Zusatz dieses synthetisch hergestellten Heptamers
(5’-TCATGCA-3’) in einer Dreikomponentenligation.

Expressionsversuche mit diesen Vektoren lieferten Zellen mit einem hohen
Anteil an Gesamtprotein (ca. 30 %). Bei der Aufreinigung wurden aber
schnell zwei Probleme erkennbar.

Die Proteine sind nur zu einem geringen Teil 16slich. Der relative Anteil des

l6slichen Proteins h&ngt vom Zielprotein und von der Expressionstemperatur
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ab. Wird die Expression bei 18 °C durchgefiihrt, so 14t sich das Elos-
Fusionskonstrukt durch Zusatz von Detergenzien, besonders Zwittergent 3-
14, solubilisieren (Abbildung 15), ebenso kann W2i116 zu einem gewissen
Anteil noch  solubilisiert werden. Doch die beiden anderen
Fusionskonstrukte sind vollig unléslich (Abbildung 16). Selbiges gilt in allen
Fallen, wenn die Expression bei 37 °C durchgefihrt wird. Unlésliche
Proteine liefSfen sich auch durch 25 % Essigsaurest, pH shifts, oder

Verwendung von TFE-Wasserss als Losungsmittel, nicht solubilisieren.

17 °C 37 °C 1 ! 37 °C

Brj 35 TH-100  23-14  Brij35 TR-100 2314

Helf 35 TH-100 #3.14 Brijas TH-100 Z3-14

PE PE PE PE PE PE

Y it

1& t !_- E &

SESRE_R_1_tSam |
Abbildung 16: Expressions- und Solubilisierungs-
Abbildung  15: Expressionss und  Solubili-  versuche mit E2. Das Fusionsprotein ist immer unloslich

sierungsversuche mit E1. Abgebildet sind nur die  [Pellet (unloslich), Extrakt (I6slich)].
(représentativen) SDS-PAGEs von E1 und E2 [Pellet
(unldlich), Extrakt (16dlich)].

Nach der Abspaltung vom Linker lasst sich kein Zielprotein von der Saule
eluieren. Zum einen lief die Abspaltung an sich auch nach 48 h oder
erhéhter Temperatur nicht vollstdndig, sondern maximal zu 80 %, was
allerdings immer zu einer gewissen Zersetzung der Proteine flihrte (breite,
verschmierte’ Banden). Zum anderen konnte das tatsdchlich abgespaltene
Protein nicht eluiert werden, erst beim strippen der Saule konnten geringe
Mengen des eigentlichen Zielproteins (in der Abbildung E1: 11 kDa) neben
dem Linker (55 kDa) und intaktem Fusionsprotein (66 kDa) nachgewiesen

werden. Zusatz von Detergenzien (Brij 35, Triton X-100, Zwittergent 3-14)
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zum Eluationspuffer erlaubte immerhin die Eluation von stark verdiinnten

Losungen des Zielproteins, doch auch hierbei verbleibt die Hauptmenge des

Zielproteins auf der Saule (Abbildung 17).
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Abbildung 17: Reinigung der Proteine, hier E1. Nur das Fusionsprotein bindet an die Chitinséule, jedoch l&sst
sich nach der Spaltung kein Zielprotein eluieren. Erst beim strippen der Séule wird es neben dem Intein-tag und
unverandertem Fusionskonstrukt eluiert. Die ‘ Doppelbande’ der |etzten Spur besteht aus dem Fusionsprotein (66

kDa) und dem Intein-tag (55 kDa), ganz unten erscheint E1 (11 kDa).
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3.4.1 Verbesserung der Inteinspaltung

Unabhéngig von den anderen Schwierigkeiten mit den b-Proteinen gelang es,
die zu langsam ablaufende Spaltung des Fusionsproteins ganz erheblich zu
verbessern. Den Ansatz dazu lieferte der Mechanismus dieser Reaktion.
Hierbei wird der durch einen N - S Acylschift am Cystein(1) des Inteins
gebildete Thioester durch Zusatz von Thiol (oder ggf. anderen Nukleophilen)
gespalten. Beide Teilschritte sind aus der Sicht des organischen Chemikers
nukleophile Substitutionen (Acyliibertragungen). Derartige Reaktionen
werden klassisch durch DMAP (4-Dimethylaminopyridin)se katalysiert. Und
tatsdchlich verlduft auch die Inteinspaltung bei Zusatz von 1mM DMAP zum
normalen Spaltungspuffer wesentlich schneller und mit deutlich weniger

Proteindegradation (Abbildung 18).

Abbildung 18: Katalytisch unterstiitzte Inteinspaltung: 1) 50 mM Mercaptoethanol, 2) 1 mM DMAP, 3)
50 mM Mercaptoethanol + 1 mM DMAP, 4) 50 mM Mercaptoethanol + 10 % Octylglycosid (Detergenz).
Spur 3 zeigt im Gegensatz zu allen anderen eine deutlich bessere Spaltung. Zur Hervorhebung wurde bei
den relevanten Spuren der Kontrast verstérkt.
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3.5 Simultane Co-Expression des Fusionsproteins mit Chaperones

In der Literatur wurde Co-Uberexpression mit Chaperones, zelleigenen
Faltungshelferproteinen, mehrfach erfolgreich eingesetzts58, um wegen
Fehlfaltung unlésliche Proteine zu solubilisieren. Um abzukléren, ob unsere
Proteine auf Grund von Fehlfaltung oder Lipophilie unléslich sind, wurden
sie zusammen mit zwei verschiedenen Familien von Chaperones co-
exprimiert. Diese Familien sind Gro ELS (bestehend aus Gro EL mit 56 kDa
und Gro ES mit 14 kDa) und Dna J/K (Dna K mit 66 kDa, Dna J mit 36 kDa
und Grp E mit 25 kDa).

Fur die Co-Expression wurden die BL21 (DE3)-Zellen simultan mit beiden
Plasmiden, die orthogonale Immunitédten tragen, transformiert, und in einem
Medium mit zwei Antibiotika kultiviert. Die weitere Verfahrensweise erfolgte
wie oben, d. h. Expression bei verschiedenen Temperaturen und
verschiedene Detergenzien im Lysispuffer.

Auch die Ergebnisse unterschieden sich in keiner Weise von den vorherigen.
Zu den Proteinbanden sind lediglich die der - léslichen - Chaperonins
hinzugekommen. Da die Zellen neben dem Fusionsprotein zusatzlich die
Chaperonins exprimieren mussen, liegt die Ausbeute an Fusionsprotein
etwas unter dem Wert, der bei einer Einzelexpression erhalten wird.
Beispielhaft sind im folgenden nur die SDS-PAGESs® fiur das E2-
Fusionskonstrukt abgebildet (Abbildung 19, Abbildung 20).

Die Bande bei 66 kDa im Extrakt stellt dabei kein 16sliches Zielprotein dar,
sondern es handelt sich dabei um Dna K. Die auf den ersten Blick nicht
triviale Unterscheidung dieser zum Fusionskonstrukt fast identischen Bande
gelingt nur Uber die Chitinsdule - hier bleibt keinerlei Protein aus dem
Extrakt haften. Dies zeigt, dafs auch die Co-Expression mit Chaperonins die
Proteine nicht solubilisieren kann. Somit ist deren Unléslichkeit nicht auf
Fehlfaltung zurtickzuftihren, sondern auf hohe Lipophilie.

Diese Schluf’folgerung macht es auch illusorisch, die Zielproteine, die noch
wesentlich schlechter 16slich sind als die Fusionskonstrukte, auf diesem

Wege in Loésung zu bringen. Somit wurden die Versuche mit den
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Fusionskonstrukten beendet. Fir die weiteren Versuche wurde wieder auf
Proteine mit His-tag zurtickgegriffen, da dieses tag auch eine Reinigung vollig
denaturierter Proteine zulafdt, die dann mittels detergent mediated refolding

renaturiert werden konnen.

17 € 4 e
Brii 35 TX-100 Z3-14 Brij35 TX-100 Z3-14

PE PE PE PE PE PE

=Gro EL: 56 kDa

. Gro ES: 14 kDa

s
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Abbildung 19: Simultane Co-Expression des E2-Fusionskonstruktes mit Gro ELS kann jenes nicht
solubilisieren. Bei dem kréftig exprimierten, 16slichen 97 kDa-Protein handelt es sich um die T7-RNA
Polymerase.
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Abbildung 20: Simultane Co-Expression des E2-Fusionsproteins mit Dna JK. Dna K téuscht |6sliches
Fusionsprotein vor, da es die gleich Grdsse wie dieses besitzt. Bei 97 kDa erscheint auch hier die 16sliche T7-
RNA Polymerase.
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3.6 Solubilisierung der Proteine durch

detergent mediated refoldings:s:-62

Zur Expression der Zielproteine mit His-tag wurde auf die urspringlichen
pET 22 Db(+) Vektoren zurlckgegriffen. Die Klonierungsartefakte wurden
durch Verdau mit Kpn I (G¥4T ACC) und Xho I (CYA'C GAG) ausgeschnitten,
die Strang-Enden durch Fill in / Fill up in blunt-Enden uberfihrt und
anschliefsend ligiert. Die Expression erfolgte bei 37 °C, die Proteine wurden
als die Inclusion Bodies isoliert, mit 7.5 molarer Guanidinum-
Hydrochloridlésung denaturiertss (geringere Konzentrationen oder Harnstoff
waren unwirksam), Uber die Nickel-Sepharosesaulen gereinigt und durch
Vermischen mit demselben Volumen 10 %-iger Detergenzlésung
renaturierts+. Die endgultige Reinigung erfolgte Uber GPC. War die
Renaturierung erfolgreich, so erschien das Protein in einem seiner Masse +
Micellenmasse entsprechenden Peakss:¢, gefolgt vom grossen Peak der leeren
Micellen. Schlug die Renaturierung fehl, so erschienen die dann

vorliegenden Proteinkonglomerate als Vorlaufpeak’.

Die eigenen Experimente ergaben, daf’ sich E1 mit Detergenzien mit einem
Alkylrest von 14 oder mehr Kohlenstoffatomen (Z 3-14, Z 3-16) renaturieren
und solubilisieren 14f3t, wdhrend W2i131 16 Kohlenstoffatome (Z 3-16)
bendtigt. Die beiden anderen Proteine liefSen sich nicht solubilisieren, da
keine Detergenzien mit ldngeren Alkylresten als Cie kommerziell erhéltlich
sind (Brij 78 besitzt zwar einen Cis-Rest, jedoch bildet es Micellen von 100
kDa, was oberhalb des Ausschlufvolumens der GPC-Saule lag und somit
nicht analysierbar gewesen ware). Diese Beobachtung, dafS die
Renaturierung durch Detergenzien mit zunehmender Kettenldnge beglinstigt
wird, deckt sich mit den Beobachtungen von S. TANDON und P. M.
HorowiTze7-und steht scheinbar in Widerspruch zu J. STOCKEL®, der genau

das Gegenteil beobachtete.
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Dieser scheinbare Widerspruch fihrte zur Entwicklung eines Modells zur
Protein-Detergenzien-Interaktion. Zwischen diesen beiden Komponenten
konnen drei Arten von Interaktionen auftreten:
Protein-Protein (pp): Diese unselektive Proteinaggregation hangt von der
Lipophilie der Proteine (bzw. deren Oberfldchen) ab.
Detergenz-Detergenz (dd): Diese Interaktionen fiihren zur Micellenbildung,
ihre Starke ist abhangig von der Lipophilie (=Kettenlénge) des Alkylrestes.
Protein-Detergenz (pd): Taucht das Protein in die Micelle ein, so wird
dessen lipophile Oberfliche durch die Detergenzmolektlile maskiert, was

allerdings die dd-Interaktionen in der proteinhaltigen Micelle reduziert.

Lipophilie des
Proteins (pp)

Aggregation Protein inﬂ_g;le‘i‘fi\/licelle
pp > pd pp » dd £ pd
Protein in der Mi}g;el’lg Aggregation
pp»dd £ pd dd > pd
Lipophilie des Detergenz’ (dd)

Abbildung 21: Schematische Darstellung der Protein-Detergenz-Interaktion. Nur wenn Protein
und Detergenz kompatibel sind, gelingt die Solubilisierung.
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Somit ergeben sich drei Moéglichkeiten (Abbildung 21):
Uberwiegen bei sehr lipophilen Proteien die pp-Interaktionen, so aggregiert
das Protein trotz Gegenwart von Detergenzien.
Wenig lipophile Proteine werden durch starke dd-Interaktionen am
Eintreten in die Micellen gehindert.
Haben alle drei Interaktionen etwa dieselbe Stéarke, so kann das Protein
problemlos in die Micellen eintreten, dort falten und wird durch

Unterbindung unselektiver pp-Interaktionen in Loésung gehalten.

Somit gestaltet sich die Solubilisierung eines ‘neuen’ Proteins einfacher,
wenn man eine Serie von Detergenzien mit verschieden langen Alkylresten
durcharbeitet, und erst, wenn die richtige Lange gefunden ist, sich dem
EinflufS der Kopfgruppen widmet, was besonders bei Membranproteinen
durchaus erheblichen Einflufs haben kann. Je nach Lipophilie des Proteins
kann sich eine Situation wie bei S. TANDON oder J. STOCKEL ergeben. Ebenso
gibt es Proteine, die von Detergenzien mit mittleren Kettenldngen
solubilisiert werden koénnen, nicht jedoch von solchen mit langeren oder
kitirzeren®. In allen Fallen macht sich die zunehmende Entfernung von der
‘Ideallinie’ durch eine immer héhere Mindestkonzentration von Detergenzien
bemerkbar, denn durch Konzentrationserh6hung kann in gewissem Rahmen
durch das Massenwirkungsgesetz noch eine Micellenbindung erzwungen
werden. Diese Theorie deckt sich auch mit den Beobachtungen, die bei
Renaturierungen mit Polyethylenglycol gemacht wurden, und zeigten, dafs
far lipophilere Proteine hoéhere Konzentrationen dieses Stoffes bendtigt
werden, oder aber Polyethylenglycole hoéherer Molmasse in geringeren

Konzentrationen7o.
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Die erfolgreich solubilisierten E1 und W2i31 Proteine wurden auf ihre
Identitdt und vor allem auf ihre Aktivitdt (bE/bW-Interaktion) Utberpruft.
Dazu wurden die DNA-Sequenzen dieser beiden Proteine in den pET 3a
Vektor kloniert. Dieser entspricht in den fir die Expression relevanten
Eigenschaften dem pET 22b (+) Vektor, besitzt jedoch kein His-tag. Die
ungetaggten Proteine wurden wie ihre His-tag-Analoga solubilisiert,
naturlich ohne den Reinigungsschritt iber die Nickelsepharose. Dies ergab
zwar keine homogen reinen, aber fur die Interaktionskontrolle brauchbare
Proteinlésungen.

Fur die Interaktionskontrolle wurden nun die komplementaren Proteine
jeweils mit und ohne His-tag exprimiert und das getaggte Protein nach der
ublichen Reinigung wieder an die Nickelsepharose gebunden. AnschliefSend
wurde jeweils das ungetaggte Komplement auf die Saulen gegeben. Nach
grundlichem Waschen wurden die an die Sdule gebundenen Proteine eluiert
und analysiert. Es zeigte sich, daf® die ungetaggten Proteine nur dann
nachzuweisen waren, wenn zuvor ihr Partner an die Sdule gebunden war.
Somit kann es als gesichert gelten, dafs auch hier trotz der Verkapselung’
der Proteine in Micellen selektive Protein-Interaktionen stattfinden7:72 und
zudem die Proteine korrekt renaturiert wurden.

Losungen des so erhaltenen E1-Proteins wurden per CD-Spektroskopie
weiter analysiert, das a-helikale Protein denaturiert reversibel zwischen 85
und 90 °C. Da die Loésungen viel Detergenz enthalten, das seinerseits um
200 nm breit und stark absorbiert, waren die CD-Messungen nicht von
bester Qualitdt und konnten nicht exakt quantifiziert werden. Dennoch
bestatigen sie die vorhergesagte a-helicale Struktur des Proteins.

W2131 erwies sich als etwas problematischer. Zuerst zeigte sich, dafs das
Protein ein Gemisch aus zwei Banden darstellte. Diese Erscheinung kam
durch fehlerhafte Erkennung eines zweiten, im Inneren der Proteinsequenz
vorkommenden ATG (bzw. AUG)-Kodons als ‘Start’ (zur Ursache dieser
Fehlinterpretation spédter mehr), was zu einem um etwa 2 kDa kurzeren
Protein fihrte. Beide Varianten hatten jedoch dieselben

Interaktionseigenschaften, so daf5 W2;31 immer als charakteristische
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Doppelbande auftrat. Zweitens hatte der Komplex aus W2i131 und Micelle
eine Masse von 65 kDa. Dies kann nur durch das Vorliegen von W2131 als
Dimer erklart werden. Als Ursache flir diese Homointeraktion kommt nur die
hier teilweise vorhandene Hom6éodomé&ne in Frage, da E1 diese Eigenschaft
nicht zeigt. Weiterhin sind die Lésungen beider Proteine empfindlich
gegenUber Luftsauerstoff. Duch Oxidation von Cysteinen entstehen zunéachst
Oligomere und letztlich aggregiert das Protein.

Zur Durchfihrung der NMR-Untersuchungen wurden wegen der
uneinheitlichen Eigenschaften von W2i131 nur Lésungen von E1 benutzt.
Diese = NMR-Untersuchungen ergaben leider, daff die Protein-
Micellenkomplexe mit 46 kDa zu grofS sind, um mefSbare Signale zu ergeben.
Dabei durfte neben der Grofdie der Micellen auch die Viskositat der Losung
eine Rolle spielen, die durch den Anteil an tiberschiissigem Detergenz recht
hoch ist (auf 4 Micellen kommt nur ein El-Protein). Dieser Uberschuf’
kommt durch die schlechte Trennung voller (46 kDa) und leerer (35 kDa)
Micellen zustande. Deren Molmassen unterscheiden sich zu wenig, um den
Protein-Micellen-Peak von demjenigen des riesigen Uberschusses an

Detergenz vollig abzutrennen.

Es ergaben sich zwei moégliche Ansétze, dieses Problem zu l6sen:
1. Synthese von Detergenzien, die bei gegebener Lipophilie kleinere Micellen
formen.

2. Molekularbiologische Lésungen

Zuerst wurde mit den synthetischen Arbeiten begonnen (siehe Teil 4), bis
sich schliefSlich in der Literatur ein erfolgversprechender Loésungsansatz

fand.
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3.7 Co-Expression der b-Proteine als bE/bW-Heterokomplexe

Vor wenigen Jahren tauchte in der Literatur ein neues Verfahren zur Co-
Expression von Proteinen auf’s. Bei dieser Methode werden die fir sich
schlecht 16slichen Komponenten von Heterokomplexen simultan in einer
Zelle exprimiert und damit durch in situ-Komplexierung der lipophilen
Oberflachen durch das optimal passende Templat - den nattrlichen
Interaktionspartner - maskiert. Ahnliches war zuvor im Hause Kahmann
versucht worden, allerdings waren die Proteine mit zwei verschiedenen
Vektoren in derselben Zelle exprimiert worden — und unléslich gewesen. Die
eigentliche Neuerung des Literaturverfahrens besteht darin, die Proteine von

demselben Vektor tiber dieselbe m-RNA zu exprimieren.

T7 Prom RBS + Proteinl Blp | RBS + Protein2 Blpl T7-Term
[ | [ | 1 [ | ] [
\ \ \ L \ -
/ GC TGAGC GC TGAGC
CGACT CG CGACT CG
Expressionsvektor

pET 22b (+)

N e /

Abbildung 22: Vektor fur die smultane Co-Expression. Dieser Vektor transkribiert beide Proteingene in
dieselbe m-RNA. Die Klonierung erfolgte hier Gber die Blp I-sites, die durch das zentrale GC-Paar das
eingefligte zweite Gen in der richtigen Richtung orientiert.

Zur Klonierung der neuen Vektoren wurden die zuletzt verwendeten,
verkurzten pET 22b (+) Vektoren verwendet. Diese Vektoren weisen zwischen
dem Translationsstop und dem T7-Terminator eine Bpu 1102 I-site auf (=
Blp I, GCYINAGC). Neben der exakt richtigen Lage hat dieses Enzym noch

den grofSen Vorteil einer unterbrochenen palindromischen
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Erkennungssequenz. Somit kann das in der Mitte des drei Nukleotide langen
5-Uberhangs liegende, ‘freie’ Nukleotid als Steuersignal benutzt werden, um
auch, und gerade bei zwei identischen sites eine Insertation in nur einer
Richtung zuzulassen. Somit wurden per PCR alle vier Proteinsequenzen
samt RBS (ribosome binding site, Shine Delgarno-Sequenz) am 5-Ende mit
einer Blp I-site identisch zu der am 3’-Ende versehen. Die site am 3’-Ende
wurde durch Verwendung des Standard-T7-Terminatorprimers
Ubernommen. Aus diesen PCR-Produkten konnten alle Protein-inserts
entnommen und in die Blp I site der bestehenden Vektoren eingeftihrt

werden (Abbildung 22).

