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Einleitung 1

1 Einleitung

1.1 Protein-Fehlfaltungskrankheiten

Die dreidimensionale Struktur von Proteinen hat eine fundamentale Bedeutung fiir
biologische Systeme. Bei Fehlfaltungen verlieren die Proteine oftmals ihre biologische
Aktivitdt oder entwickeln sogar pathologische Funktionen. In den Zellen sorgen
normalerweise spezielle Kontrollmechanismen dafiir, dass die Proteine entweder ihre richtige
Faltung einnehmen, z. B. durch die Hilfe der Chaperone, oder selektiert und im Proteasom
abgebaut werden. Funktioniert dieses System nicht, konnen falsch gefaltete Proteine oder
Peptide ungeordnete Aggregate oder amyloide Fibrillen bilden.!'™

Die Bildung von Amyloid-Fibrillen ist symptomatisch fiir viele Amyloidose-Krankheiten, die
grofte Gruppe der Protein-Fehlfaltungskrankheiten.”™ Einige Beispiele sind in der Tabelle

1.1 dargestellt.

Tabelle 1.1: Beispiele einiger Arnyloidosen.m

Krankheit Beteiligtes Protein/Peptid
Neurodegenerativ

Alzheimer Amyloid-B, Tau

Spongiforme Enzephalopathie Prion-Protein oder seine Fragmente

Parkinson a-Synuclein

Amyotrophe Lateralsklerose Superoxiddismutase

Huntington Huntingtin

Nicht neuropathisch (systemisch®lokal®)

AL Amyloidose Ig-Leichtketten®
Hamodialyse-assoziierte Amyloidose B2-Microglobulin®
Hereditdre systemische Amyloidose Lysozym®

Typ II Diabetes Amylin (IAPP)°
Grauer Star y-Kristallin”

Bislang sind 23 verschiedene Proteine dafiir bekannt Amyloid-Fibrillen in vivo zu bilden.!” >
" Die amyloidogenen Ablagerungen kommen neben der typischen extrazelluldren Form in

manchen Fillen auch intrazellulidr vor.'"> '*! Verschiedene Amyloidosen kénnen sporadisch,



2 Einleitung

erblich, infektids oder in Mischformen auftreten. Amyloid kann in jedem Gewebetyp
abgelagert werden, wobei das Verteilungsmuster vom Proteintyp abhingig ist. Es wird

zwischen systemischen und lokalen Krankheiten unterschieden.l” '+ ]

Der deutsche Pathologe Rudolf Virchow fiihrte 1854 den Begriff ,,amyloid“ (stdrkedhnlich)
ein. Er untersuchte die Ablagerungen aus humanem Gewebe und ging davon aus, dass sie
starkeartig seien, da sie sich in der Farbung mit Jod-Schwefelsdure blau-violett, wie Stirke,
farbten.!'® ') Der Begriff Amyloid bezeichnet inzwischen fibrillire Proteinaggregate. Diese
besitzen eine starke Affinitdt zu bestimmten heteroaromatischen Farbstoffen wie Kongorot
und Thioflavin T, erscheinen in elektronenmikroskopischen Aufnahmen meist als
langgestreckte, unverzweigte Fasern und weisen bei einer Rontgenbeugungsanalyse eine
,cross-B<-Struktur auf.!" " In dieser Anordnung wird das zentrale strukturelle Riickgrat der
Fibrillen aus prinzipiell unbegrenzt lang fortsetzenden [-Faltblittern gebildet. In der
B-Faltblattgeometrie sind die p-Stringe der einzelnen Polypeptide senkrecht zur
Fibrillenachse und die intermolekularen Wasserstoftbriickenbindungen des Faltblattes parallel
zur Fibrillenachse angeordnet (Abbildung 1.1). Die Stabilitdt von Amyloid-Fibrillen beruht
im Allgemeinen auf nicht kovalenten Bindungen - vor allem Wasserstoffbriicken,
hydrophoben Wechselwirkungen und n-mt-Stapelwechselwirkungen, die sowohl zwischen den

[18-22

Seitenketten als auch innerhalb des Peptidriickgrats gebildet werden. I Die fibrillire Form

zeigt im Vergleich zu a-helikalen oder ungeordneten Strukturen extrem schlechte Loslichkeit

und hohe Proteasestabilitit.[* * !

p-Faltblatt Protofilament Fibrille

*i'r)\f 'I“YLT)\( LYLT’

S | e= | — ] —
CYTTYIT

a2

Abbildung 1.1: Paralleles p-Faltblatt (links). Hierarchische Struktur von Amyloid-Fibrillen (rechts)."”!
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1.2 Alzheimer-Krankheit

Aufgrund der kontinuierlich steigenden Lebenserwartung gewinnen Demenzerkrankungen
zunehmend an klinischer, sozialer und auch