Von den 16 denkbaren Kombinationen wurden die 8 hergestellt, die eine
bE/bW-Kombination ergeben. Die Expression wurden in BL21(DE3) bei 15
bis 18 °C uber Nacht durchgefihrt. Die bE1/bW213:-Kombinationen (also
bE1/bW2131 und bW2131/bE1) ergaben unter diesen Bedingungen praktisch
vollstandig l6sliches Protein. Wichtig fir den Erfolg war allerdings, dafd die
Zellkultur bei 37 °C bis zu einer ODgoo = 0.4 bis 0.5 herangezogen wurde
und dann durch Eintauchen in den vortemperierten Wasserbadschtittler
schnell auf ca. 17 °C abgektihlt wurde. Ohne diesen Temperaturschock, der
vermutlich die Produktion zelleigener Stressproteine’, darunter Chaperones,
auslost, fallen auch diese Proteine unldslich an.

Alle anderen Kombinationen sind unléslich. Dies gilt nicht nur far die
bE2/bW2-Kontrollvektoren, wo dies zu erwarten war, sondern auch fur die
bE1/bW2;16 Kombinationen. Dabei fiel auf, daf’ das im Vektor jeweils erste
Gen verstarkt exprimiert wurde. Die Ursache fir diese Beobachtung und
ebenso fur die vorher beschriebene Fehlinterpretation eines internen ATG-
Tripletts koénnte darin zu suchen sein, dafs5 die Ribosomen von grofSen
Mengen unléslichem Protein umgeben sind, was den Nachschub an t-RNA
beeintrachtigt. Im Falle der Einzelexpression kénnte die Translation durch t-
RNA-Mangel abbrechen und am néachsten erreichbaren ATG neu einsetzen,
solange die m-RNA sich noch im Ribosom befindet. Produkte solcher

unterbrochener Translationen werden als fehlerhaft markiert und in der
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Zelle schnell wieder abgebaut. Ebenso ist denkbar, dafd die sich freie m-RNA
nach Fertigstellung des ersten Proteins aus dem Ribosom 16st, bevor die
durch t-RNA-Mangel gehemmte Translation des zweiten Proteins einsetzen
kann, was die geringere Menge des zweiten Proteins erklart, sofern das
Produkt unléslich ist.

Die Reinigung des l6slichen bEl9s/bW2131-Paares erfolgte mittels Nickel-
Sepharosesdule und GPC. Nach dem Konzentrieren wurden die homogen
reinen Proteinproben 2zur Entfernung eventueller niedermolekularer
Inhaltsstoffe dialysiert. Die GP-Chromatographie zeigte, dafd die Proteine als
(bElog/bW2131)2 vorliegen, dieser Komplex hat (inklusive His-tags) eine
Masse von 58.8 kDa. Dies ist mit der bereits gemachten Beobachtung
konsistent, dafi detergenzien-solubilisiertes W2131 als Dimer vorliegt

(Abbildung 23).

EAYDQ AFRNL LKHVF STRSR KMWYM LLKEA S
-101 -116 - 131

Abbildung 23: Die Aminosauren im Bereich von 101 bis 131 des W2-Proteins zeigen zwei lipophile Doménen.
Nachdem der bE1gg/bW2,16-Komplex nicht 16dlich ist, der bE1lgg/bW2,5,-Komplex dagegen sehr gut, scheint die
zweite dieser Doméanen im léangeren bW-Fragment mit den lipophilen Bereichen der ersten Doméne zu
interagieren. Dies deutet auf eine antiparallele Orientierung der dimerisierten Homdodoméanen hin. Bel
bE1ge/bW2;6 findet diese Maskierung nicht statt, was zu Aggregation fiihrt.

Die Losungen des tetrameren 58.8 kDa Proteinkomplexes konnten bis zu
einem Proteingehalt von 20 % konzentriert werden (>3 mmolar), die dann
allerdings sehr viskos waren. Fur die NMR-Messungen wurden etwa
1 mmolare Konzentrationen benutzt.

Allerdings zeigten alle aufgenommenen NMR-Spektren breitere Signale, als
dies fur ein Protein dieser Gréfde zu erwarten wire (Abbildung 24). Ursache
hierfiir ist die Oxidation der Proteine durch Luftsauerstoff, eine ebenfalls
bereits bekannte Erscheinung. Im Gegensatz zu den in Micellen verpackten
Einzelproteinen ist der Komplex allerdings wesentlich empfindlicher, selbst
Zusatz hochster Konzentrationen Mercaptoethanol (100 mmol - ubliche
Konzentrationen liegen um 5-10 mmol) kann den Prozess nicht aufhalten.
Die Oxidation fihrt primar zu Uber Disulfidbriicken verknUpften

‘Oligomeren’, die per SDS-PAGE nachgewiesen werden konnten, und
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letztendlich zur Préazipitation der Proteine.

Messungen zur Temperaturstabilitdt ergaben, dafd der Proteinkomplex bei
40 °C eine Halbwertszeit von etwa 18 h besitzt, bei 25 °C jedoch fur >10 Tage
‘mefSbar’ bleibt. Die Ursache fuir die im Vergleich zu E1 deutlich geringere
Thermostabilitdt dirfte in einer Dissoziation des Komplexes zu suchen sein.
Die freien Proteine kénnen entweder wieder selektiv interagiereren oder aber
aggregieren. Ebenso durfte auch hier noch Sauerstoff, der in die

Probenréhrchen eindringt, noch eine Rolle spielen.
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Abbildung 24: *H-"*N TROSY des (bE1eg/bW2,3,),-Komplexes. Die Signale sind mit dieser Methode zwar schérfer
als bei entsprechenden HSQC-Spektren, aber noch immer wesentlich breiter als fir ein 58,8 kDa Protein zu erwarten
waére. Die Signalverbreiterung ist das Ergebnis der Oxidation oberflachlicher Cysteine, was zu einer Oligomerisierung
und letztendlich zur Aggregation der sehr sauerstoffempfindlichen Proteine fiihrt.
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3.8 Zusammenfassung und Diskussion der Ergebnisse.

Leider ist es bislang nicht gelungen, brauchbare Proteinproben fir die NMR-
Strukturaufklarung zu erhalten. Das grofdite Problem stellt dabei die extreme
Sauerstoffempfindlichkeit dar, die Groéfse des Proteinkomplexes ist von
sekundarer Bedeutung. So kann sich die Symmetrie des Proteins positiv
auswirken und trotz der Grofde die Messung vereinfachen, dazu kommen die
kontinuierlichen Weiterentwicklungen in der NMR-Spektroskopie, was
Feldstdrke und vor allem die MefSmethodenentwicklung anbelangt. Weiterhin
konnte gezeigt werden, dafd die Interaktion der bE/bW-Dimere tiber die am
W2i131 vorhandenen Teile der Hom6éodomane erfolgt. Somit bietet sich auch
hier ein Ansatzpunkt, durch Verkiirzung des bW-Fragments diese Doméne
zu entfernen und somit dimere bE/bW-Komplexe zu erhalten. Versuche, die
Tetramerisierung durch Zusatz synthetischer Peptide zu unterdriicken,
wurden leider schon im Vorfeld durch synthetische Probleme verhindert.
Unabhéangig von allen gegebenen Mobglichkeiten, gréfSenmafdiig messbare
bE/bW-Komplexe zu erhalten, bleibt immer noch das Problem der Cysteine,
die im N-Terminus und nicht in der Hom6odoméane positioniert sind. Hier
kann nur eine vollstdndig unter Schutzgas durchgefiihrte Reinigung die
Oxidation und damit den Verfall der Proteinproben verhindern.

Zwar ware es auch moglich, diese Cysteine durch Mutagenese 2zu
substituieren, doch stellt dies einen riskanten Weg dar, denn tuber die
Relevanz dieser Aminosduren kann durch die fehlenden
Strukturvorhersagen keine Aussagen getroffen werden. Deswegen wurde
dieser Weg nicht verfolgt, sondern ausschlieflich mit ,Originalsequenzen’
gearbeitet.

In Hinblick auf die erzielbare Proteinkonzentration und Lebensdauer der
Proben im Spektrometer erscheint bE/bW aussichtsreich. Auch die recht
hohen Proteinausbeuten bei der Expression (ca. 120 mg/L) und die stehende
und mit ca. S0 % Ausbeute recht gute Reinigungsprozedur stellen ein solides
Fundament dar, zumal auch die Anpassung an die Expression vollstdndig

isotopenmarkierter Proteine gelang. Der kinetische Isotopeneffekt macht sich
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bei Verwendung isotopenmarkierter Vollmedien nur durch eine drastisch
verlangerte Expressionszeit von 70 Stunden (gegentber 16-20 h bei
unmarkiertem Medium) bemerkbar, nicht aber in schlechterer Ausbeute.
Abschliefiend kann gesagt werden, dafs die Arbeiten an den b-Proteinen von
Ustilago maydis vom molekularbiologischen Standpunkt aus betrachtet eine
ganze Reihe von Erkenntnissen gebracht haben, was Loslichkeitsverhalten
und Interaktionen dieser Proteine angeht, besonders in Hinblick auf die
zweite Interaktion tiber die Hom6odomane.

Ebenso  konnten zwei  Ergebnisse  erzielt werden, die als
Grundlagenforschung von etwas allgemeinerem Interesse sein koénnten.
Dabei handelt es ist zum einen um den ,Leitfaden’ zur Proteinsolubilisierung.
Ein systematischer Ansatz wie dieser, der den Arbeitsaufwand zur
Solubilisierung von Proteinen reduzieren kann, durfte im Vergleich zur
klassischen, empirischen Methode viel Zeit sparen.

Weiterhin gelang die katalytische Aktivierung des IMPACT-Systems. Dieses
Expressionssystem wird zwar haufig verwendet, ist aber nach Aussagen
mehrerer ‘Betroffener’ chronisch ‘spaltungsmuide’. Somit stellt die
Beschleunigung dieser limitierend wirkenden Spaltung durch einen
einfachen und problemlos erhéltlichen Katalysator eine echte Verbesserung

dar.
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4 Organische Synthesearbeiten in Zusammenhang mit der

Proteinexpression

4.1 Detergenzien

Zur Solubilisierung der b-Proteine wurden Detergenzien mit einer definierten
Lipophilie benétigt, die aber zusatzlich zur vorgegebenen Kettenldnge noch
moglichst kleine Micellen bilden und proteinvertraglich sein sollten.
Zusatzlich war es fur die geplanten NMR-Untersuchungen wichtig, die
Detergenzien volldeuteriert erhalten zu koénnen. Nach den guten
Erfahrungen mit den Detergenzien der Zwittergent-Reihe wurden diese als

Leitstrukturen benutzt (Abbildung 25).

T
10,8 (CH,); N (CHy)5 CH,8

CH,

Abbildung 25: Zwittergent 3-16

Die gut proteinvertrégliche, zwitterionische Kopfgruppe®4,7s.76 ist synthetisch
leicht einzufiihren, so dafs jedes tertidre Amin zur Erzeugung dieser Struktur
herangezogen werden kann. Die Reduktion der Micellengrofsie 1afdit sich
durch Verzweigungen in der Kette erreichen, da jedoch die Lange der
Alkylkette vorgegeben war, mufdte die Verzweigung dieser Hauptkette durch
Einfihren weiterer Reste erzeugt werden. Als leicht (und vor allem auch
volldeuteriert) zugangliche Quelle von Alkylketten boten sich die nattirlichen
Fettsduren an, von denen verschiedene an einem Verknipfungspunkt
angebracht und mit einem tertidren Amin als Vorstufe der zwitterionischen
Kopfgruppe versehen werden mufSten. Zuletzt sollten alle Synthesen billig
und ohne viele Nebenprodukte durchfiihrbar sein, da die Detergenzien auch
in grofferen Mengen hergestellt werden mussten. Basierend auf diesen

Uberlegungen wurde folgender Syntheseplan aufgestellt (Abbildung 26):
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Abbildung 26: Syntheseplanung zur Darstellung der Detergentien. Alle umrandeten Edukte sind voll deuteriert
erhdtlich. Zur Durchfihrung der einzelnen Stufen vgl. Text.

Da es bereits zu Anfang fraglich war, ob eine einzelne polare Kopfgruppe
ausreichen wiirde, um die durch ihre sehr langen Alkylreste stark lipophilen
Verbindungen zu solubiliseren, wurden weitere, alternative Kernstrukturen
neben dem 3-(Dimethylamino)-propylamin ins Auge gefaf3it (Abbildung 27).
Die synthetische Zuginglichkeit dieser Verbindungen mufSte jedoch noch
Uberprift werden, besonders in Hinblick auf deren méglichst volldeuterierte
Verfigbarkeit. Das 3-(Dimethylamino)-propylamin selbst ist relativ einfach
aus Acrylnitril, Dimethylamin und anschlieffende Reduktion zuganglich, alle
Komponenten sind deuteriert erhéltlich.

Weiterhin stellt der bei der Umsetzung mit Propansulton entstehende
quartare Stickstoff eine Abgangsgruppe dar, die, geeignete Nukleophile
vorausgesetzt, intramolekular zu unerwlnschten Cyclisierungen fihren
kann. Folglich durften im endgultigen Zielmolekul keine nukleophilen

Zentren mehr vorhanden sein.
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Abbildung 27: Weitere auf ihr Eignung als Kernstrukturen untersuchte Molekile. Alle lassen sich
(theoretisch) durch Aminomethylierung (Mannichreaktion) aus Cyanessigsaure bzw. Nitromethan herstellen.

4.1.1 Synthese der N-[3-(dimethylamino)-propyl]-acyl-amide

(Amino-amid)

Die AnknUpfung des ersten Alkylrests an das 3-(Dimethylamino)-propylamin
stellt die an sich triviale Bildung einer Amidbindung dar. Untersucht wurden
die Umsetzung des 3-(Dimethylamino)-propylamins mit dem Carbonsaure-
methylester (aus der Carbonsdure in Methanol mit Thionylchlorid), mit dem
Carbonsaurechlorid (aus Carbonsdure mit Thionylchlorid) und zuletzt die
direkte Amidbildung.

Die Umsetzung des Methylesters mit dem Amin verlief nur bei hoher
Temperatur und sehr schleppend, so dafd dieses Verfahren trotz sehr hoher
erzielbarer Ausbeuten rasch verworfen wurde. Die Umsetzung der
Saurechloride mit dem Amin gelang problemlos und lieferte auch gute
Ausbeuten, war aber als zweistufige Reaktion der letztlich angewandten,
direkten Amidsynthese unterlegen. Dazu wurde die jeweilige Carbonsdure
mit einem UberschufR des 3-(Dimethylamino)-propylamins und Toluol als

Schlepper am Wasserabscheider erhitzt, und anschlieffend das Amino-amid
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durch Kristallisation aus Methanol (Ci4- bis Cis-Alkylreste) oder Destillation
(Alkylreste <Ci2) des Ansatzes im Olpumpenvakuum in fast quantitativen

Ausbeuten erhalten.

4.1.2 Reduktion der Amino-amide zu den entsprechenden

Amino-aminen

Die Reduktion der Amino-amide wurde nach Literaturvorschrift’? mit einem
doppelten Uberschufd Lithiumaluminiumhydrid in Ether durchgefiihrt und

lieferte die Amino-amine in sehr guten Ausbeuten (97%).

4.1.3 Einfiihrung des zweiten Acylrestes

Die Einfihrung des zweiten Acylrestes erfolgt durch Reaktion des Amino-
amins mit dem entsprechenden Acylchlorid in THF. Eine Reaktionsfiihrung
unter Ruckflussbedingungen ist wegen der starken Schaumentwicklung und
Verfarbung des Ansatzes nicht empfehlenswert. Statt dessen gelingt die
Synthese bei Raumtemperatur, erfordert aber besonders bei langkettigen
Edukten Reaktionszeiten von bis zu drei Tagen. Die Ausbeuten liegen bei 95

- 97 %.

4.1.4 Quarternierung mit Propansulton

Zur Quarternierung wurden die in den Verbindungen vorliegenden
Dimethylaminogruppen mit der stéchiometrischen Menge des
Propansultons? umgesetzt (iber Nacht RT). Diese Reaktion wurde in THF

und Chloroform durchgefiihrt und liefert quantitative Ausbeute.
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4.1.5 Synthese weiterer Kernstrukturen

Zur Darstellung von Linkern mit mehr als einer Dimethylaminogruppe
wurde auf die literaturbeschriebene Darstellung von  1,3-Bis-
(dimethylamino)-2-cyanopropan aus Cyanessigsdure zuruckgegriffen”. Es
gelang, die urspringlich zweistufige Synthese auf eine Stufe zu verkiirzen
und das Aminonitril in 72 % Ausbeute zu erhalten. Unter sauren
Bedingungen neigt diese Verbindung allerdings in Umkehrung ihrer Bildung
zur Eliminierung von Dimethylamin, und es verbleibt das sehr reaktive
Dimethylaminomethyl-acrylnitril (Abbildung 28).

Es war nicht moglich, durch eine dritte Mannichreaktion ein Molekil mit
drei potentiell quarternierbaren Gruppen 2zu erzeugen, entsprechende
Versuche lieferten nur das bereits bekannte Aminonitril.

Die Reduktion des Nitrils zum entsprechenden Amin bereitete massive
Probleme. Reduktion mit Lithiumaluminumhydrid schienen zwar das
gewlinschte Produkt zu liefern, es war aber unméglich, dieses aus dem
Aluminiumkomplex, in dem es als dreizdhniger Ligand fungierte, zu
isolieren. Andere Methoden der Nitrilreduktion, wie Boranat/Cobaltsost,
Borankomplexes2, Boranat/TFAs3, Palladiumphthalocyanin (PdPc — Synthese
nach Lits4)/boranatss, PdPc/Wasserstoffss:87 scheiterten. Auch katalytische
Hydrierungen unter einer ganzen Reihe von Druck / Temperatur /
Losungsmittel / Katalysator-Variationen® brachten nur schlechte bis
bestenfalls mé&fSige Erfolge, die hochste jemals erzielte Ausbeute betrug 30 %
bei Umsetzung mit 5 % Rhodium/Al2O3% in Methanol bei RT, 30 bar
Wasserstoff und 7 Tagen Reaktionszeit. In diesem Fall war das Produkt
sogar sehr rein, andere Katalysatoren ergaben z. T. hoéchst komplexe
Gemische aus (wenig) Produkt, hydrierten Zersetzungsprodukten und durch

reduktive Alkylierung gebildetem sekundédrem Amin (Abbildung 28).



Synthesearbeiten

52

N=C—CH;—COOH

+2 H,CO
+ Me,NH

-Co,

1,3-Bis-(dimethylamino)-2-cyanopropan

Zielverbindung

reduktive Alkylierung

- Me,NH

+ Me,NH

1-(Dimethylaminomethyl) - acryInitril

hydrierte Zersetzungsprodukte

Abbildung 28: Synthese von 1,3-Bis-(dimethylamino)-2-cyanopropan, ausgehend von Cyanessigsiure. Die
einzige falkbare und charakterisierte Zwischenstufe ist das Dimethylamino-acylnitril. Die Hydrierung des
Produktes ergibt neben der Zielverbindung auch das Produkt einer reduktiven Alkylierung, ebenso entsteht durch
Dimethylamin-Eliminierung wieder die Zwischenstufe des Dimethylamino-acylnitrils und deren

Hydrierungsprodukte.
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Analog zu Cyanessigsdure kann auch Nitromethan per Mannichreaktion
alkyliert werden, was bereits 1905 beschrieben wurde%®. Das Bis-
(dimethylaminomethyl)-nitromethan wurde damals isoliert und als sehr
zersetzliche Verbindung beschreiben, die in schlechter Ausbeute zum
entsprechenden Amin reduziert werden konnte. Versuche, Nitromethan mit
drei Dimethylaminomethyl-Gruppen zu versehen, ergaben nicht die erhofften
Verbindungen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden diese historischen Synthesen wieder
aufgegriffen. Es zeigte sich, daf8 das Bis-(dimethylaminomethyl)-
nitromethan, wie beschrieben, leicht und in guter Ausbeute erhalten werden
konnte. Wurde es nicht im evakuierten Exsikator, sondern dicht
verschlossen bei -30 °C gelagert, war es uUber lange Zeit praktisch
unverdndert stabil. Ursache fir die beschriebene Zersetzlichkeit dieser
Verbindung durfte auch hier die Eliminierung von Dimethylamin zum
entsprechenden, hochreaktiven Nitroethenderivat sein.

Wie beim 1,3-Bis-(dimethylamino)-2-cyanopropan gelang es auch hier nicht,
das Nitromethanderivat in vernunftigen Ausbeuten zum entsprechenden
Amin zu reduzieren (es wurden dieselben Methoden wie zuvor verwendet,
zusatzlich Ammoniumformiat / Palladium/Kohle°!), immer entstanden

erhebliche Mengen z. T. teerartiger Nebenprodukte.
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4.1.6 Verkniipfung der Amino-amine iiber Linker

Die Literatur kennt viele Beispiele, in denen mehrbasige Saurechloride
stufenweise mit sekundiren Aminen umgesetzt und vor allem die

betreffenden Stufen gefaf3it werden kénnen.

NMe, NMe,
X =
COCl,
POClI,
N XN PSCl,
/ \ Cyanurchlorid
R1 R2

Abbildung 29: Die zweite Mdoglichkeit, mehrere verschiedene Alkylreste und
mehrere Dimethylaminogruppen in ein Molekil zu bringen, besteht darin, die gut
zuganglichen Amino-amine Uber verschiedene Linker miteinander zu verknipfen.

Diese Synthesen wurden hier benutzt, um Amino-amine mit verschiedenen
Alkyresten miteinander zu verbinden. Als S&urechloride wurden
Cyanurchlorid??, Phosgen, POCl3 und im weiteren Verlauf auch PSClz und
PCl3 verwendet. In allen Fallen gelang es, ein, zwei, oder ggf. auch drei der

Amine am Zentralatom anzubringen.

NMe, NMe, NMe,
o N
N~ N N N~ N CN N/j
-Me -
n— Ly ) T Men o
/ N \ N N \ N N N
R R \ R \ \
R B R R
Cl cl
* 2 HCI

Abbildung 30: Zersetzung der Verbindungen aus Cyanursdure und Alkyl-3-(dimethylaminopropyl)amin,
beispielhaft am Disubstitutionsprodukt (nach Hydrolyse des dritten Chloratoms): Die Verbindung eliminiert
wiederholt Dimethylamin, was sich in einem breiten Produktspektrum zeigt und sich auch im
Massenspektrometer bel der Anayse dieser Produkte widerspiegelt. Basierend auf den beobachteten
Molekllmassen und Massenanderungen wurden die Strukturen dieser nicht weiter charakterisierten
Nebenprodukte postuliert.
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Im Fall der Cyanursaure konnten die einzelnen Stufen der Substitutionen
sehr gut gefafst werden, aber die Verbindungen neigten stark zur
Eliminierung von Dimethylamin, wohl unter Bildung cyclischer Produkte
(Abbildung 30).

Alle anderen Verbindungen waren zwar gegen diese Zersetzung stabil,
konnten jedoch nie ganz rein synthetisiert werden. Dies gelang erst, als in
Abwandlung einer Literaturvorschrifts Bis-trimethylsilylacetamid als
Saurefanger verwendet wurde. Die Phosphoramide, die aus PCls hergestellt
wurden, oxidieren bei Luftkontakt praktisch sofort zum entsprechenden
Phosporsdureamid®t, die Verwendung von PCl3 erleichtert die Reaktion
gegenlUber dem langsamer reagierenden POCIl3 und liefert im Endeffekt
dasselbe Produkt.

Triamide der Phosphorsdure und der Thiophosphorsdure stellen stark
nukleophile Verbindungen dar, die durch alkylierende Reagentien am
entsprechenden Sauerstoff oder Schwefel alkyliert werden kénnen%. Somit
stellten derartige Linker kein unerwilinschtes Nukleophil mehr dar, sondern
werden im Zuge der Quarternierung in eine vierte, zwitterionische
Gruppierung umgewandelt.

Exemplarisch wurden folgende Verbindungen synthetisiert (Tabelle 1):

COCl,  PCls (=POCly) PSCls
Cs/Cs  Cs,;Cs,Cs  Cs/ Cs/ O-(CHz)2NMes
Cs/Cis Cs/Cs/Cis Cs/ Cis/ O-(CHz)2NMey
Cis/ Cis Cs/ Cig/ Cis Cis/ Cis/ O-(CHz)2NMe:
Cis/ Cigs/ Cis

Tabelle 1: Liste der synthetisierten Verbindungen.

Nach der Reinigung liegen alle Verbindungen als pastdse Massen bzw. Ole
ohne definierten Schmelzpunkt vor. Reine Cs-Verbindungen sind fast
farblos, jeder Cis-Rest bewirkt jedoch eine Farbvertiefung, bis hin zu dem

kraftig gelben PO(C1s)s — Produkt.
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4.1.7 Ergebnisse und Diskussion

Im Rahmen dieses Arbeitsabschnittes konnten eine ganze Palette von
Bausteinen durch schnelle, sehr effiziente und einfache Synthesen
zuganglich gemacht werden. Diese Bausteine lassen sich zu einer ganzen
Bibliothek von méglichen Detergenzienmolkilen kombinieren, die alle
denkbaren Kettenldngen und Kettenkombinationen bereitstellen kénnen.
Der ursprungliche Sinn dieser Synthesen war es, geeignete Mittel zur
Solubilisierung der b-Proteine zur Verfigung zu stellen. Nachdem dieses
Primarziel auf biochemischem Wege erreicht worden war, wurden die
Arbeiten an diesem nunmehr sekundéren Projekt eingestellt.

In jungster Zeit wurde jedoch eine adhnliche Arbeit tiber die Synthese sog.
Geminitenside®® publiziert. Dies sind Detergenzien, bei denen zwei (oder
mehr) Alkylreste Uber lange, flexible Linker verbunden sind und je nach
Alkylresten eine grofde Breite an moéglichen Verhaltensweisen zeigen. Trifft
dieses breite Spektrum®’ auch nur teilweise auf die hier synthetisierten
Detergenzien mit sehr kurzem Linker zwischen den Alkylresten zu, so dturfte
hier ein grofSes Potential liegen, welches neben der klassischen, runden
Micelle auch anisotrope Formen liefern kann, was fir die Protein-NMR-
Spektroskopie’s von Interesse ware, bis hin zur Bildung von Liposomen und
evtl. Gelen. Dies gilt besonders, da die hier synthetisierten Detegentien
zwitterionisch und somit wesentlich proteinfreundlicher’ als die

kationischen Geminitenside sind.
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4.2 Synthese von Hom6odomsinen - Peptiden

Die fir die Dimerisierung der bE/bW-Komplexe zum Tetramer
verantwortlichen Bereiche befinden sich auf der am W2i:3:1 vorhandenen
Homoodoméne. Bei dieser Interaktion handelt es sich um eine antiparallele
Homodimerisierung (Abbildung 23, Seite 43). Es sollte moglich sein, durch
Zusatz eines Uberschufes synthetischer Homdodomédnen auf rein
statistische Weise die unerwilinschte Dimerisierung der bE/bW-Komplexe
zuruckzudrangen. Das Ziel dieses Arbeitsabschnittes war die Synthese
dieser Peptide. Um einen der natlrlichen Homoéodoméne gleichwertigen
Interaktionspartner bereitzustellen, mufSiten die synthetischen Peptide beide
lipophilen Doméanen des Originals enthalten. Da weiterhin nicht bekannt
war, ob die Interaktionen mehr als nur diese Bereiche umfassen, erschien es
auch nicht ratsam, N- oder C-terminal die Sequenz zu verklrzen. Ziel war
also die Synthese der 31 Aminosduren langen Homd&éodoméane (Abbildung

31).

Proteinsequenz: - 101 116 131
E AYDQA FRNLL KHVFS TRSRK MWYML LKEAS
Syntheseposition:  30- 25- 20- 15- 10- 5- 1-

Abbildung 31: Aminosauresequenz der Homoodomane (lipophile Bereiche unterstrichen). Die Peptidsynthese
erfolgt vom C-Terminus beginnend. Aminoséuren, die als Pseudoproline eingesetzt werden kdnnen, sind fett
markiert.

Die Synthese der Peptidsequenz erfolgte per SPPS nach der Fmoc-
Strategiel®> auf TCP-Harz (Pepchem, Tubingen). Der Aufbau des Petides
gelang problemlos bis einschliefSlich des Serins an Syntheseposition 16. An
dieser Stelle erfolgte der Kollaps zum Db-Faltblatt. Versuche, per
Fragmentkupplung (5+15@TCP, 10+10@TCP) langere Sequenzen zu erhalten,
scheiterten an massiver Gelbildung, die auch mit chaotropen Salzen nicht zu
unterdriicken war. Erschwerend kam hinzu, daff es keine flir eine
Fragmentkupplung giinstigen Glycine in der Sequenz gab.

Als weitere Methode, den Kollaps zu unterdriicken und die Synthese
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fortfihren zu kénnen, wurde der Einbau von Pseudoprolinen untersucht®.
Die Zielsequenz zeigt drei Moglichkeiten: Ser an Syntheseposition 16,
Threonin Syntheseposition 15 und Serin an Syntheseposition 13. Davon
fallen jedoch zwei Moglichkeiten weg, da weder Fmoc-Arg-Ser(y -Pro)-OH -
Baustein noch ein Fmoc-Phe-Ser(y-Pro)-Thr(y-Pro)-OH - Baustein
synthetisch zugénglich, geschweige denn kommerziell erhéltlich sind (in
beiden Féllen versagen die sonst Ublichen Synthesemethoden!99:110, Somit
blieb nur der kommerziell erhaltliche Fmoc-Phe-Ser(y-Pro)-OH — Baustein.
Wie bereits beim ersten Syntheseversuch gelang dieser Kupplungsschritt,
doch erfolgte nun trotz Pseudoprolin wieder der Kollaps zum b-Faltblatt.
Vermutlich kommen die strukturbrechenden Eigenschaften nicht zur
Geltung, da das Pseudoprolin am &dufierstem Rand und nicht innerhalb der

kollabierenden Sequenz positioniert ist.

4.2.1 Silylierung des Peptid-backbones

Die Literatur kennt mit der kompletten Silylierung!® eine weitere, schnelle
Methode zur Beseitigung von Sekundiarstrukturen bei Peptidsynthesen.
Diese klassische Methode verwendet die TMS-Gruppe, die jedoch nicht
basenstabil ist. Dies fihrt zum Verlust der TMS-Gruppen bei jedem
Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe.

In Anlehnung an dieses Verfahren wurde nun die Verwendung basenstabiler
Silylschutzgruppen untersucht, die auch die Bedingungen der Fmoc-
Abspaltung tolerieren. Weiterhin sollte bei der backbone - Silylierung der N-
terminale  Stickstoff nicht  silyliert werden, um  nachfolgende
Kupplungsschritte nicht zu behindern. Ein Reagenz, das beide Bedingungen
erfullt, ist TBDMS-Imidazoli©t (TBDMS-Im). TBDMS-Im verlangt jedoch sehr
drastische Reaktionsbedingungen.

Es gelang allerdings, die Silylierung durch Verwendung geeigneter

Katalysatoren!oz auch bei Raumtemperatur durchzufiihren. Weiterhin gelang
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die Silylierung auch durch Verwendung von TBDMS-Cl/Imidazolios sowie
durch Verwendung des entsprechenden Silans!o4, welches mit Imidazol und
katalytischen Mengen [dslichem Fluorid aktiviert wurde. Diese Reaktion wird
erst durch Verwendung von l6slichem Tetrabutylammoniumfluorid fir die
Verwendung mit der Festphasensynthese nutzbar, die Originalliteratur
verwendet Casiumfluorid in einem Zweiphasensystem.

Zur Reduzierung des synthetischen Aufwandes wurden  diese
Untersuchungen an der kurzeren Testsequenz, einem an TCP-Harz
aufgebautem Octapeptid (AILAEVIG@TCP) durchgefihrt. Wird an diese
Sequenz noch Fmoc-Gly-OH gekuppelt, so kollabiert Fmoc-GAILAEVIG@TCP
zum b-Faltblatt. Diese Sequenz stammt aus der Arbeit von N. SCHMIEDEBERG,
auch hier erschwerte der Kollaps zum b-Faltblatt die Synthese eines
langeren Zielpeptides. Die bekannten Eigenschaften und der vorhandene
Vorrat dieses Peptides machten es zum idealen Testkandidaten.

Nach der Silylierung gelang in allen Fallen die Kupplung des nachsten
Glycins und ebenso die vorher unmégliche Fmoc-Abspaltung. Die Kupplung
einer weiteren Aminosaure verlief allerdings nur mit max. 50 % Ausbeute.
Durch die Silylierung mit basenstabilen Silylgruppen wurde der Kollaps zum
b-Faltblatt zwar erfolgreich verhindert, doch scheint die hohe Lipophilie der
silylierten Peptide zu einer lipophilen Aggregation zu fihren, was die
weiteren Kupplungen erschwert. Zusatzlich erfolgt die Silylierung statistisch.
Dies fihrt zu einer Unzahl von verschiedenen Peptidderivaten und macht
eine Analyse bzw. Reaktionskontrolle unmaéglich. Erst nach Entfernung der

Silylschutzgruppen erhélt man wieder einheitliche Substanzen.

4.2.2 Silylierung unter Verwendung der Mitsunobureaktion.

Um definierte und damit analysierbare silylierte Peptide zu erhalten, wurde
untersucht, ob sich die Amindbindungen der Testsequenz mit 2-

Trimethylsilyl-ethanol / Triphenylphospin / DEAD alkylieren lassen. Optisch
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konnte der Reaktionsverlauf durch die Aufhellung des durch DEAD
tiefgelben Reaktionsansatzes verfolgt werden. Allerdings liefSen sich nach
dem Abspalten der Peptide vom Harz nur Spuren silylierter Peptidbindungen
nachweisen. Da nach den einschlagigen Erfahrungen im AK Kessler die
Mitsunobureaktion bislang immer hohe Ausbeuten lieferte, und sie auch
hier offensichtlich abgelaufen war, kann davon ausgegangen werden, dafd die
eingefihrte Trimethylsilyl-ethylierung beim Abspalten mit Hexafluoro-
isopropanol (HFIP) ebenfalls entfernt wurde. Dies ist insofern denkbar, als
HFIP durchaus mit Fluorid vergleichbare Eigenschaften in punkto

Nukleophile und Héarte haben kénnte.

4.2.3 Zusammenfassung der Ergebnisse und Diskussion

Die hier durchgefiihrten Synthesen sollten dazu dienen, die bE/bW-Proteine
in einer fur die NMR-Strukturaufkldrung geeignete Form zu bringen. Da sich
die Syntheseroute inzwischen aber schon durch die siliziumorganische
Chemie schlangelte, und vor allem, da bei den bE/bW-Proteinen nicht mehr
die Grofse des Komplexes, sondern die Sauerstoffempfindlichkeit desselben
als das Hauptproblem identifiert worden war, wurde dieser Syntheseversuch
eingestellt.

Vom synthetischen Standpunkt lassen sich die Ergebnisse dieser Versuche
bei den bislang gemachten Silylierungsversuchen einreihen. Es ist méglich,
die Ausbildung von Sekundarstrukturen zu unterbinden, aber dieses
Verfahren erzeugt seinerseits wieder andere Probleme. Besonders
schwerwiegend ist, daf® durch die Erhéhung der Lipophilie die Kompatibilitat
zum etablierten Verfahren der Peptidsynthese gestért wird (ionische
Kupplungsreagentien in polarem DMF).

Eventuell kénnte die Verwendung polarerer Silylschutzgruppen helfen, die
Vorteile dieser Methode zu erhalten und die Kompatibilitdt zu den etablierten
Reagentien zu gewéhrleisten, doch dies erfordert mit Sicherheit langwierige

Forschungen wund Optimierungen. Somit durfte die Silylierung des
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Peptidbackbones auch in naher Zukunft nicht zur Methode der Wahl
werden, wenn es um die Uberwindung schwieriger Sequenzen geht.

Die Homoéodomé&ne konnte synthetisch bis zu einer Linge von 16
Aminosduren aufgebaut werden. Dies umfafst die zweite der beiden
lipophilen Domé&nen. Zu Testzwecken wurde dieses Peptid zu einer NMR-
Probe des bE1og/bW2131-Komplexes zugesetzt, was innerhalb kurzester Zeit
zur Bildung eines dicken Niederschlags fihrte. Dieser Niederschlag bestand
allerdings nicht aus dem Protein, sondern es war das Peptid, das aggregierte,
sobald die wassrige Losung des bei der Synthese erhaltenen Peptid-
Trifluoroacetats durch den Proteinpuffer auf einen ,physiologischen’ pH-Wert
gebracht wird. Dies bestatigt zumindest, dafs die nicht durch Interaktion
maskierten, lipophile Doméanen der Proteine fiir die Aggregation

verantwortlich sind.
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5 Der a-Lokus von Ustilago Maydis:

Systematische Untersuchung beider Pheromone

5.1 Aufgabenstellung

Anhand des bereits durchgefiihrten Ala-scans und der D- und DD-scans
konnte die aktive Sequenz des al-Pheromons auf das PIGY-Tetrapeptide
eingegrenzt werden, das Uber einen zwei Aminosduren langen Spacer (-SS-)
mit dem essentiellen Membrananker (Ahds-OMe) verbunden ist. Dabei
zeichneten sich einige Aminosduren im Molekul aus, deren grofse Bedeutung
fur die Aktivitat weitere Untersuchungen dieser Positionen nahelegten. Diese
Aminosduren waren besonders die Glycine im Inneren des Pheromons,
Prolin (7), das moglicherweise eine cis-Peptidbindung induziert, sowie
Tyrosin (10), welches fur die Rezeptoraktivierung absolut essentiell ist, wobei
aber unbekannt war, wie es mit dem Rezeptor wechselwirkt. Weiterhin galt
es zu untersuchen, ob im rezeptorgebundenen Pheromon bestimmte
Schleifen oder andere Peptidriickgratstrukturen identifiziert werden kénnen.
Ebenso war das a2-Pheromon bislang noch in keinerlei Weise untersucht
worden, so daf’ auch hier ergdnzende Informationen fiir das Gesamtbild zu
erwarten waren.

Des weiteren stand mit dem bis dato entwickelten Nachweis von
Konjugationshyphen ein zweites, unabhéangiges Testsystem zur Verfligung,
mit dem die Ergebnisse des bisherigen Plattentests verifiziert werden
konnten. Somit wurden zur Durchfiihrung aller Detailuntersuchungen
fogende Peptide synthetisiert (Tabelle 2) wund anschliefSfend durch

Pheromonbioassays getestet.
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Liste der Peptide

# Verbindung (Bemerkungen) Sequenz:

Ala-Scan al

101 GRDNGSPIGY SS-Ahds-OMe

102 ARDNGSPIGY SS-Ahds-OMe

103 (D-Ala)RDNGSPIGY SS-Ahds-OMe
104 GADNGSPIGY SS-Ahds-OMe

105 GRANGSPIGY SS-Ahds-OMe

106 GRDAGSPIGY SS-Ahds-OMe

107 GRDNASPIGY SS-Ahds-OMe

108 GRDN(D-Ala)SPIGY SS-Ahds-OMe
109 GRDNGAPIGY SS-Ahds-OMe

110 GRDNGSAIGY SS-Ahds-OMe

111 GRDNGSPAGY SS-Ahds-OMe

112 GRDNGSPIAY SS-Ahds-OMe

113 GRDNGSPI(D-Ala)Y SS-Ahds-OMe
114 GRDNGSPIGASS-Ahds-OMe

115 GRDNGSPIGYAS-Ahds-OMe

116 GRDNGSPIGY SA-Ahds-OMe

Sequenzverkirzungen al

117 (N-terminal)
118
119
120
121
122
123
124 (C-terminal)
125

RDNGSPIGY SS-Ahds-OMe
DNGSPIGY SS-Ahds-OMe
NGSPIGY SS-Ahds-OMe
GSPIGY SS-Ahds-OMe
SPIGY SS-Ahds-OMe
PIGY SS-Ahds-OMe
IGY SS-Ahds-OMe
GRDNGSPIGY S -Ahds-OMe
GRDNGSPIGY [ -Ahds-OMe

Sequenzverkirzungen a2

126 a2 nativ (a2-Referenz)
127 (N-terminal)

128

129

130

131

132 (C-Terminal)

133

NRGQPGYY-Ahds-OMe
RGQPGYY-Ahds-OMe
GQPGYY-Ahds-OMe
QPGYY-Ahds-OMe
PGYY-Ahds-OMe
GYY-Ahds-OMe
NRGQPGY [ -Ahds-OMe
NRGQPG/ [ -Ahds-OMe

M ehrfach-Ala-Substitutionen al

201
202
203
204

GRDNGAPIGY SA-Ahds-OMe
ARDNGSPIGY SA-Ahds-OMe
ARDNGAPIGY SS-Ahds-OMe
ARDNGAPIGY SA-Ahds-OMe
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D-Scan al (Gly ® D-Alabeim Ala-Scan)

301
302
303
304
305
306
307
308
309
310

G(D-Arg)DNGSPIGY SS-Ahds-OMe
GR(D-Asp)NGSPIGY SS-Ahds-OMe
GRD(D-Asn)GSPIGY SS-Ahds-OMe
GRDNG(D-Ser)PIGY SS-Ahds-OMe
GRDNGS(D-Pr 0)|GY SS-Ahds-OMe
GRDNGSP(D-116)GY SS-Ahds-OMe
GRDNGSPIG(D-Tyr)SS-Ahds-OMe
GRDNGSPIGY (D-Ser)S-Ahds-OMe
GRDNGSPIGY S(D-Ser)-Ahds-OMe
GRDNGSPIGY SS-(D-Ahds)-OMe

Doppel-D-Scan al

311
312
313
314
315
316
317
318
319
320
321
322

(D-Ala)-(D-Arg)DNGSPIGY SS-Ahds-OMe
G(D-Arg)-(D-Asp)NGSPIGY SS-Ahds-OMe
GR(D-Asp)-(D-Asn)GSPIGY SS-Ahds-OMe
GRD(D-Asn)-(D-Ala)SPIGY SS-Ahds-OMe
GRDN(D-Ala)-(D-Ser)PIGY SS-Ahds-OMe
GRDNG(D-Ser)-(D-Pr0)IGY SS-Ahds-OMe
GRDNGS(D-Pr0)-(D-11€)GY SS-Ahds-OMe
GRDNGSP(D-116)-(D-Ala)Y SS-Ahds-OMe
GRDNGSPI(D-Ala)-(D-Tyr)SS-Ahds-OMe
GRDNGSPIG(D-Tyr)-(D-Ser)S-Ahds-OMe
GRDNGSPIGY (D-Ser)-(D-Ser)-Ahds-OMe
GRDNGSPIGY S(D-Ser)-(D-Ahds)-OMe

Spezielle Derivate

401 Fluorescein-L abel

402

403

404 K assettenaustausch-H-Bricke zw. D und Y ?
405 Weitere Substitutionen

406

407

408 andere lipophile Reste am al-C-Terminus
409

410

411

412

413

Fluor escein-GRDNGSPIGY SS-Ahds-OMe
Fluorescein-RDNGSPIGY SS-Ahds-OMe
Fluorescein-NRGQPGY Y -Ahds-OMe
G-SY-NGSPIG-DR-S-Ahds-OMe
IRDNGSPIGY SS-Ahds-OMe
GRDNGVPIGY SS-Ahds-OMe
GRDNGS-Cys(Y "eMe_pPr0)-IGY SS-Ahds-OMe
al-N(n-Cy4H29)-(CHz)s-NMe,
al-N(n-C14Hz)-(CH,)s-NMe;"-(CH,)5-SO5
al-N(n-CieHa3)-(CH2)s-NMe;
al-N(n-CyeHzs)-(CHo)s-NMe;"-(CH,)5-SO5
al-N (n'C18H37)'(CH2) 3‘N Me,

al-N (n'C18H37)'(CH2) 3‘N M e2+'(CH2) 3'8(33_
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Tyrosin-Substitutionen

501

502 (4-Fluoro-phenylalanin)

503 (Pentafluoro-phenylananin)
504 (4-Methoxy-phenylalanin)

505 (4-Pyridyl-alanin)

506 (Cyclohexyl-alanin)

507 (4’ -Hydroxy-cyclohexylalanin)
508

509 (4-Thiazolyl-alanin)

GRDNGSPIG-Phe-SS-Ahds-OMe
GRDNGSPIG-(4-F-Phe)-SS-Ahds-OMe
GRDNGSPIG-(Fs-Phe)-SS-Ahds-OMe
GRDNGSPIG-Tyr (Me)-SS-Ahds-OMe
GRDNGSPIG-(4-Pya)-SS-Ahds-OMe
GRDNGSPIG-Cha-SS-Ahds-OMe
GRDNGSPIG-(4' -Hcha)-SS-Ahds-OMe
GRDNGSPIG-His-SS-Ahds-OMe
GRDNGSPIG-(4-ThiaA)-SS-Ahds-OMe

510 GRDNGSPIG-Ser-SS-Ahds-OMe
511 GRDNGSPIG-Thr-SS-Ahds-OMe
512 GRDNGSPIG-Pro-SS-Ahds-OMe
513 (Hydroxyprolin) GRDNGSPIG-Hyp-SS-Ahds-OMe
514 GRDNGSPIG-Glu-SS-Ahds-OMe
515 GRDNGSPIG-Asp-SS-Ahds-OMe

Tabelle 2: Liste adler synthetisierten und getesteten Pheromonderivate. Zu Synthesedeteils und Testergebnissen
vgl. Text.

5.2 Synthese der Pheromonderivate

Alle untersuchten Pheromonderivate wurden per Fragmentkupplung der
entsprechenden Peptidsduren mit dem C-terminalen Ahds-Methylester
dargestellt. Diese Peptidsduren wurden mittels SPPS nach der Fmoc-
Strategieles auf TCP-Harz (Pepchem, Tubingen) synthetisiert. Als
Kupplungsreagenz diente TBTU/HOBt¢, zur Optimierung der Ausbeute
wurden immer Doppelkupplungen durchgeftihrt. Die Peptidsduren wurden
somit praktisch rein erhalten. Um die Entschitzung nach der
Fragmentkupplung zu vereinfachen, wurden die N-terminalen Aminosauren
Boc-geschiitzt eingesetzt, bzw., wenn die entsprechenden Derivate nicht
erhéltlich waren, die Fmoc-Gruppe noch am Harz entfernt (20 % Piperidin in
NMP) und die Aminofunktion mit BocoO/DIPEA in DMF umgeschtitzt. N-
terminale Fluorescein - label wurden durch Kuppeln der freien Fluorescein-
sdure eingefiihrt. Die vollgeschuitzten Peptide wurden mit 20 % HFIP in DCM
vom Harz abgespalten und nach Entfernen des Losungsmittels direkt fir die

Fragmentkupplung verwendet. Die Fragmentkupplungen wurden mit
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1.1 Aquiv. Ahds-OMe * HCl, HATU/HOAt als Kupplungreagenz sowie 3.5
Aquiv. sym. Collidin? in NMP durchgefithrt und wie beschrieben
aufgearbeitet?4. Entschtitzt wurden die Peptide mit 4 % TIPS in TFA und
anschliefSfend durch Fallen in kaltem Ether isoliert und durch mehrfaches
Waschen mit demselben Loésungsmittel gereinigt. Nach dem Trocknen an der
Luft wurden die Pheromonderivate aus t-Butanol/Wasser lyophylisiert.
Durch HPLC-MS (Finnigan NCQ-ESI Massenspektrometer mit LCQ
Kupplung zu einerHewlett Packard HPLC Einheit HP 1100 — HPLC, Nucleosil
100 5 Cig Saule) wurden Identitdit und Reinheit der Verbindungen
kontrolliert. Diese lag in allen Fallen tiber 95%, meistens waren die Derivate
praktisch rein.

Neben den naturlichen L- und auch D-Aminosduren sind auch eine ganze
Reihe an unnatlrlichen Aminosauren in Fmoc-geschitzter Form
kommerziell erhéltlich und wurden auch auf diesem Wege beschafft. Doch
eine ganze Reihe von Spezialaminosduren und anderen Synthesebausteinen
findet sich nicht in den Angeboten der Hersteller und wurde im Rahmen

dieser Arbeit synthetisiert.

5.2.1 Fmoc-(4’-Hydroxy)-cyclohexyl-alanin
Um die unnatirliche Aminosdure 4’-Hydroxy-cyclohexyl-alanin in Peptide

einzubauen, wird als Synthesebaustein das orthogonal geschuitzte Fmoc-
Hcha(tBu)-OH benétigt. Die Synthese von Fmoc-Hcha(tBu)-OH basiert auf
der katalytischen Hydrierung von H-Tyr(tBu)-OH mittels eines Rhodium-
Katalysators (5% Rh auf Aluminiumoxid). Dieser Katalysator ist in der Lage,
auch hochsubstituierte Aromaten ohne Hydrogenolyse der Substituenten
selektiv am Ring zu hydrieren. So konnte als Edukt kommerziell erhéltliches
H-Tyr(tBu)-OH eingesetzt werden, das den als permanente Schutzgruppe
bendtigten t-Butylrest bereits enthalt. Dies erspart die nachtragliche, recht
umsténdliche, weil mehrstufige, Einfihrung des t-Butylethers am Aromaten.

H-Tyr(tBu)-OH ist in Methanol unléslich, kann aber durch Zusatz einer
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equimolaren Menge Lithiumhydroxid in Lésung gebracht werden
Lithiumionen bewirken bei Rhodiumkatalysatoren eine Verbesserung der
Selektivitdit und Aktivitdt. Die Fmoc-Gruppe mufs allerdings nach der
Hydrierung eingefihrt werden, da sie, wére sie bereits im Edukt vorhanden,

als aromatisches System ebenfalls hydriert und unbrauchbar werden wtirde.

5.2.2 L-2,2-Dimethyl-thiazolidin-4-carbonsidure
H-Cys(y Me:Me-Pro)-OH wurde ausgehend von Cystein-hydrochlorid und 2,2-

Dimethoxypropan nach Literaurvorschrift synthesiert!®® und mittels des
entsprechenden Fmoc-Aminos&dure-fluorides in den fiir die Peptidsynthese

benétigten Fmoc-Dipeptidbaustein umgewandelt109.110,

5.2.3 a-Aminohexadecansidure
Zur Synthese der a-Aminohexadecansadure wurde das von Marcus Koppitz

angewendete Verfahren? der nicht-enantioselektiven Synthese mit
anschliefSender Racemattrennung weiterentwickelt, da fiir den D-Scan neben
der L-a-Aminohexadecansdure auch das entsprechende D-Enantiomere
bendtigt wird.

Die Ausgangssubstanz ist das Acetamido-diethylmalonat. Dieses wird mit
Natrium-ethanolat in Ethanol deprotoniert und mit Tetradecylbromid
alkyliert. Das rohe Acetamido-alkyl-diethylmalonat wird nicht isoliert,
sondern sofort mit konz. Salzsadure versetzt, hydrolysiert und anschliefsend
als freie b-Dicarbonsédure decarboxyliert. Der beschriebene Zusatz von DMF
als Losungsvermittler!!l unterbleibt ebenfalls, da keine Veranderung der
Reaktionszeit festzustellen ist. Demgegentber koénnte ein ‘Animpfen’ des
Ansatzes mit einem Tensid, am besten wohl mit a-Aminohexadecansaure
selbst, die Reaktionszeit verkiirzen.

Die Trennung in die Enantiomeren erfolgte durch enzymatische Spaltung der

Chloracetylderivatel!2. Diese lassen sich direkt aus der Aminosadure und
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Chloracetylchlorid ohne Zusatz von Base erhalten. Als Enzym dient
Aspergillus mellius Acylase I; Acylase I aus Schweinenieren erkennt die
langkettigen Aminosaduren nicht?4. Da die fir die Spaltung bendtigten
Lithiumsalze von Aminosduren mit langem Alkylrest nicht sehr gut
wasserloslich sind, gelingt die enzymatische Spaltung nur bis zur
Dodecansdure problemlos!!3. Fur die a-Aminohexadecansdure mufd in
grofder Verdinnung und mit verldngerter Reaktionszeit gearbeitet werden.
Die L-a-Aminohexadecansdure fallt aus, das D-Enantiomere wird durch
Hydrolyse des unveranderten Chloracetylderivats gewonnen.

Fur Aminosduren mit noch langerem Alkylrest durften auch mit dem
erweiterten  Verfahren  bald die Grenzen der  enzymatischen
Racemattrennung erreicht sein, so dafs auf andere Verfahren zurtickgegriffen
werden muf.

Die Veresterung dieser Aminosaure gelingt nach der allgemein bewahrten
Methode mit Thionylchlorid in Methanol. Obwohl die S&ure auch in
Methanol nicht nennenswert 16slich ist, erfolgt die Umsetzung nahezu
quantitativ. Das Produkt, das Hydrochlorid des Methylesters, kann direkt
aus der warmen Reaktionslésung auskristallisiert werden.

Bei der Verwendung zur Fragmentkupplung mufs der im Hydrochlorid
gebundene Chlorwasserstoff durch ein zusétzliches Aquivalent Base
berticksichtigt  werden, eine  explizite  Darstellung des  freien
Aminohexadecansduremethylesters ist jedoch fir den Erfolg der Kupplung

nicht erforderlich.

5.2.4 Andere Harze

Alle Peptidsynthesen wurden mit TCP-Harz der Firma Pepchem, Tubingen,
durchgefihrt. Dieser hypersdurelabile Trager ist mit der Fmoc-Strategie
vollig kompatibel und erlaubt es, vollgeschuitzte Peptidsduren fur die

Fragmentkupplung zu erzeugen. Dies bedeutet jedoch, daf5S eben dieser letzte
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Schritt in Losung durchgefihrt werden mufs.

Zur Vermeidung der damit eventuell verbundenen Verluste wurde auch ein
Harz mit HMBA-Linkeri14115 untersucht. Dieser Linker erlaubt die
Abspaltung der Peptide durch nukleophile Substitution des Linkers, dabei
fallen die Peptide je nach Nukleophil als freie Sdure, Amid, Hydrazid, etc.,
oder im konkreten Fall mit Methanol/DIPEA, als Methylester an. Die so
gewonnenen Testpeptide (al, nativ, ubliches Protokoll mit
Doppelkupplungen) waren von héchster Reinheit, jedoch mit bemerkenswert
schlechter Ausbeute. Die Ursache durfte darin liegen, dafs auch das zum
Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe benutzte Piperidin ein starkes Nukleophil
ist, gleiches gilt fir in den offenen Syro-Reaktoren unvermeidliche
Luftfeuchtigkeit, was bereits wahrend der Synthese zu einem standigen
Verlust der Peptidketten vom Harz fuhrt. Folglich ist das HMBA-Harz far
lange Peptide und Syntheseroboter praktisch unbrauchbar, kann jedoch bei
kurzen Fragmenten und unter speziellen Bedingungen sehr nutzlich sein.
Die Verwendung von Harzen mit einem Sulfonamid - safty-catch-linkeriis
sollte diese Probleme beseitigen und die Vorteile der nukleophilen

Abspaltung erhalten kénnen.

5.3 Durchfiihrung der Bioassays

Alle biologischen Tests wurden am Institut fir Genetik von Frau Prof. R.
Kahmann, LMU durchgefiihrt.

Zur Durchfihrung der Pheromon Bioassays mit den Testerstdmmen FBD11-
7 und FBD12-17 wurden die Zellen dieser Stimme in YEPSL Medium (0.4 %
Hefeextrakt, 0.4 % Pepton, 2 % Sucrose) bis zur stationaren Phase kultiviert.
AnschliefSend wurde 1:1000 mit PD Medium (2.4 % Potatoe dextrose broth,
Difco) verdinnt und bei 28 °C bis zu einer ODegoo von 0.5 bis 0.8 inkubiert
(ca. 16h) und die Zellen aus 1 mL dieser Kultur durch Zentrifugieren
pelletiert. Dieses Pellet wurde in 500 nlL. Wasser resuspendiert. 9 nl dieser

Zellsuspension wurden mit 1 nl einer Lésung des zu testenden Pheromons
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in DMSO versetzt und auf eine PD Platte mit Aktivkohle (2.4 % potato
dextrose broth, 1 % gepulverte Aktivkohle, 2 % Agar) getropft. Die Platte
wurde dann verschlossen (Abdichten mit Nescofilm/Karlan) und far 24
Stunden bei 22 °C inkubiert.

Die Bildung von Konjugationshyphen bei den haploiden Stdmmen FBI1
(albl) und FB2 (a2b2) wurde wie folgt getestet: Ein Zellpellet wie oben (1 mL
Kultur) wurde mit 1 mL frischem PD Medium suspendiert, dem 2.5 ng/mL
des betreffenden Pheromons zugesetzt waren, und bei 28 °C fur vier Stunden
geschwenkt (20 r.p.m.). Nach der Inkubation wurde die Ausbildung von

Konjugationshyphen lichtmikroskopisch bestimmt (Zeiss Axiophot).
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5.4 Ergebnisse

5.4.1 Konjugationshyphen

Das auf der Ausbildung von Konjugationshyphen beruhende Testsystem
wurde exemplarisch an einigen ausgewdhlten Derivaten getestet. In allen
Fillen konnte eine sehr gute Ubereinstimmung mit dem Ergebnis des

klassischen Plattentests festgestellt werden (Abbildung 32).

5.4.2 Verkiirzungen der Sequenz

Bei beiden Pheromonen lassen sich N-terminal eine oder zwei Aminosauren
deletieren, wobei die erste Deletion keinerlei Einflufs auf die Aktivitat hat,
wahrend die zweite die Aktivitdt um eine Grossenordnung reduziert. Werden
die Sequenzen jedoch noch weiter verkurzt, sind die Derivate vollig inaktiv.
Lediglich bei al-Derivaten, die der postulierten Minimalsequenz entspechen,
scheint wieder eine gewisse Restaktivitat aufzutreten, die aber um etwa den
Faktor 1000 kleiner ist als die der nativen Sequenz.

Im Gegensatz dazu toleriert keines der Pheromone eine C-terminale Deletion
vor dem Membrananker. Beim al Pheromon sinkt die Aktivitdt bei einer
deletierten Aminosdure um drei Gréofienordnungen, a2 wird sofort inaktiv,
gleiches gilt fir alle anderen Derivate mit C-terminalen Deletionen

(Abbildung 32).
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A FBD 12-17 FBD 11-7
(a2a2b1b2) (atalb1b2)

— [

GRDNGSPIGYSSX*
R—X*
D——X~

N——X*
G—X~

S xX*
p—X*

| xX*
GRDNGSPIGYS_X*

5 10 15 20 25
% conjugation hyphae

NRGQPGYYX*

B FBD 11-7 FBD 12-17
(ala1b1b2) (a2a2b1b2)

NRGQPGYYX*
R———X*
G X*

Q X*
P—X*
G—X*
NRQPGY_X*
NRQPG__X*

GRDNGSPIGYSSX*

Abbildung 32: Aktivitdten von sequenzverkirzten Pheromonderivaten. Verdiinnungsreihen von al- (A) und a2-
(B) Pheromonderivaten wurden mit den Pheromontesterstdmmen FBD12-17 und FBD11-7 auf PD Platten mit
Aktivkohle untersucht. Kann das Pheromon filamentdses Wachstum ausl 6sen, treten weif3e (fuzzy) Kolonien auf.
Beim Teststamm FBD12-17 ist die hochste Pheromonkonzentration 250 pg/mL, die niedrigste 2.5 ng/mL. Bei
FBD11-7 wurden Konzentrationen von 25 pg/mL bis 2.5 pg/mL verwendet. X* symbolisiert den C-termianlen
Ahds-Methylester. In der vorletzten Reihe wurde jeweils DMSO ohne Pheromonderivate als Nullkontrolle
getestet. Oben rechts wurden vier représentative Derivate mit dem Konjugationshyphensystem im  haploiden
FB2-Stamm (a2b2) gestestet. Die Balken stellen die prozentuale Aushildung von Konjugationshyphen dar, die
Fehlerbalken ergaben sich aus drei unabhanigen Versuchsreihen.
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5.4.3 Ala-Scan / Mehrfachsubstitution durch Alanin

Die Ergebenisse des Ala-Scans (Abbildung 33) zeigen, dafs die beiden N-
terminalen Aminosduren (G, R) keinen Einfluf3 auf die Pheromonaktivitat
haben. Die beiden folgenden (D, N) lassen sich unter geringen
Aktivitdtsverlusten durch Alanin ersetzen, wobei die Aktivitidt scheinbar
umso weiter sinkt, je weiter das Alanin in die Peptidsequenz hineinwandert.
Glycin (5) ist jedoch von essentieller Wichtigkeit, es kann weder durch L-Ala
noch durch D-Ala erstetzt werden, erst nach 48 Stunden tritt bei héchsten

Konzentrationen ganz allmahlich etwas filamentdses Wachstum auf. Das

FBD 12-17 FBD 11-7
(a2a2b1b2) (atatbi1h2)

Nh

GRDONGSFPIGYSSX”
A W
_A x*

— e W *
A X

A X*

A X*

A X

A—— X

A—X*

A—X"
A= X*
Ax-ﬁ

NRGQPGYYX*

Abbildung 33: Verdunnungsreihen der Alascan-Peptide. Durchfiihrung
analog zu den Deletionen, vgl. vorige Abb.
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folgende Serin kann wieder problemlos substituiert werden, das
entspechende Derivat scheint sogar hyperaktiv zu sein.

Die beiden folgenden Positionen, Prolin (7) und Isoleucin (8), haben
deutlichen Einflufs auf die Pheromonaktivitat, ihre Substitution durch
Alanin reduziert die Aktivitdt um eine bzw. zwei Gréssenordnungen.

Glycin (9) hat mafSgeblichen Einflufs auf die Pheromonaktivitat, sein Ersatz
durch L-Alanin verringert die Aktivitdit ganz erheblich (auf 0.1%),
demgegenuber 14t es sich - im Gegensatz zu Gly (5) - durch D-Alanin
substituieren, das entsprechende Derivat ist normalaktiv, evtl. sogar leicht
hyperaktiv.

Tyrosin (10) ist absolut essentiell fir die Pheromonaktivitdt. Sein Verlust
fihrt zu Derivaten, die in allen Konzentrationen und Einwirkungszeiten
absolut inaktiv sind.

Die beiden folgenden Serine haben keinen Einflufs auf die
Pheromonaktivitdit. Das Ser(12) ® Ala-Derivat (#116) scheint sogar

hyperaktiv zu sein.

Alle Kombinationen von zwei- und dreifach durch Alanin substituierten
Derivaten an den Positionen 1, 6 und 12, die jede flr sich zu Hyperaktivitat
fihrten, ergaben durchweg Derivate mit normaler oder leicht reduzierter
Aktivitat. Ein additiver Effekt ist definitiv nicht vorhanden, ebenso scheint es
keinen  klar erkennbaren  Mechnismus flir die  gegenseitigen
Wechselwirkungen der Alanine und ihren Einflufs auf die Aktivitdt zu geben

(ohne Abbildung).

5.4.4 D- und DD-Scan

LafSit man die Stoérung der Chiralitdt, die der D-Scan darstellt, vom N-
Terminus in die Peptidsequenz hineinwandern, so bewirkt dies einen

zunehmenden Aktivitdtsverlust. Besonders stark tritt dieser Effekt im
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Bereich der Aminosduren Asn(4) bis Ser(l11) auf, hier sind die D-
substituierten Derivate um ein bis zwei Groflenordnungen weniger aktiv.
Erst am C-Terminus bei Serin (12) und Ahds spielt die Chiralitdt wieder eine
geringere Rolle. Die Derivate des DD-Scans zeigen ein dhnliches Bild, das im
allgemeinen der ,Summe‘ der Wirkungen der jeweiligen Einzelsubstitutionen
entspricht. Im  Bereich des N-Termins zeigen diese massiv
strukturbrechenden Substitutionen nahezu keine Wirkung. Im Bereich
zwischen Glycin (5) und dem C-Terminus sind jedoch praktisch alle Derivate

inaktiv (Abbildung 34).

4 FBD 12-%7 FaD 11-7 B Fal 1217 FBD 11-7
z (32320 102 (atarbibz)

[22a2b1b3) lafalbibd)

T [

GROMGSPIGYSSX™ B GROMNGSPIGYSSX®
v bl @ Y——————x"
—H ¥ I =0 A
——x ] —[D X
=4 Eel & — Y X
v Ll —wa AT
2 v I b ——
b Eal O bl——X
| —¥* B ['f—X
v—3ux" ] o e
A—yx+ I o
2=x* s

22X
MNRGOPGYYX”

MNRGQPEYYX®

Abbildung 34: Verdiinnungsreihen von al-Derivaten, bei denen Aminosiuren einzeln (A) oder paarweise (B)
durch ihre D-Analoga substituiert wurden. Aus Griinden der Ubersichtlichkeit wurden bei der Beschriftung die
D-Aminosauren durch auf dem Kopf stehende Buschstaben symbolisiert.

Es gibt jedoch zwei bemerkenswerte Ausnahmen: Die eine ist die bereits
erwahnente Gly(9) Substitution durch D-Ala, das entsprechende Derivat ist
sogar hyperaktiv. Demgegentiber sind beide DD-Derivate, die aufier der
Gly(9) - D-Ala - Substitution noch eine der benachbarten Aminosauren

betreffen, voéllig inaktiv.
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Der zweite Sonderfall ist das voll aktive Derivat, in dem Ser(6) und Pro(7)
simultan durch ihre jeweiligen D-Analoga ersetzt sind. Dies ist insofern
bemerkenswert, als beide Substitutionen fir sich alleine einen sehr starken

Aktivitatsverlust herbeiftihren.

5.4.5 Tyrosin-Substitutionen im al Pheromon

FBD 1217 FBD 11-7 FBD 12-17 FBD11-7
(aZ2a2bibd) (afaibibd} (a2a2bibZ) {afatbibd)

R ——

#101
k501

4502

#503

et

Abbildung 35: Verdinnungsreihen der an Position 10 substituierten Derivate. Die Nummern entsprechen denen
in der Liste der Derivate. 101: al-Referenz, 501: Phe, 502: 4-F-Phe, 503: Fs-Phe, 504: Tyr(Me), 505: 4-Pya,
506: Cha, 507: 4'-Hcha, 508: His, 509: 4-ThiaA, 510: Ser, 511: Thr, 512: Pro, 513: Hyp, 514: Glu, 515: Asp.

Die Ergebnisse der vorangegangenen Untersuchungen ergaben, dafs dem
Tyrosin an Position 10 des al Pheromons eine zentrale Rolle im Rahmen der
Rezeptoraktivierung zuzukommen scheint. Um mehr Uber die
Wirkungsweise dieser Aminosdure zu erfahren, wurden eine Reihe von
Derivaten mit nattirlichen und unnattirlichen Aminiosduren synthetisiert
und getestet. Es zeigt sich, dafd dieser Tyrosinrest bei voller Aktivitdt durch
alle Template mit ‘benzylischen’, unpolaren 6-Ring-Aromaten und sehr
dhnlichen Verbindungen ersetzt werden kann, wobei aber strikte sterische

Restriktionen flr eventuelle Substituenten bestehen. So werden



Der a-Lokus von Ustilago maydis 77

Phenylalanin, 4-Fluoro-phenylalanin, Pentafluoro-phenylalanin und auch
Cyclohexylalanin problemlos toleriert, die letzten beiden Derivate sind sogar
hyperaktiv. @Demgegentiber flihren Substitutionen mit 4-Methoxy-
phenylalalanin [Tyr(Me)] und 4’-Hydroxy-cyclohexylalanin zu voélligem
Aktivitdtsverlust. Polare Ringe (4-Pyridyl-alanin) und kleinere Ringe (4-
Thiazolylalanin) fihren zu verminderten Aktivitdten, die Effekte sind additiv
(His). Alle anderen Substitutionen mit nattirlichen Aminoséuren (inclusive

Hydroxy-prolin) lieferten voéllig inaktive Derivate (Abbildung 35).

5.4.6 Sonstige Derivate

Neben diesen Tests wurden noch einige Spezialderivate synthetisiert, um
bestimmte Aspekte abzukldren. Dazu gehéren N-terminal Fluorescein-
gelabelte al Pheromonderivate, die voll aktiv sind, selbst wenn das Label
nicht am N-terminalen Glycin eingefihrt wurde, sondern an einer um eben
dieses verkurzten Sequenz. Ebenso konnte a2 bei nativer Aktivitdt mit
Fluorescein gelabelt werden.

Prolin (7) wurde durch L-2,2-Dimethyl-4-thiazolyl-carbonsdure [Cys(Y Me.Me-
Pro)| substituiert, welche die Peptidbindung véllig in die cis-Konformation
bringt!!7, das entsprechende Derivat ist normal aktiv, ebenso ein Derivat, bei
dem Serin (6) durch Valin substituiert wurde, um zu Uberprifen, ob solch
volumindse Seitenketten wie auch bei Cys(YMeMe-Pro) in dieser Region
toleriert werden kénnen.

Da Derivate mit N-terminalem Alanin hyperaktiv waren, wurde als weitere,
noch lipophilere Aminosdure Isoleucin eingebaut, was jedoch keine
gesteigerte Aktivitdt ergab. Auch C-terminal wurden einige andere lipophile
Membrananker mit langeren Alkylketten als Ahds getestet, die jedoch

allesamt inaktiv waren (ohne Abbildung).
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5.5 Diskussion der Ergebnisse

Die Aktivierung G-Protein gekoppelter Rezeptoren durch Pheromone und die
resultirende Signaltransduktion in Pilzen ist von allgemeinem Interesse als
hervorragendes Studienmodell fir die Verhéaltnisse zwischen Liganden und
Antagonisten. Etwa die Halfte aller modernen Medikamente zielen auf
derartige Rezeptorsysteme!:s, dartiber hinaus sind diese Rezeptoren bei einer
Reihe von Erbkrankheiten ebenfalls involviertio. Zuséatzlich stellt auch die
Prenylierung der Pheromone ein wichtiges Studiengebiet dar, wie das
Beispiel des kleinen G-Proteins ras zeigt120,121,122,

Diese Arbeit durfte die detailierteste systematische Analyse sein, die bisher
an einem Pilz - Lipopeptidpheromon durchgefiihrt wurde. Der verwendete
Testorganismus Ustilago maydis ist dabei besonders geeignet, um den
Funktionsmechanismus der Lipopeptid - Pheromone aufzuklaren, da hier im
Gegensatz zu den Hemiascomyceten wie etwa S. cerevisiae oder S. pombe nur
C-terminal modifizierte Peptide als Pheromone vorkommen. Dies dhnelt den
komplexeren Sytemen der héheren Basidiomyceten, z. B. C. cinereus oder S.
commune. Doch im Gegensatz zu diesen héheren Basidiomyceten, bei denen
die der Pheromone Untersuchungen mangels eines geeigneten Testsystems
hauptsachlich in S. cerevisiae durchgeflihrt wurden:23.124125. bot Ustilago
maydis die Moglichkeit, die Pheromone im homologen System zu
untersuchen!.2. Da beide Pheromone identisch prenyliert sind und die Rolle
dieser Lipidmodifikation als Membrananker bereits bekannt war, konnte
nun der Peptidteil der Pheromone systematisch untersucht werden.

Fur diese Untersuchungen wurden alle Derivate synthetisch hergestellt. Dies
macht das Testergebnis ausschliefflich von der Pheromon-Rezeptor-
Interaktion abhéngig und umgeht somit alle eventuellen Effekte, die die
verdnderte Aminosiduresequenz im Rahm der Peptidprozessierung und
Sekretion verursachen koénnte. Dartber hinaus wird naturlich nur so der
Einbau unnaturlicher Aminosauren moéglich.

Aus den durchgefiihrten Untersuchungen ergaben sich eine Reihe von

Schlussfolgerungen:
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Zunachst fiel auf, dass keines der Derivate seine Spezifitit dnderte. Zwar
erzeugten zwei der Derivate scheinbar positive Reaktionen bei der jeweiligen
Gegenkontrolle, dies aber nur bei hoéchster Konzentration. Beim
Konjugationshyphentest zeigte sich, dass die Zellen keine
Konjugationshyphen ausbilden, daftir aber eine sehr ungewoOhnliche
Morphologie zeigen. Es durfte sich somit wohl um eine StrefSreaktionen
handeln, jedoch mit Sicherheit nicht um eine echte Kreuzreaktivitdt. Ebenso
durfte das offensichtliche Fehlen von fuzzy-Kolonien bei hohen
Konzentrationen von Pheromonderivaten, die in geringerer Menge eindeutig
positive Resultate ergeben, ebenfalls auf StrefS zurtckzufihren sein.
Nachdem also keine Spezifititsdnderung zwischen al und a2 beobachtet
wurde, kann die Pheromonerkennung durch Pral oder Pra2 nicht von
einzelnen Aminosduren abhinig sein, sondern mufS in grundlegenden

Unterschieden der gesammten Strukturen zu suchen sein.

Die N-Termini sind deutliche weniger empfindlich gegentiber Variationen als
die C-Termini. Dies stellt eine Analogie zu den Ergebnissen dar, die fir den
a-Faktor von S. cerevisiea und zu den Lipopeptidpheromonen von U. hordei
erhalten wurden!26127. Auch in diesen Fallen konnte die ersten beiden
Aminosduren ohne nennenswerten Aktivitatsriickgang deletiert werden. Im
Falle der Ustilago maydis-Pheromone ist dies keine triviale Beobachtung, da
beide Pheromone, die ja mit homologen Rezeptoren interagieren, sich in ihrer

Lange bereits um vier Aminosauren unterscheiden.

Diese cis — Peptidbindung zwischen Ser(6) und Pro (7) des al-Pheromons
wurde bereits von Markus Koppitz postuliert, nachdem diese Bindung schon
in Losung zu 5% in der cis-Konformation vorliegt. Um diesen Aspekt ndher
zu untersuchen, wurde zuerst ein Derivat mit einer Val-Pro Sequenz
synthetisiert, um 2zu TUberprifen, ob in diesem Bereich volumindse
Substituenten toleriert werden kénnen. Da diese Substitution die Aktivitat —
wenn Uberhaupt — nur minimal verminderte, wurde im zweiten Schritt Prolin

durch L-2,2-Dimethylthiazol-4-carbonsdure ersetzt. Dieses Pseudoprolin
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bringt die Peptidbindung zu 100% in die cis-Konformation. Und auch dieses
Derivat ist voll aktiv, was ein deutlicher Hinweis auf das tatséchliche
Vorhandensein einer cis-Bindung im rezeptorgebundenen Pheromon ist.
Weiter unterstiitzt wird dies durch die Ergebnisse des D-und DD-Scans.
Haben Ser(6) und Pro(7) alternierende Stereochemie, so sind die Derivate
kaum aktiv, liegen beide Aminosduren jedoch in derselben Konfiguration vor
(LL oder DD), so ist das DD-Derivat ebenso aktiv wie das native. Bei gleicher
Chiralitat liegt das Peptid-backbone vor und nach der cis-Bindung etwa in
einer Ebene, bei alternierender Chiralitdt ergibt sich dagegen eine
windschiefe‘ Anordnung, was im Falle des rezeptorgebundenen Peptides
einer Fehlfaltung, beziehungsweise Fehlorientierung des Pheromons

gleichkommt.

Die systematische Analyse zeigt, daf’ die beiden internen Glycine wichtig fir
die Funktionalitdt sind. Dabei kann Glycin (9) durch D-Alanin ersetzt
werden, bei Glycin (5) wird keine wie auch immer orientierte Seitenkette
toleriert. In Analogie zum a-and a-Faktor von S. cerevisiae kann man davon
ausgehen, dafd Glycin(9) die i+1 Position eines bII’ turns einnimmt:28,129,130,131,
Dies wird besonders dadurch gesttitzt, daf® beide Derivate des DD-Scans, bei
denen eine diesem Glycin - beziehungsweise D-Alanin - benachbarte
Aminosdure ebenfalls D-substituiert ist, vollig inaktiv sind. Uberhaupt
scheint das gesammte Peptid-backbone zwischen Asn(4) und Ser(11) in einer
sehr definierten Anordnung vorliegen zu mussen, wie die empfindlichen
Reaktionen auf D-Substitution und erst recht auf die noch wesentlich
starker strukturbrechenden DD-Substitutionen zeigen. Demgegenuber
durfte der N-Terminus relativ frei sein, auch der &ufierste C-Terminus

scheint nicht so strikt orientiert zu sein wie die zentralen Molektilbereiche.

Wurde das N-terminale Glycin durch Alanin gleich welcher Chiralitat ersetzt,
ergaben sich hyperaktive Derivate. Doch konnte dieser Effekt mit anderen
Lipophilen (Gly ® Ile) oder Fluorescein nicht reproduziert werden.

Auch C-terminal wurden einige Membranlinker eingesetzt, die noch
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lipophiler sind als Ahds. Uberraschenderweise waren alle diese Derivate
inaktiv, obwohl MARKUS KOPPITZ gezeigt hatte, das mit zunehmender
Kettenldnge bis hin zu Ahds die Aktivitdt der Derivate immer mehr zunimmt.
Als Ursache fur dieses Verhalten kann man irreversible Adsorption der
lipophilen Peptide an die im Medium enthaltene Aktivkohle diskutieren,
ebenso ware denkbar, dafs die Peptide Micellen bilden und mit zunehmender
Kettenldnge die cmc (critical micelle concentration) und somit die
Konzentration freier Pheromonmolekiile unter den fir eine Stimulation
benoétigten Minimalwert absinkt. Eher unwahrscheinlich bei der Flexibilitat
der Kohlenwasserstoffketten ist die dritte Moéglichkeit, dass die Lipidanker
nicht weit genug in die Membran eindringen!32 und somit den Peptidteil zu

hoch’ fixieren.

Die aromatische Aminos&ure in Position 10 des al Pheromons ist essentiell
fur die Aktivitat. Die detaillierte Untersuchung dieser Position zeigte, daf’
hier ein unpolares, sechsgliederiges Ringgertst fir die Aktivitat erforderlich
ist, das besonders in Hinblick auf  Substituenten strikte
Volumenrestriktionen einhalten mufs. Kleine,unpolare Substituenten werden
toleriert (4-Fluoro-Phe1ss.134) Pentafluoro-Phe) ebenso kann der Aromat durch
einen Cyclohexanring ersetzt werden, was sogar zu Hyperaktivitidt fihrt.
Aber schon Methylierung der OH-Gruppe im Tyrosin oder auch nur das
einfihren einer solchen im Cyclohexanring fiihrt zur Inaktivitdt. Kleinere
und/oder polarere Ringe (4-Thiazolyl-Ala, 4-Pyridyl-Ala, His) fihren ebenfalls
zu geringerer Aktivitdt, was ebenfalls flir eine exakt angepasste, lipophile
Bindungstasche spricht.

Bei der Untersuchug des Tyrosins war zu Anfang nicht klar, ob dessen
Interaktion mit dem Rezeptor auf hydrophoben Wechselwirkungen beruht,
oder ob eventuell auch eine Wasserstoffbriicke beteiligt ist. Dies kann jedoch
durch durch das Verhalten der polaren Derivate, die zur Ausbildung von

Wasserstoffbriicken fahig waren, ausgeschlossen werden.
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Basierend auf diesen Daten kann man fir das al Pheromon folgendes
Modell aufstellen, nach dem der Rezeptor eine Bindungstasche ausbildet, in
die das Pheromon nach einem induced fit Mechanismus gebunden wird?2. Im
Verlauf der Insertation in den Rezeptor wird das in Lésung als random coil
vorliegende Molekul durch Ligand-Rezeptor-Interaktionen in eine definierte
Struktur mit einer cis Peptidbindung und einem bII’ turn gefaltet (Abbildung
36).

Bindungs-
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Abbildung 36: Modell fur die Struktur der Pheromone im rezeptorgebundenen Zustand. Prolin erleichtert die
Bildung einer cis-Peptidbindung, Glycin die eines b 1I’-turns. Beide Pheromone werden in der Rezeptortasche
durch internes Glycin und den Membrananker in vollig analoger Weise fixiert, was letztendlich durch die sehr
definierte Struktur den exponierten Tyrosinrest in die richtige Position bringt. Der entscheidende Unterschied
zwischen den Pheromonen ist hierbei nur die Tiefe der jeweiligen Rezeptortasche.
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Dabei unterstitzen die speziellen Eigenschaften bestimmer
strukturinduzierender Aminosauren die Faltung. So liegt bei der Ser(6)-
Pro(7) Bindung schon in Ldésung zu 5 % eine cis-Konformation vor und
Glycin beglinstigt die Ausbildung eines bII’ turns!ss13¢, was den aromatischen
Rest der nachfolgenden essentiellen Aminosdure Tyr(10) in die exponierte i+2
Position bringt. Die Bedeutung der exakten Positionierung der C-terminalen
Aromaten fUr die Spezifitdt zeigt sich besonders am Beispiel des Phb3.2 -
Pheromons von C. cinerus (Tabelle 3). Wird hier die native Anordnung
Phe(12)-Trp(13) durch Trp(12)-Phe(13) ersetzt, so fuhrt dies zu einem
Spezifitaitswechsel137.138,

Glycin (5) scheint ein kritischer Punkt in der Rezeptor-Ligand Interaktion zu
sein, da hier keinerlei Seitenketten toleriert werden. Dies deutet eher auf
eine Engstelle als auf einen turn. Eventuell wird hier das Peptid-backbone
fixiert, was Uiber den mit der cis-Bindung verbundenen Knick den bII’ turn
und damit den aromatischen Rest in die endgiltige Positon bringt, in der
dann die Rezeptoraktivierung erfolgt. Dabei scheint sich die Fixierung des
backbones Uber einen etwas grofieren Bereich zu erstrecken, da der N-
Terminus nicht um mehr als zwei Aminosaduren verkurzt werden darf, doch
scheint dieses Glycin eine Art Zentrum fur die Fixierung darzustellen.

Beim al Pheromon konnten als wichtige Strukturmerkmale in der
Peptidsequenz die Aminosauren Gly(5), Pro(7), Gly(9)-Tyr(10) und nattrlich
der Ahds-Membrananker erkannt werden. Alle diese Aminosduren tauchen
in exakt derselben Reihenfolge auch im a2 Pheromon auf. Der einzige
Unterschied zwischen den Pheromonen besteht darin, dafs sich beim al ein
zusatzliches Ile zwischen Pro und Gly-Tyr befindet und auf der anderen Seite
des DI’ turns ein zuséatzliches Ser zwischen Gly-Tyr und dem
Membrananker. Nachdem beim al Pheromon gezeigt werden konnte, dafs
zumindest die Serine nur die Aufgabe eines (wenngleich essentiellen)
Spacers erflullen, konnte man daraus schliefSfen, dafd diese beiden
Aminoséduren, Ile und Ser, den bII’ turn des al Pheromons um genau diese
Lange tiefer in der Rezeptortasche plazieren, als dies beim a2 Pheromon der

Fall ist, dem diese Abstandshalter zu beiden Seiten des bII’ turns fehlen
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(Abbildung 36). Dies ergibt eine postulierte Pheromonstruktur, in der eine
cis-Bindung und ein b-turn sehr eng benachbart sind, dies ist jedoch nichts
ungewohnliches, da sich beide Strukturelemente sogar durchdringen
kénnen, wie beim Pseudo-bl-turni® oder auch beim bIV-turni+. Abgesehen
von diesem einen Unterschied in der Bindungstasche ist die generelle
Faltung beider Pheromone identisch, was die relativen Positionen der
Glycine an der Engstelle, der cis-Bindung und dem Membrananker angeht.
Weiterhin wird die effektive Langendifferenz der beiden Pheromone durch die
zwei Spacer—-Aminosduren des al-Pheromons auf nur noch zwei
Aminosauren reduziert. Zusammen mit der Tatsache, dafS die Pheromone
mit hochgradig homologen Rezeptoren interagieren, stellt dies ein weiteres,
interessantes Detail im Gesamtmodell dar.

Die Unterscheidung zwischen al und dem a2 Pheromon wird dabei durch
die relative Lage der Tyrosinreste in der jeweiligen Rezeptortasche erreicht.
Rezeptorgebundenes al taucht tiefer in die Tasche ein, bzw. bendtigt eine
tiefere Tasche als a2. Die Spezifitdit wird bei diesen beiden Pheromonen
dadurch garantiert, dafs a2 in der i+1-Position des bII’ turns ein Glycin (bzw.
eine D-Aminosdure) bendétigt, wo in der Sequenz von al ein L-Tyrosin ist,
und umgekehrt. Schon dies allein macht es fir die Pheromone - oder deren
Derivate - unmoglich, die Spezifitdt zu wechseln, ganz abgesehen davon, dafs
solche Fehlorientierungen durch die Fixierung des N-Terminus bereits im

Vorfeld verhindert werden (Abbildung 37, Seite 88).

Im Rahmen dieses Gesamtmodels fir die Funktionsweise der beiden
Pheromone gibt es noch einige Details, auf die nun n&her eingegangen
werden soll:

Immer wieder fielen einzelne Derivate auf, die um eine Groéflenordnung
hyperaktiv waren, niemals jedoch um mehrere. Es ist denkbar, dass diese
Mindestkonzentration eine Art Schwellenwert darstellt. Somit wére eine
Mindestanzahl Pheromonmolektile erforderlich, um die benétigte Zahl von
Rezeptoren zu aktivieren, so daf® es unabhangig von noch besserer

Rezeptorbindung immer dieser Minimalkonzentration bedarf, um den
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Ubergang zum filamentdésen Wachstum auszulésen. Klarheit kénnten hier
nur Versuche mit klrzerem und damit weniger lipophilen Lipidanker
bringen. Dadurch reduziert sich der Effekt der Membrananreicherung, was
einer Ausschaltung der vorgeschalteten low affinity/high capacity Bindung
entspricht, und die tatsachliche Rezeptor-Ligand-Affinitat kénnte starker in
den Vordergrund treten (vgl. GUGGENHEIM-Modell, 2.3.1).

Einige Beobachtungen, die anhand der Daten von RUDIGER NEEF’S
Zufallsmutagense erhalten wurden, seien ebenfalls noch erwahnt. Nach
diesen Daten kann Ser(12) nicht ohne Aktivitatsverlust durch lipophile
Aminosduren ersetzt werden, entsprechende synthetische Derivate mit
Alanin an dieser Position sind demgegeniiber sogar leicht hyperaktiv. Dies
konnte darauf zurltickzuflihren sein, dafS der CaaX-Box zur korrekten
Prozessierung eine polare Aminosdure vorangehen mufs. In allen Sequenzen,
die in den Literaturstellen!41,142 angegeben sind, ist der CaaX-Box immer
eine saure, basische oder polare Aminosdure vorangestellt, nur sehr selten
Alanin oder Prolin, niemals jedoch andere lipophile Aminosauren. Ebenso in
Zusammenhang mit der Prozessierung der CaaX-Box koénnte auch die
Tatsache stehen, dafd eine Ser(6)® Cys Mutante inaktiv ist, im Gegensatz zu
den synthetischen Derivaten, die hier Ala oder Val tolerieren. Hier kénnte die
native Sequenz (G)CPGY als CaaX mifSinterpretiert werden, so dafs der
entsprechende Mutationsstamm nur den N-Terminus des Pheromons mit der
fir die Sekretion verantwortlichen Steuersequenz aus der Zelle transportiert,
wahrend der der Minimalsequenz entsprechende C-Terminus in der Zelle

verbleibt.

Es wird in der Zukunft wichtig sein, die Regeln der Pheromon-Rezeptor-
Erkennung 2zu verstehen. Dies gilt besonders fir die hoheren
Basidiomyceten, bei denen tausende von verschiedenen Kombinationen
unterschieden werden mussen. Ebenso kann mit diesem Rustsatz vielleicht
erklart werden, warum beim humanen Pathogen C. neoformans das sexuelle
Stadium so eng an die Virulenz dieses Organismus geknUpft ist!43.144  oder

warum etwa der a-Faktor von S. cerevisia Einfluss auf die Pathogenitat des
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Reis-Schadlings Magnaporthe grisea nimmt!45. Einige der an dieser
Erkennung beteiligten strukturellen Bauelemente konnten im Rahmen
dieser Arbeit identifiziert und charakterisiert werden. Vergleicht man eine
Reihe von bekannten, C-terminal prenylierten Pheromonen, so zeigen fast
alle wenigstens eines der obigen Merkmale, also interne Glycine, Proline und
C-terminale Aromaten, wenn nicht sogar Glycin-Aromat Baugruppen oder

zumindest grofSe, lipophile Aminosduren in dieser Region (Tabelle 3).

Bezeichnung Sequenz ? Herkunft Literatur
a YIIKGLFWDPAC” S cerevisiae 10
M YTPKVPYMC" S. pombe W
al GRDNGSPIGY SSC” U. maydis :
2 NRGQPGYYC" U. maydis !
Rhodotorucine A Y PEISWTRNGC" R. toruloides 18
Tremerogen A10 EHDPSAPGNGYC° T. mesenterica 19
Tremerogen A13 EGGGNRGDPSGVC® T. mesenterica 19
Tremerogen A9291-1 DSGGSRDPGASSGGC” T. brasiliensis =0
Mfal QEAHPGGMTLC* C. neoformans 1
MF1-1 AGARAGPIHYC® M. grisea .
MF2/1 NSSMGVNGY SYC°® C. parasitica N
Phb1.2 ERHLGFTTKGFC® C. cinereus “
Phb2.1 ERAGPGDTPGGF* C. cinereus H
Phb2.2 ERYNANKAYAWC C. cinereus H
Phb3.1 DRRLPDSY YGGAC® C. cinereus “
Phb3.2 ERRTHGGNGLTFWC® C. cinereus “
Bapl(1) EREGGSDCTAWC® S commune ;
Bapl(2) DRSCVEREGC® S commune ;
Bapi(d) ERPGGSNCTAWC® S. commune "
Bbp1(1) EHWRGGNTTAHGWC® S. commune ;
Bbp1(2) NHDQIADYGSYC® S commune "
Bbp1(3) EHTEAGEETTARGWC S. commune "

Tabelle 3: Aminosiuresequenz von Lipopeptid-Pheromonen. @) C-terminale Aromaten (bzw. lipophile
Aminosauren) und Glycin-Aromat-Motive sind fett hervorgehoben, zentrale Glycine sowie Proline unterstrichen.
b) experimentell bestétigte Aminosiuresequenz. ¢) vorhergesagte Aminosauresequenz.

Man kann mit der gebotenen Vorsicht davon ausgehen, daf’ die Erkennung
einer Vielzahl von Pheromonen nach dem induced fit Mechanismus ablauft,
wobei strukturinduzierende Aminosduren bei der Faltung assistieren
kénnen, jedoch nicht zwingend erforderlich sind, da zum Beispiel jede
Peptidbindung in der cis-Konformation vorliegen werden kann!ss154155156 und
auch andere b-turn-Subtypen nicht auf Glycin in der i+1 Position

angewiesen sind!>’. Doch auch wenn sich solche fiir die Strukturbildung
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glnstigen Aminosduren in den Pheromonen evolutionar konserviert haben
sollten, so muf$ nicht jede einzelne davon wirklich die ihr angerechnete Rolle
erfillen, kann also im betreffenden Pheromon auch rein zufallig an ihrer
Position sitzen.

Gleichwohl zeigen Untersuchungen am a-Faktor der Hefe, daf® sich dieser
dhnlich den Ustilago maydis-Pheromonen verhalt. N-terminal kénnen einige
Aminosduren deletiert werden, wobei die Aktivitdt absinkt, und auch Gly(5)
im a-Faktor konnte durch D-Alanin ersetzt werden, was auch hier auf einen
b-Turn hindeutet. Dies wurde noch durch die Synthese eines Lactams, das
durch Verknupfung der Positionen 4 und 5 des Pheromons einen b II’ turn
induziert, unterstiitzt. Und auch wenn bei einem die Arten Ubergreifenden
Vergleich einige Zuruckhaltung angebracht ist, so kann man diese
Ubereinstimmung durchaus als eine gewisse Bestitigung fir das hier
aufgestellte Modell betrachten.

Zusatzlich gelang es durch die Bereitstellung synthetischer Pheromone,
Ustilago maydis auf entsprechend behandelten Kulturmedien gezielt und
wesentlich besser reproduzierbar zu stimulieren, was einen erheblichen
Fortschritt fir die Forschung mit diesem Pilz bedeutet. Durch Einsatz
synthetischer Pheromone gelang es, einige ‘theoretisch mogliche’ Versuche
reproduzierbar durchzufiihren, die durch Co-Kultur mit pheromonliefernden
Stammen bislang nicht gelungen waren (persénliche Mitteilung von P.

Muller/ AG Kahmann).

5.6 Ausblick

Basiered auf den hier vorgestellten Ergebnissen erdffnen sich nun eine Reihe
von Perspektiven. Es sollte nun mdéglich sein, gezielt und zur Uberprifung
obiger Hypothese, die Spezifitdt der Pheromone zu verdndern. So kann man
beim al Pheromon Ile und Ser deletieren, das resultierende Derivat sollte
dann theoretisch a2 - spezifisch sein, ebenso kann a2 um eben diese

Spaceraminosduren zu beiden Seiten des b-turns erweitert werden, was eine
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al Spezifitat ergeben sollte.

Basierend auf der These, dafd al ein L-Tyr an der Stelle bendétigt, wo sich bei
a2 ein D-Aminosduredquivalent befinden muss, konnte sich auch die
Moglichkeit auftun, durch Einbau von Azapeptid-Bausteinen, die sowohl i+1
im DbII‘ turn stehen!ss, als auch L-dhnlich reagieren koénnen, ein

bispezifisches Molektl zu synthetisieren.

al
OO O—Q—C—P——Q—Q—C—C—@
a) b)

c) d e
2 O—O—-@—0—@—O—0——©

Hypothetische Chimére

@@@@@@@(‘?@@
Q) wichtige Position () unwichig

Abbildung 37: Spezifitétskriterien der Pheromone. Die strikte Unterscheidung zwischen al und a2 erfolgt Uber
eine ganze Reihe von strukturellen Elementen: @) Engstelle in al erfordert Glycin. b) al benétigt Prolin zur
Induktion der die cis-Bindung, Engstelle bei a2 erfordert Gly. c) al benétigt D-Aquivalent fir b-turn, a2 ein (L-)
Pro fur die cis-Bindung! d) al braucht L-Tyr, a2 ein D-Aquiv. fur den b-turn! €) a2 benétigt Tyr, al beliebig.
Eine hypothetische Chiméare miidte folgende Bedingungen erfillen: f) Gly — jede Bindung kann in cis-Form
vorliegen, aber nur Gly hat keine Seitenketten. g) Dieselbe Chiralitédt wie das nachfolgende Pro. h) D-Pro,
gunstig fur cis wie auch b-turn. i) Azaaminosduren konnen sowohl i+1 im b-turn einnehmen als auch L-
Eigenschaften zeigen. j) a2 benétigt Tyr.

Und zuletzt besteht nattirlich nun die Moglichkeit, gezielt cyclische Peptide
zu synthetisieren, die per se, durch Einbau von b-turn-Mimetika oder durch
Strukturen, die ihrerseits b-turns erzeugen, Konformationen einnehmen, die
dem des Pheromons im Rezeptor Ahneln und somit aktiv sind. Dies kénnte
im weiteren Verlauf die Moglichkeit er6ffnen, durch NMR-Strukturanalyse
dieser starren Peptide weitere Einsichten in den Aufbau der zugehoérigen

Rezeptoren zu gewinnen.
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6 Zusammenfassung

Die beiden Inkompatibilitatsloki  von Ustilago  maydis  stellen
hochinteressante Studienobjekte fur die Erforschung von Mechanismen der
molekularen Interaktion dar. Im Rahmen dieser Arbeit wurde sowohl das
Pheromon — Rezeptor — System des a-Lokus als auch die regulatorischen
Proteine des b-Lokus untersucht. So verschieden, wie diese Loki waren, so
verschieden waren auch die jeweils angewendeten Mittel. Diese reichen von
ganzlich molekularbiologischen Ansédtzen bis hin zur rein organischen
Synthesechemie. Doch in allen Fallen waren es nicht die klassischen
Methoden alleine, sondern immer deren Kombination 2zu einer
interdisziplindren Arbeitsweise, die die Durchfihrung der Arbeit in dieser

Form tiberhaupt erst ermoglichte.

Die am Pheromon — Rezeptor — System des a-Lokus durchgefiihrten Arbeiten
sind nach bestem Wissen die bislang ausfiihrlichsten auf diesem Gebiet. Es
ist gelungen, nahezu alle Aspekte der Interaktion zwischen den beteiligten
Partnern aufzuklaren. Darutber hinaus konnten auch die
Unterscheidungskriterien bestimmt werden, die fUr die Selektivitdt der
Pheromonerkennung verantwortlich sind.

Basierend auf diesen Ergebnissen wurde ein umfassendes Modell entwickelt,
das beschreibt, wie die Pheromone durch einen induced fit - Mechanismus in
die Rezeptoren eingepasst werden und wie wahrend dieses
Bindungsvorgangs durch eine ganze Reihe von strukturellen Unterschieden
die Selektivitat der Pheromone sichergestellt wird. Alle Aminosduren, die zur
Ausbildung dieser strukturellen Merkmale beitragen, konnten identifiziert

und bezuglich ihrer Funktion charakterisiert werden.

Auf dem Weg von den Genen zur Proteinprobe fiir die NMR-
Strukturaufkldrung konnten eine ganze Reihe von Eigenschaften der b-
Proteine charakterisiert werden. Es gelang auch, zum Teil die Methoden der

Proteinprédparation selbst zu erweitern bzw. zu ergdnzen. Die hochlipophilen
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und dadurch hartnackig unléslichen Proteine konnten durch detergent
mediated refolding, sowie durch simultane Co-Expression solubilisiert
werden. Dabei wurde eine zuvor nur vage vermutete Dimerisierung der
Homoodoméne erstmals nachgewiesen und als antiparallele Dimerisierung
identifiziert. Somit liegen die b-Proteinkomplexe in vitro und in vivo als
(bE)2/(bW)2 - Tetramer vor.

Ebenso Lkonnte ein Modell der Protein — Micellen - Wechselwirkung
entwickelt werden, das die bisher gemachten, scheinbar widerspriichlichen
Beobachtungen auf diesem Gebiet einheitlich zu erklaren vermag. Mit den
Methoden der organischen Chemie konnte auch die Inteinspaltung
verbessert werden. Diese Proteinspaltung wird in der Biochemie zur
Proteinreinigung benutzt, war aber bisher nicht immer erfolgreich.

Die organische Peptidsynthese erbrachte auch durch die hier dargestellten
Homoodoménen-Peptide einige Anhaltspunkte tiber die Rolle der nicht durch
Komplexierung maskierten, lipophilen Doméanen in der Proteinaggregation.
Die Probleme, die im Zuge dieser Synthesen durch Peptidaggregation
auftraten, wurden zwar nicht endgultig geldst, aber immerhin konnten hier
auch einige neue Anséatze zur Silylierung des Peptid-backbones erarbeitet
werden.

Ebenfalls im Bereich der organischen Synthesechemie wurde ein
Detergenzien — Baukasten entwickelt, der ausgehend von einfachen Edukten
den schnellen Zugang zu einer grofSen Bibliothek mit Molektlen
mafigeschneiderter Eigenschaften eréffnet.

Die endgultige Solubilisierung der b-Proteine gelang parallel zu diesen
Synthesearbeiten durch simultane Co-Expression. Dieses Verfahren bietet
eine Reihe von Vorteilen. Beispielsweise liefert die Co-Expression statt einem
durch Micellenanbindung solubilisierten Einzelprotein den vollstdndigen
Komplex aller Partner. Weiterhin stellen Micellen im Rahmen der NMR-
Spektroskopie nur stérenden Ballast dar. Daher wurde der synthetische
Losungsweg zugunsten der Co-Expression verlassen.

Insgesamt ist es gelungen, alle Schwierigkeiten im Zusammenhang mit der

Proteinexpression und Reinigung zu l6sen und die b-Proteine in guten



Zusammenfassung 91

Ausbeuten und mit allen gewtnschten Isotopenmarkierungen zur Verfigung
zu stellen. Auch in Bezug auf Loslichkleit und Stabilitdt sind diese Proteine
aussichtsreiche Kandidaten far die Strukturaufkldrung durch NMR-
Spektroskopie. Zwei Probleme bestehen jedoch bislang. Dies ist zum einen
die Grofse des bE/bW-Heterokomplexes, der mit 58.8 kDa alles andere als
triviale Messungen erwarten 1af5t. Das Hauptproblem stellt aber die extreme
Sauerstoffempfindlichkeit der b-Proteine dar, denn bei Luftkontakt kann die
oxidative Oligomerisierung nicht verhindert werden. Da samtliche
Reinigungsschritte mangels entsprechender Spezialausriistung nicht unter
Schutzgas ausgefiihrt werden konnten, waren auch die im Rahmen dieser
Arbeit vermessenen Proteinproben mehr oder weniger stark oligomerisiert.
Weitere Arbeiten zur Strukturaufklarung dieser Proteine kénnen daher nur

in einem dementsprechend ausgertistetem Labor durchgefihrt werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die Proteinkomplexe des b-Lokus und das
Pheromon — Rezeptor — System des a-Lokus von Ustilago maydis untersucht.
Mit diesen Forschungen ist es gelungen, wesentliche Beitrage zu den
Mechanismen der Zellkommunitaktion auf der Basis der molekularen

Interaktion zu liefern.
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7 Praktischer Teil

7.1 Klonierungsprotokolle

7.1.1 Plasmidpraparation

Die Zellen aus 1 mL Kulturlésung werden durch Zentrifugieren abgetrennt
aund das Medium entfernt. Das Pellet wird mit 25 nL einer 1% Losung von
Lysozym in TE-Puffer und 250 nl STET-Puffer verstetzt und suspendiert.
Die Zellsuspension wird 60sec. Bei 95 °C inkubiert und anschliefSend sofort
S min bei 14000 rpm zentrifugiert. Das Pellet wird mit einem Zahnstocher
entfernt. Zum Extrakt gibt man 30 nL Minilysat III und anschliefSend 600 ni
Isopropanol. Nach 1 min bei RT wird fir 10 min bei 14000 rpm zentrifugiert
und der Uberstand abgesaugt. Das Pellet wir dmit 1 ml 70% Ethanol
gewaschen und wieder 10 min bei 14000 rpm zentrifugiert. Der Ethanol wird
ebenfalls entfert und das DNA-Pellet nach dem Trocknen an der Luft in 50
nL TE-Puffer mit (10 mg/100ml) RNAse aufgenommen.

7.1.2 Restriktionsverdau

2 nL der DNA-Losung werden mit 1 U des entsprechenden
Renstriktionsenzyms, 1 nl des zugehorigen 10* Pufferkonzentrates und
Wasser ad 10nL fir 1 h bei 37 °C (bzw. der fir das Enzym angegebenen

Temperatur) inkubiert. Die Enzyme kénnen optional durch Phenolextraktion

entfernt werden. Reinigung / Kontolle erfolgt per Gel-Elektrophorese.

7.1.3 Fill in / Fill up

2 nL der DNA - Loésung werden mit 1 nl des zugehorigen 10*
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Pufferkonzentrates, 1 nL. ANTP’s und 1 U Klenov-Fragment versetzt und fur
10 min bei 15 °C inkubiert. Die Enzyme koénnen optional durch
Phenolextraktion entfernt werden. Reinigung der DNA erfolgt per Gel-
Elektrophorese.

7.1.4 Phenolextraktion

Zur DNA-Loésung wird das entsprechende Volumen Phenol:Chloroform 1:1
gegeben und fir 60 sek homogenisiert. 10 min bei 14000 rpm zentrifugieren
und die obere Phase mit der DNA vorsichtig abnehmen. Dabei darf kein
Phenol verschleppt werden. Die DNA wird durch Ausfillen mit 2 Volumina
Isopropanol und zentrifugieren (10 min, 14000 rpm) gefallt. Waschen mit 1
mL 70% Ethanol, wieder zentrifugieren und den Ethaol entfernen. Nach dem

Trocknen an der Luft wird die DNA in TE-Puffer aufgenommen.

7.1.5 Isolation von DNA-Fragmenten aus Gelen

Die Banden der DNA werden aus dem Gel ausgeschnitten und die DNA
daraus mittel Standard-kits extrahiert.
Altenativ kann das Agarosestiick in einer gestopften Pipettenspitze fir 5 min

bei 8000 rpm zentrigugiert werden.

7.1.6 Ligation

Losungen aller DNA - Fragmente werden mit 1 nlL Ligase und nL Ligasepuffer
(dieser enthéalt normalerweise ATP, andernfalls muf’ dieses extra zugesetzt
werden) und Wasser auf 10 nlL aufgefillt. Die Ligation erfolgt bei 11 °C N,

alternativ fir 1h bei 37°C, was aber schlechtere Ausbeuten erbringen kann.
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7.1.8 Tranformation

0.5 bis 1 nlL Vektor-DNA der wird mit 50 nl kompetenten Zellen vermischt
und 5 min auf Eis inkubiert. Danach wird fir 90 sek auf 42 °C erhitzt und
sofort wieder auf 0 °C abgekuihlt. Nach Zugabe von 1 mL Medium (ohne
Antibiotika) wird fir 1 h bei 37 °C inkubiert und anschliefSend 50 und 500
nL der Zellkultur plattiert.

7.1.9 Zellkultur und Expression

Eine Einzelkultur wird von der Agaroseplatte in das entsprechende Medium
transferiert. Bei 37 °C wird solange geschitittlt, dis die Zellkultur eine ODeoo
von 0.4 bis 0.5 erreicht hat. Dann wird der Kolben in einen auf 15 °C
vortemperierten Wasserbadschtuttler tiberfihrt. Zur Expression der bE/bW-
Komplexe ist es wesentlich, dafl die Zellen diesem raschen
Temperturwechsel ausgesetzt werden. Erfolgt der Temperaturangleich
langsam, so fallen die Proteine unléslich an. Nach S5 min erfolgt die
Induktion der Zellen mit 1 mM IPTG. Die Dauer der Expression wird anhand

der Proteinmenge in den Zellen bestimmt, sie liegt i.d.R. bei 16 bis 20 h.

7.1.10 Zellaufschlufd

Die Zellen werden durch zentrifugieren der Kulturlésung geerntet (5 min,
5000 rpm). Das Pellet wird in 5 ml Proteinpuffer solubilisert und im Sonifier
15 min bei 30% Leistung und 30 % ED beschallt. Unlésliche Bestandteile
werden durch 15 min zentrifugieren bei 20000 rpm entfernt. Die weitere
Vorgehensweise richtet sich danach, ob sich die Zeilproteine im Pellet oder

im Extrakt befinden.
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7.1.11 Reinigungsprotokoll mit detergent mediated refolding

Die Inclusion bodies werden nach dem entfwernen des Extraktes mit 1 mL
7.5 m Guanidiniumchlorid - Lésung versetzt und nochmals fir 1 min
sonifiziert. Durch Zentrifugieren bei 20000 rpm (10 min) werden alle jetzt
noch unlésliche Anteile entfernt. Die Proteine konnen nun in denatriertem
Zusand mittels Ni-Spharose Saulen gereinigt werden. Zur Reanturierung
wird die Proteinlosung mit demselben Volumen 10% Detergenz — Losung
versetzt und durch vorsichtiges Schwenken vermischt (das ist wirklich alles).
Die weitere Reinigung erfolgt durch GPC. Die Proteine erscheinen in einem
Peak, der der Summer der Protein- un der Micellenmolmasse entspricht.
Schlug die Renaturierung fehl, so erscheinen die aggregierten Proteine als
Jhochmolekularer Vorlaufpeak‘. Aus Griinden der Detergenzien — Loslichkeit
kann es angebracht sein, diese Schritte nicht bei 4 °C, sodern bei RT

auszufuhren.

7.1.12 Reinigungsprotokoll der co-exprimierten Proteine

Zellen aus 300 ml induzierter Flussigkultur werden geerntet und das Pellet
mit 4 mL Binding Buffer sonifiziert. Der Extrakt wird an die Ni-Sepharose
Saulemit 1 mL Sepharose-Volumen gebunden und gewaschen. Die Eluation
erfolgt mit 3.5 mL 0.5* Elute Buffer. 0.5 ml des Eluates werden als Vorlauf
verworfen, die restlichen 3 mL gesammelt. Zu diesen setzt man sofort 200 nL
Mercaptoethanol und 200 ni 0.5 m EDTA (pH 8.0) zu, und inkubiert fir 15
min bei O °C.

AnschliefSend wird die Proteinlosung per GPC gereinigt und umgepuffert.
Dabei mussen im Puffer 25 mmol NaCl vorhanden sein, mit geringerer
Salzkonzentration erfolgt unselektive Anbindung an die S&ule. Der
Proteinkomplex wird entsprechend seiner tetrameren Struktur bei einer

Molmassen von 60 kDa eluiert.
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Die Konzentration der Losung erfolgt entweder durch Zentricons, was aber
zu schweren Schidden durch Oxidation fihrt, oder per Speed - Vak. In
diesem Fall muss durch sorgfaltige Einstellung des Vakuums ein einfrieren
der Proteinldésung vermieden werden. Zusatz von 0.3 bis 0.5 % Glycerin zum
GPC-eluat sind hierbei hilfreich.

Nach Konzentration per Speed - Vak ist eine Dialyse zwingend erforderlich,
das sich alle Salze (und ggf Glycerin) mit anreichern, nach einer
Zentriconanreicherung wird sie aus Sicherheitsgrinden ebenfalls

durchgefiihrt, obwohl keine Verunreinigungen mehr nachzuweisen waren.

7.2 Puffer und Medien

7.2.1 Antibiotika fiir E. coli

Stamm- Fliissig- Fest-

losung medium medium
Ampicillin 10 mg/ml 100 pg/ml 100 pg/ml
Kanamycin 10 mg/ml 40 ug/ml 40 pg/ml
Chlor- 12.5 mg/ml 25 pg/ml 25 pg/ml

amphenicol

Tetracyclin 2.5 mg/ml 25 pg/ml 25 pg/ml
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7.2.2 10 mg/ml Ampicillin-Stammldsung
far: 100 ml 200 ml 400 ml
1.0 % (w/v) Ampicillin-Natriumsalz 10 g 20 g 40 g

Mit H,0,,4.s: ansetzen, sterilfiltrieren und in Weithalsflasche aliquotieren. Bei

4°C im Kuihlschrank in der Medienktiche lagern.

7.2.3 dYT-Flussigmedium
ftir:1000 ml 2500 ml 5000 ml

1.6 % (w/v) Trypton (Bacto) 16.0 g 40.0 g 80.0 g
1.0 % (w/v) Yeast-Extrakt (Bacto) 1000 g 25.0 g 50.0 g
0.5 % (w/v) NaCl 50 g 125 g 250 ¢

Mit Seradest-Wasser ansetzen, je 400 ml in 500 ml-Weithalsflaschen

aliquotieren, 20 min bei 121°C autoklavieren.

7.2.4 10xM9-Salze
fir: 1000 ml 5000 ml110000 ml

512,0 mM NapHPO4+H20 727 g363.5 g727.0 g
220,0 mM KH2PO4 30.0 g 60.0 g120.0 g

86,0 mM NaCl 50 g 100 g 200 g
187,0 mM NH4Cl 10.0 g 50.0 gl00.0 g

Mit Seradest-Wasser ansetzen, je 800 ml in 1000 ml-Mephlat-Flaschen

aliquotieren, 20 min bei 121°C autoklavieren.
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7.2.5 Minilysat III-Lésung
fr: 1000 ml 3000 ml 5000 ml

3.0 M Natriumacetat*3H20 408.2 g1224.7 g2041.2 g

Mit H2Opidest ansetzen, pH-Wert mit Essigsdure p.a. auf 4.8 einstellen.
Vorsicht, fur 1000 ml Lésung nur etwa 600 ml H,O,4.; verwenden und

dann schrittweise mit Essigsdure auffiillen.

Je 100 ml in 100 ml-Weithalsflaschen aliquotieren.

7.2.6 Lysozym-Losung
fir: 1 ml S ml 10 ml

1.0 % (w/v) Lysozym (Muraminidase) 10.0 mg50.0 mgl00.0mg

Lysozym in 10 mM Tris-HCI-Puffer pH 8.0 16sen.

7.2.7 0.5 M EDTA-L6sung pH 8.0
flir: 1000 ml 3000 ml 5000 ml

0.5 M Nag-EDTA*2H0 182.1g 546.4g 910.6¢g

Mit H,O,,4.st ansetzen, pH-Wert auf 8.0 einstellen. Dazu pro 1000 ml Lésung

etwa 15 g NaOH-Platzchen einwiegen. Dann mit 5 M NaOH pH-Wert genau
einstellen. EDTA 16st sich nur in einem pH-Bereich >7.0. Je 100 ml in 100

ml-Weithalsflaschen aliquotieren und 20 min bei 121°C autoklavieren.



Praktischer Teil 99

7.2.8 1xTE-Puffer pH 8.0
fiir: 1000 ml 3000 ml 5000 ml

10 mM Tris-Base 121 g 3.63g 6.05¢g
1 mM Na2-EDTA+2H20 0.37 g 1.11g 1.85¢g

Mit H,Oy;4.: ansetzen, pH-Wert mit HCl auf 8.0 einstellen, je 100 ml in 100

ml-Weithalsflaschen aliquotieren und 20 min bei 121°C autoklavieren.

7.2.9 TE-Phenol
fiar: 250 ml 500 ml 1000 ml

100.0 % (w/v) Phenol kristallin (Roth) 250.0 g500.0 g 1000.0 g
0.32% (w/v) 8-Hydroxychinolin 0.8 g 16 g 32 g

Vorsicht: alle Arbeiten unter dem Abzug, immer Handschuhe und
Schutzbrille und Schutzkittel tragen. Kristallines Phenol mit 10xTE-Puffer
unter Riuhren in einem grofSen Becherglas 16sen. Dazu etwa halbes Volumen
an TE-Puffer wie Menge an Phenol zugeben. Anschliefend das Hydroxy-
chinolin zugeben (Farbumschlag nach gelb-orange). Wenn sich das
kristalline Phenol gelést hat, wird die Losung in einen Scheidetrichter
Uberfihrt und 1af3t sie sich dort absetzen. Die wassrige Phase wird
verworfen. AnschliefSfend wird der Phenol noch so oft mit 1xXTE-Puffer
aquilibriert bis der pH-Wert etwa 8.0 betrdgt. Anschliefend den
aquilibrierten Phenol in braune 500 ml-Weithalsflaschen aliquo-tieren und

mit 1xTE-Puffer iberschichten. Bei 4°C lagern.
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7.2.10 PD-Charcoal-Festmedium
fiar: 800 ml 1000 ml 2500 ml

2.4 % (w/v) Potato Dextrose Broth (Bacto) 19.2 g 24.0 g 60.0 g
1.0 % (w/v) Charcoal (Sigma C-9157) 80 g 100 g 25.0 g
2.0 % (w/v) Agar (Difco) 16,0 g 20.0 g 50.0 g

Mit Seradest-Wasser ohne Agar ansetzen, 800 ml Medium in 1000 ml-
Erlenmeyer-Kolben, 1000 ml Medium in 2000 ml-Erlenmeyer-Kolben bzw.
2500 ml Medium in 5000 ml-Erlenmeyer-Kolben ali-quotieren und
entsprechende Menge an Agar und einen Ruhrfisch zugeben. 20 min bei
121°C auto-klavieren. Die Platten werden unter einer Sterilbank gegossen.
Medium immer wieder leicht schwen-ken und die Platten nicht stapeln, da
sich sonst die Aktivkohle absetzt. Nach dem Erstarren des Mediums Platten
mindestens 12 h bei Raumtemperatur zum Trocknen stehenlassen, mit

Strichcode versehen und verpacken.
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7.3 Detergenziensynthese

7.3.1 Amino-amid aus Carbonsduremethylester

29.89 g Stearinsaure-methylester 298.5 g/mol 100 mmol
12.78 g 3-(Dimethylamino)-propylamin 102.18 g/mol 125 mmol
33.9 g Cig-Amino-amid 368.62 g/mol 92 mmol

Ester und Amin werden ohne Losungsmittel in einer Destillationsapparatur
erhitzt, bis kein Methanol mehr entsteht ((1.N.). Die Olbadtemperatur betragt
anfangs 100 °C, nach etwa 3 h liegt sie bei 160 °C, bei dieser Temperatur
wird die Reaktion Ui. N. fortgesetzt. Der Ruckstand wird in 100 ml Methanol
gelost, bei —80 °C kristallisiert das Produkt aus und wird in einer gekihlten
Fritte abgesaugt.

Weisse, wachsartige Kristalle, 92%

O
N 2 4 7 9
3 6 8
N/\/\N n
/ I
1 Hs

IH-NMR (250 MHz, CDCl):

6.88 (s,1H), 3.26-3.35(q, 2H), 2.33-2.39 (t, 2H), 2.22 (s. 6H), 2.08-2.15
(t,2H), 1.50-1.68(m, 4H), 1.20-1.35 (s, 28H), 0.84-0.90 (t. 3H)

Zuordnung:

0.97 (CHs(9)), 1.28 ((CH2)14(8)), 1.59 (CH2(3/7)), 2.11 (CHz(6)), 2.22
(CH3)2N(1)), 2.36 (CH2(2)), 3.30 (CH2(4)), 6.88 (CH2NHCO)
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7.3.2 Amino-amid aus Carbonsaurechlorid

30.4 g Stearinsdurechlorid 302.92 g/mol 100 mmol
13.8 mL 3-(Dimthylamino)-propylamin 102.18 g/mol 110 mmol
35.4 g Cig-Amino-amid 368.6 g/mol 96 mmol

3-Dimethylamino-propylamin in 100 mL THF vorlegen und das Saurechlorid
unter kiithlung im Wasserbad langsam zutropfen. Nach beendeter Zugame
wird ohne Kuihlung noch 1 h bei RT gertihrt.

27.5 mL 4N NaOH werden zu dem pastdsen Ansatz gegeben und mit 100 ml
Ether extrahiert. Die Etherphase wird mit 50 ml Wasser gewaschen und
einrotiert. Trocknen am HV.

35.4 g wachsartige Masse, 96%

IH-NMR (250 MHz, CDCIl3): Siehe oben

7.3.3 Amino-amid durch direkte Amidierung

Allgemeine Vorschrift

28.8 g Stearinsaure 288.48 g/mol 100 mmol

13.0 g 3-Dimethylamino-propylamin 102.18 g/mol 125 mmol

35.7 g C18-Amino-amid 368.6 g/mol 97 mmol
0.1 mol Stearinsaure (allg. Carbonsaure), 0.125 mol 3-

Dimethylaminopropylamin und 50 mL Toluol werden am Wasserabscheider
bei einer Badtemperatur von 140 °C erhitzt, bis sich kein Reaktionswasser

mehr bildet (i.d.R. Giber Nacht, bei Pivalinsdure 3 d).
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Aufarbeitung:

Carbonséuren mit mehr als 12 C-Atomen: Nach dem Entfernen des Olbades
lafst man etwas abkuhlen und gibt den noch warme Ansatz zu 100 ml
Methanol. Bei —78 °C kristallisiert das Produkt und kann in einer gekiihlten
Nutsche abgesaugt werden. Dabei ev. Trockeneis auf den Filterkuchen
geben, um Erwarmung zu verhindern. Das jeweilige Produkt fallt als weisse,
wachsarig/krisalline Masse an.

Kurzkettige Carbonséduren: Der gesammt ansatz wird im Olpunpenvakuum
fraktionierend destilliert. Das Produkt fillt als zéhes Ol an.

Ausbeuten 92-97%

ITH-NMR (250 MHz, CDCl3): Siehe oben

7.3.4 Reduktion zum Amino-amin

Allgemeine Vorschrift

61 g Cis-Amino-amid 368.6 g/mol 165 mmol
10 g Lithiumaluminiumhydrid 37.96 g/mol 263 mmol
57 g Cig-Amino-amin 354.62 g/mol 160 mmol

In einer Apparatur bestehend aus einem 1 L rundkolben, aufgesetztem
Tropftrichter mit Druckausgleich und darauf aufgesetztem RuckflufSktihler
(= Extraktor) wird im Kolben 10 g Lithiumaluminiumhydrid (mind. 100%
Uberschufd verwenden. Uberschufs und Qualitit sind wichtig!) mit 600 mL
trockenem(!) Ether tibergossen und 61 g Aminoamid in den Tropftrichter
gefillt. Man bringt den Ether zum Sieden, der zurticklaufende Ether 16st das
Aminoamid allméhlich auf.

Achtung: beim Cis-Amino-amid mufs der Ether zwar weiter erhitzt werden,
aber die festen niedereren Aminoamide 16sen sich sehr gut in Ether, so das

nach dem Einsetzen des Ruichflusses eventuell gektihlt werden muf3!
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Fltissige Amide werden normal zugetropft.

Nach beendeter Zugabe wird U.N. unter Ruckfluf gekocht. Die
vollstandigkeit der Reaktion wird anhand einer Probe kontrolliert (NMR)! Ggf.
Weiter erhitzen.

Aufarbeitung: Der Ansatz wird durch Zugabe von konz. Ammoniaklésung
durch den RuckflufSktihler (Eiskiihlung, Anfangs TROPFENWEISE) zersetzt.
Solange Ammoniklésung zugeben, bis die wéafdrige Phase rtihrbar wird. Die
organische Phase wird dekantiert und der schleimige Ruickstand 2 mal mit
Ether durchgeriihrt und dekantiert. Die vereinigten Etherphasen werden
getrocknet und und das Lésungsmittel entfernt, zuletzt im Vakuum.

Ausbeute: 97% Farbloses Wachs (C18-Amino-amin), bzw farblose Ole.

ITH-NMR (250 MHz, CDCl3):

ITH-NMR (250 MHz, CDCl3):

6.88 (s,1H), 3.26-3.35(q, 2H), 2.33-2.39 (t, 2H), 2.22 (s. 6H), 2.08-2.15
(t,2H), 1.50-1.68(m, 4H), 1.20-1.35 (s, 28H), 0.84-0.90 (t. 3H)

Zuordnung:

0.97 (CHs(9)), 1.28 ((CH2)14(8)), 1.59 (CH2(3/7)), 2.11 (CHz(6)), 2.22
(CH3)2N(1)), 2.36 (CH2(2)), 3.30 (CH2(4)), 6.88 (CH2NHCO)

7.3.5 Einfihrung des 2. Acylrestes

10.0 g Cis-Amino-amin 354.62g/mol 28.0 mmol
5.0 g Nonansé&ure-chlorid 176. 68g/mol 28.0 mmol

13.25 g Cis-alkyl-Co-acyl-aminoamid 494.88g/mol 26.6 mmol
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10 g Cig-Amino-amin werden in 50 ml THF gelést. Dazu werden unter
Rihren und Kuhlung im Wasserbad langsam 5 g Nonansaurechlorid
getropft. Nach beendeter Zugabe wird tiber Nacht bei RT weitergertihrt.
AnschliefSend wird mit 40 mL 1N NaOH versetzt und die org. Phase
abgetrennt, durch Kaliumcarbonat filtriert und einrotiert.

Ausbeute: 13.25 g leicht gelbliches 01, 95.6%

AN 2 3 ! > 6 ! 8
N/\/\N/\/Hn\
/
1

@] 10 m

ITH-NMR (250 MHz, CDCl3):

3.10-3.35 (m, 4H), 2.23(t, 2H), 2.22(t, 2H), 2.20 (s. 6H), 1.60-1.70 (m, 2H),
1.50-1.60 (m, 2H), 1.40-1.50 (m 2H), 1.1-1.3 (m, 20H), 0.80-0.90 (m, 6H)
Zuordnung:

0.85 (CHs (8)), 1.21 ((CH2)s (7)), 1.45 (NCH2CH2(CH2)s (6)), 1.55
(COCH2CH2(CHy)s (10)), 1.65 (CH2CH2N (3)), 2.20 (CHsN (1)), 2.22 (COCH2
(9)), 2.23 (Me2NCH2 (2)), 3.27 (CH2NCH2 (4 und 5))

7.3.6 Quarternierung mit Propansulton

4.33 g Cisg-alkyl-Co-acyl-aminoamid 494.88 g/mol 8.75 mmol
1.07 g Propansulton 122.14 g/mol 8.75 mmol
5.13 g “Z 3-3-18-9” 617.02 g/mol 8.31 mmol

4.33 g Cig-alkyl-Co-acyl-aminoamid wird in 20 ml Chloroform gelést und mit
1.09 g Propansulton versetzt. AnschliefSend wird . N. bei RT gerthrt.
Abziehen des Losungsmittels und trocknen am HV ergibt 5.13 g (95%)

wachsartiges Produkt, Verluste entstehen nur durch wunvollstandiges
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Auskratzen aus den Reaktionsgefafs.

ITH-NMR (250 MHz, CDCl3):

1 3 5 7 8 o 10 1
_033/\2/\ N+/\/\N p
/S O\ 6
4 12
0] 13 m

3.75 (m, 2H), 3.40-3.18 (m, 6H), 3.14 (s, 6H), 2.88 (t, 2H), 2.27 (t, 2H), 2.17
(s, 2H), 2.01 (m, 2H), 1.55 (m, 4H), 1.23 (m, 40H), 0.85 (t, 3H)

Zuordnung:

3.75 (3), 3.40-3.18 (7, 8, 5), 3.14 (4), 2.88 (1), 2.27 (12), 2.17 (2?), 2.01 (6),
1.55 (9, 13), 1.23 (10), 0.85 (11)

7.3.7 Bis-(dimethylaminomethyl)-acetonitril

42.53 g Cyanessigsaure 85.06 g/mol 0.5 mol
Formaldehyd 30.03 g/mol 1.0 mol
Dimethylamin 40.09 g/mol  1.25 mol

69.5 g Bis(dimethylaminomethyl)- 155.22 g/mol  0.45 mol
acetonitril

0.5 mol Cyanessigsdure werden in 125 ml Dioxan suspendiert, unter
Eisktihlung mit 1.25 mol 40% Dimethylaminlésung versetzt und noch 10
min im Eisbad weitergerihrt. Dann werden 1.0 mol eisgekuhlte
Formaldehydlésung auf einmal zugegeben. Nach etwa 30 sek
Gasentwicklung, Erwdrmung und leichte Tribung, die aber bald darauf
wieder verschwindet. Der Ansatz wird U.N. gertihrt und dabei auf RT
erwarmt.

Zur Ausarbeitung wird mit Kaliumcarbonat gesattigt, die organische Pahse

abgetrennt, das Dioxan am Rotationsverdampfer entfernt und i. Vak.
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destilliert.
69.5 g (89.5%) farblose Flussigkeit (Sdp. 20 mbar: 106-107 °C)

IH-NMR (250 MHz, CDCls):

2.72-2.80 (gn, 1H), 2.42-2.59 (m, 4H), 2.24-2.28 (s. 12H)
Zuordnung:

2.26 (N(CHa)a), 2.42-2.59 (CH2(2)), 2.77 (CH(3))

Nebenprodukt (Spuren): Dimethyl amino acrylnitril

IH-NMR (250 MHz, CDCls):
5.95 (s,1H), 5.85(s, 1H), 3.33- (s, 2H), 2.24-2.28 (s. 6H)
Zuordnung:

2.26 (N(CHas)s), 3.33 (CH2(4)), 5.85 (CH(5)), 5.95 (CH(6))

7.3.8 Katalytische Hydrierung zum Bis-(dimethylaminomethyl)-

methylamin

9.21 g Bis-(dimethylaminomethyl)-acetonitril und 30 mg LiOH werden in S0
mL Methanol gelést und mit 0.61 g Katalysator (5% Rh/Al>O3) versetzt. Bei
30 bar Wasserstoffdruck wird fir 7 Tage bei RT hydriert. Das Lésungsmittel
wird am Rataionsverdampfer entfernt, und das Rohprodukt i. Vak.
destilliert.

3.39 g (35.8%) farblose Flussigkeit, Sdp. (16 mbar): 80 °C
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ITH-NMR (250 MHz, CDCl3):

2.70-2.71 (d,2H), 2.40-2.60(m, 4H), 2.16(s, 12H), 1.70-1.80 (m. 1H)
Zuordnung:

1.75 (CH), 2.16 (N(CHs)2(1)), 2.50 (Me2NCHbz)), 2.70 (CH2NH,)

Nebenprodukt (hier nur Spuren, bei anderen Methoden zumeist
Hauptprodukt): Dimethylaminopropionitril.

ITH-NMR (250 MHz, CDCl3):

2.66-2.72 (m,1H), 2.27-3.32(d, 2H), 2.24(s, 6H), 1.25 (d. 3H)

Zuordnung:

1.25 (CHs(4)), 2.24 (N(CHa)2(1)), 2.30 (CHa), 2.67 (CH))

7.3.9 Bis-(dimethylaminomethyl)-nitromethan

12.2 g Nitromethan 61.04 g/mol  0.20 mol
Dimethylamin, 40% 40.09 g/mol  0.50 mol
Formaldehyd, 30% 30.03 g/mol  0.40 mol
Bis(dimethylaminomethyl)- 175, 22 g/mol
nitromethan

0.5 mol Dimethylamin als 40%ige wassrige Losung werden unter Eisktihlung
langsam mit 0.4 mol Fromaldehyd (30%ige wéassrige Losung) versetzt und
noch einige Minuten auf dem Eisbad gerthrt. Dann werden 12.2 g
Nitromethan zugegeben und die entstehende Suspension noch 5 min auf
dem Eisbad nachgerthrt.

Man Extrahiert mit 100 ml Ether, trocknet mit Kaliumcarbonat und entfernt
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den Ether i. Vak., ohne dabei zu Erwarmen.
Ausbeute: 21.5 g (65%) leicht gelbe Kristallmasse. Dicht verschlossen bei -30

°C lagerfahig, in der Warme und unter Vakuum schnelle Zersetzung.

IH-NMR (250 MHz, CDCl3):

4.81 (dddd, 1H), 2.91 (dd, 2H), 2.42 (dd, 2H) 2.25 (s, 6H)
Zuordnung:

4.81 (CH, (3)), 2.91 und 2.42 (CH2 (2)), 2.25 (N-CH3 (1))

Nebenprodukt Dimethylaminomethyl-nitroethen

IH-NMR (250 MHz, CDCl3):
6.50 (s, 1H), 5.75 (s, 1H), 3.39 (s, 2H), 2.28 (s, 6H)
Zuordnung:

6.50 (5), 5.75 (6), 3.39 (CH2 (7)), 2.28 (N-CHz (4))
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7.4 Peptidsynthese

7.4.1 AAV 1: Silylierung der Glasgefafde fur die Peptidsynthese

Das zu silylierende Glasgefad wird mit einer Lésung von 1 ml
Trimethylchlorsilan und 1 ml Triethylamin in 10 ml Ether 30 min lang
geschtttelt. Die Losung wird entfernt und das Gefafs mit Ethanol und

anschliefSend Aceton gespult.

7.4.2 AAV 2: Koppeln der ersten Aminosdure ans TCP Harz.

Das TCP-Harz (Kapazitdt ca. 0.9 mmol Cl pro Gramm) wird mit 1.5
Aquivalenten des Fmoc-Aminsédurederivates und DCM (10 ml pro Gramm
Harz) in ein Schuttelgefa® (‘Ente’) gegeben und kurz geschwenkt. Nach
Zusatz von 2.5 Aquivalenten DIPEA, bezogen auf das eingesetzte AS-Derivat,
wird weitere 60 min bei RT geschtttelt. Dann wird pro Gramm Harz ein ml
Methanol zugegeben, um unumgesetzte Tritylchloridgruppen zu cappen.

Nach weitern 30 min wird das Harz abgesaugt, zweimal mit DCM, zweimal
mit DMF und einmal mit DCM gewaschen. Dann wird das Harz in DCM
aufgenommen und langsam mit MeOH versetzt. Durch partielles Entfernen
des Losungsmittelgemisches und weiteren MeOH-Zusatz geht man
schliefSlich langsam auf reines MeOH tuber. Nach dem Trocknen kann die

Belegung gravimetrisch bestimmt werden:

mmol/g = (m2 - m1) *1000 / ( M(AS) - 36.461) * m2 )

m; = Masse des unbeladenen Harzes

mo = Masse des beladenen Harzes

M(AS) = Molmasse des
Aminosaurederivates
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7.4.3 AAV 3: Festphasensynthese nach der Fmoc-Strategie

Die Aminosduren werden nach folgenden Schema angekupplet:

einmal 3 min waschen mit DMF

einmal 3 min entschtitzen mit 40% Piperidin/DMF

einmal 15 min entschiitzen mit 20 % Piperidin/DMF

viermal 3 min waschen mit DMF

zweimal 30 min kuppeln mit Fmoc-AS/TBTU/DIPEA

dreimal 3 min waschen mit DMF
Far den Kupplungsschritt werden nacheinander 2 eq. Fmoc-Aminoséaure, 5
eq. DIPEA und 2 eq. HOBt und 2 eq. TBTU in des Reaktiongefafs gegeben. Es
wird keine Voraktivierung durchgefiihrt.
Nach entsprechender Umsatzkontrolle (Ninhydrintest) kann ev. auf die
NachKupplung verzichtet werden.
Diese Schritte kénnen von Synthesizer Ubernommen werden. Die 2zu
verwendenden Programme richten sich dabei nach den aktuellen

Anforderungen.

7.4.4 AAV 4: Abspaltung vom TCP-Harz ohne simultanes

Entschiitzen

Das TCP-Harz wird mit 20 ml Abspaltldsung, bestehen aus
Eisessig/TFE/DCM (1:1:6), pro Gramm Harz 90 min lang geschuttelt. Nach
dem Absaugen wird einmal mit 10 ml und noch zweimal mit 5 ml
Absaltlésung nachgewaschen.

Die weitere Reinigung erfolgt durch Einengen i. Vak. und Fallen in
Hexan/Ether. Nach dem Abzentrifugieren wird das Peptid noch mehrfach
mit Hexan/Ether gewaschen und i. Vak. getrocknet. Dies liefert das
Peptidacetat.

Fur Fragmentkupplungen wird wie folgt verfahren:
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Die Abspaltlésung wird i. Vak. so weit wie moglich entfernt. Dann wird das
Peptid solange in DCM/TFE (2:1) aufgenommen (ca. 10 ml/g), mit Toluol (50
ml/g) versetzt und diese Losungsmittel i. Vak. abgezogen, bis es als Pulver
anfallt. Olige/glasige Peptide enthalten noch Essigsdure und bedtirfen

weiterer Reinigungszyklen.

Alternativ wird mit 20% HFIP in DCM abgespalten. Das Harz wird mit 10 ml
Abspaltlosung 1 h lang geschittelt und mit wenig der Losung
nachgewaschen. Alle Lésungsmittel werden i. Vak. entfernt, das Peptid kann

sofort oder nach Lyophylisieren fir Fragmentkupplungen verwendet werden.

7.4.5 AAV 5: Entschtiitzen der Peptide, Abspalten vom TCP-Harz

und simultan Entschiitzen

Die Peptide werden mit einem Silanscavenger TFA/TIPS/H20 (95:4:1)
entschuitzt. Der Anteil des Silans kann bis auf 5% gesteigert werden.

Man setzt 1.5 eq. Silan bezogen auf jede Schutzgruppe ein. Die Losung darf
sich nicht brdunlich verfarben (freie Kationen). In diesem Fall gibt man noch
einige Tropfen Silan zu.

Nach 90 min wird durch Umfallen aus kaltem Ether und mehrfachem

Nachwaschen gereinigt und i. Vak. getrocknet.

7.4.6 AAV 6: Fragmentkupplung mit HATU/HOALt.

Die Peptidsdure, ca. 100 mg, wird in 2 ml DMF aufgenommen und die
Aminkupunente in 1 ml DMF zugesetzt. Zur Kupplung werden bei RT 3 eq.
Sym. Collidin, 1 eq. HATU und 2 eq. HOAt eingesetzt.

Nach 24 h wird das DMF i. Vak. entfernt und der Ruckstand wie vor

entschutzt.
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7.4.7 AAV 7: Belegung von HMBA-Harz

Das Harz wird mit 1.5 eq. des Aminosaurederivates und 1.5 eq. DCC bei O °C
1 h in 10 ml DMF pro Gramm Harz geschuttelt, danach noch eine Stunde
bei RT. Das Harz wird abgetrennt und mehrfach mit DMF, DCM und MeOH
gewaschen. Trocknen i. Vak., die Belegung kann gravimetrisch ermittelt

werden.

7.4.8 AAV 8: Darstellung lipophiler Fmoc-AS-Derivate

10 mmol lipophile AS werden in 75 ml DCM suspendiert und mit 2 eq. TMS-
Cl und 2 eq. Triethylamin versetzt und 90 min zum Ruckflufd erhitzt. Nach
dem Abkuhlen auf O °C werden 10 mmol Fmoc-Cl zugesetzt und tber Nacht
bei RT gertihrt.

Nach Entfernen des Lésungsmittels wird der Riickstand mit 100 ml 0.01 M
HCI gerthrt (ca. 90 min). Extraktion mit DCM (3mal), waschen mit Wasser
(Bmal), Trocknen mit MgSO4 und Entfernen des Ldsungsmittels liefert das

Rohprodukt. Umkristallisieren aus DCM /Hexan.

7.4.9 AAV 9: Darstellung lipophiler AS-Methylester

10 mmol lipophile AS werden in 30 ml MeOH suspendiert und bei 0 °C
langsam mit 10 mmol Thionylchlorid versetzt. Nach 30 min wird auf RT
erwdrmt und noch 2 mmol Thionylchlorid zugegeben. Nach Ruhren tber
Nacht wird 30 min zum Ruckflufs erhitzt und heifs filtriert. Das Ausfallende

Rohprodukt wird aus geeigneten Loésungsmittel umkristallisiert.
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7.5. Darstellung der Aminosauren

7.5.1 AHDS rac

2.30 g Natrium 23.0 g/mol 100 mmol
21.70 g Diethylacetamidomalonat 217.2 g/mol 100 mmol
34.65 g Tetradecylbromid 277.9 g/mol 125 mmol
19.50 g a-Aminohexadecansaure 271.4 g/mol 72 mmol

2.3 g Natrium werden in 100 ml Ethanol gelost. Zu der warmen Lésung gibt
man 21.7 Acetamidomalonester und 34.6 g Tetradecylbromid. Uber Nacht
wird zum Ruckflufs erhitzt. Danach wird die Lésung zur Trockne eingeengt
und der weifSe Rickstand im Kolben mit 50 ml Wasser und 150 ml konz.
Salzsdure versetzt und wieder zum Ruckfluf erhitzt. Nach etwa 3.5 h stetzt
innerhalb weniger Minuten die COz-Entwicklung mit voller Heftigkeit und
starkem Schiumen ein. Zu diesem Zeitpunkt ist eine sorgfaltige
Temperaturkontrolle erforderlich. Man erhitzt den Ansatz, der die Konsistenz
von Schmierseife angenommen hat, noch eine weitere Stunde und giefdt
nach dem Abktuihlen in 750 ml Wasser. Nach dem Neutralisieren mit Natron-
oder Kalilauge (nicht Carbonat!) wird das Ausgefallene Produkt abgesaugt.
Zur weiteren Reinigung wird in 300 ml Ethanol suspendiert, abgesaugt, in
300 ml Hexan suspendiert und wieder abgesaugt. Nach dem Trocknen im
Vakuum erhélt man 19.5 g a-Aminohexadecansdure als weifses Pulver.
Ausbeute 72 %.

Fp: 235 °C (Zers.)
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7.5.2 ClAc-AHDS rac

27.10 g a-Aminohexadecanséaure 271.42 g/mol 100 mmol
11.85 g Chloracetylchlorid 112.94 g/mol 105 mmol
22.62 g ClAc-AHDS-OH 347.88 g/mol 65 mmol

27.1 g AHDS werden in 100 ml Acetonitril suspendiert und nach Zugabe von
11.9 g Chloracetylchlorid 2 h zum Ruckflufs erhitzt. Die braune Lésung wird
zur Trockne eingeengt un der Ruckstand in EtOAc aufgenommen, filtriert
und einrotiert. Umkristallisieren aus EtOAc/Hexan liefert das reine Produkt.
Ausbeute: 65 %

Fp: 93 °C

CI-MS: 349 (M+H*). TH-NMR (DMSO-de¢): d= 8.43 [d, 1H, HN|; 4.18 [m, 1H,
H?|; 4.10 [s, 2H, CICH2-CO-|; 1.65 [m, 2H, H°]; 1.28-1.22 [m, 24H, CsH-
C1sH]; 0.85 [tr, 3H, CieH].

7.5.3 L-AHDS
10.00 g ClAc-AHDS rac 347.88 g/mol 28.6 mmol
3.25 g L-a-Aminohexadecansdure 271.42 g/mol 12.0 mmol

10 g ClAc-AHDS werden in 51 Wasser suspendiert, auf 80 °C erwdrmt und
mit LiOH auf pH 7 eingestellt. Zu der klaren Losung wird bei RT 1 g Acylase I
von Aspergillius mellius gegeben. Um ausgefallenes unumgesetztes Edukt
wieder in Losung zu bekommen, wird einmal am Tag auf 80 °C erhitzt, das
Produkt abzentrifugiert und bei RT Acylase I nachdosiert. Bei 5. Mal fallt
kein weiteres Produkt mehr aus. Das gesammelte Produkt wird mit Wasser
ausgekocht und heifd abfiltriert und anschliefSend mit EtOAc gewaschen und

getrocknet.
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Ausbeute: 84 %

Fp: 239 °C (Zers.)

CI-MS: 272 (M+H"). 'TH-NMR (DMSO-de): d= 8.38 [bs, 2H, HN]; 3.82 [m, 1H,
H%; 1.72 [m, 2H, H"]; 1.28-1.22 [m, 24H, C4H-C1sH]; 0.85 [tr, 3H, Ci6H].

7.5.4 D-AHDS
(Losung) ClAc-D-AHDS 347.88 g/mol (12.3 mmol)
3.21 g D-a-Aminohexadecansaure 271.42 g/mol 11.9 mmol

Die ClAc-D-AHDS enthaltende Lésung wird mit HCI auf pH 2 gebracht. Der
ausfallende Feststoff wird abfiltriert, mit Wasser und getrocknet. Die
Verbindung wird in EtOAc aufgenommen, filtriert und das Lésungsmittel
abgezogen. Der Ruckstand wird in 150 ml 3N HCI suspendiert und 8 h zum
Ruckflufd erhitzt (starkes schaumen). Nach dem Abktuihlen wird neutralisiert,
das ausgefallene Produkt mit Wasser ausgekocht, mit EtOAc gewaschen und
getrocknet.

Ausbeute: 83 %

Fp: 239 °C (Zers.)

CI-MS: 272 (M+H"). 'TH-NMR (DMSO-ds): d= 8.35 [bs, 2H, HN]; 3.82 [m, 1H,
H%; 1.72 [m, 2H, H"]; 1.28-1.22 [m, 24H, C4H-C1sH]; 0.85 [tr, 3H, Ci6H].

7.5.5 Fmoc-AHDS

IH-NMR (DMSO-de¢): d= 12.51 [bs, 1H, COOH]; 7.95-7.26 [m, 8H, ArH]; 7.63
[bs, 1H, HY]; 4.24 [m, 1H, H?%]; 4.24 [m, 2H, CH.OCO]; 3.93 [m, 1H,
CHCH20CO]; 1.64 [m, 2H, H"]; 1.22-1.28 [m, 24H, C4H-C;1sH]; 0.85 [tr, 3H,
Ci6H].
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7.5.6 AHDS-Ome

IH-NMR (DMSO-de): d= 8.59 [bs, 2H, HN]|; 3.98 [tr, 1H, H*; 3.75 [s, 3H,
CO2CH3]1.78 [m, 2H, Hb]; 1.28-1.22 [m, 24H, C4H-C;sH]; 0.85 [tr, 3H, Ci6H].

7.5.7 Fmoc-Hcha-OH

0.5 g H-Tyr(tBu)-OH werden in 40 ml MeOH suspendiert und furch zusatz
von LiOH gerade gel6st. Nach Zugabe von 0.3 g 5%Rh/Al2O3 wird bei 80 bar
Wasserstoffdruck 7 d hydriert. Danach wird der Katalysator abfiltriert und
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Aus dem Ruckstand
wird das Produkt nicht isoliert, sondern sofort die Fmoc-Schutzgruppe
engefihrt (Fmoc-Cl, Standardprotokoll).

Das so erhaltene Fmoc-Hcha(tBu)-OH wird anschliefSend per HPLC gereinigt,
da die Hydrierung nicht vollstdndig verlauft, vermutlich ist hoherer

Wasserstoffdruck erforderlich.

7.5.8 H-Cys(Me:Mey -Pro)-OH
IH-NMR (250 MHz, CDCls):
4.83 (t, 1H), 3.70 (dd, 1H), 3.55 (dd, 1H), 1.85 (s, 3H), 1.84 (s, 3H)

Zuordnung:

4.83 (CH), 3.70 und 3.55 (CHy), 1.85 und 1.84 (CHa)

7.4.9 Fmoc-Ser(tBu)-F

ITH-NMR (250 MHz, CDCl3):
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7.75 (d, 2H), 7.58 (d, 2H), 7.30 (m, 4H), 5.63 (d, 1H), 4.65 (m, 1H), 4.44 (m,
2H), 4.23 (t, 1H), 3.88 (dd, 1H), 3.60 (dd, 1H)

Zuordnung:

7.75 bis 7.30 (Fmoc-Aromaten), 6.65 (NH), 4.64 (C°H), 4.44 (Fmoc-CH>), 4.23
(Fmoc-CH, 3.88 und 3.60 (C°Hy);

C%H (Fmoc-Ser-OH): 4.50, nicht anwesend

7.6 Silylierung des Peptid-backbones

7.6.1 Silylierung mit der TBDMS-Schutzgruppe

16 mmol einer Fmoc-entschiitzten AILAEVIG-TCP - Sequenz wurden wie folgt
silyliert:

1.

75 nL TBDMS-Im

50 nL 0.4 M Saccharin in DMF (5 mol%)
S50 nL 0.4 M Pyridin in DMF (S mol%)
105 nL. DMF (ad 280 nl)

2.

75 nL TBDMS-Im

50 ni 0.4 M DMAP in DMF (5 mol%)
155 nL DMF (ad 280 ni)

3.

75 nL TBDMS-Im

S50 nL 0.4 M Saccharin in DMF (5 mol%)
50 nL 0.4 M DMAP in DMF (5 mol%)
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105 nL DMF (ad 280 ni)

4.
60 nL. TBDMS-CI
220 nL 2 M Imidazol in DMF (110 mol%)

5.

125 nL TIPS

50 nL 2 M Imidazol in DMF (25 mol%)
5 mol% Bus4N*F- * 3 H20

Dieser Ansatz entwickelt Waserstoff!

Alle Ansatze werden 1. N. bei RT geschuittelt. Nach dem Waschen wird Fmoc-
Gly-OH gekuppelt. Auf dieser Stufe kollabiert diese Sequenz normalerweise.
Nach dem Silylieren kann jedoch die Fmoc-Schutzgruppe entfernt werden,
ebenso gelingt eine weitere Peptidkupplung, allerdings nur mit etwa 50%
Ausbeute.

Da die Silylierung statistisch erfolgt, ist keine Analytik moglich.

7.6.2 Silylierung durch Mitsunobu — Reaktion

Das trockenen Harz mit dem Fmoc-geschtiitzten Peptid wird je Peptidbindung
bei =70 °C mit je 2 Aquivalenten Triphenylphosphin (als Festsubstanz), 2-
Trimethylsilylethanol (1 M in THF) und DEAD (1 M in THF) versetzt, und
geschwenkt, bis der Ansatz RT erreicht. Dabei kann der Reaktionsverlauf am

Verbrauch des tiefgelbe DEAD verfolgt werden.

Die Analytik erflogt durch NMR-Spektroskopie. Der Silylierungsgrad ergibt
sich aus den 1H-Signalen der TMS-Gruppen um O ppm in Relation zu Peptid-
NH bzw. C®H. Nach dem Abspalten mit HFIP sind jedoch nur Spuren

silylierter Peptide nachzuweisen.
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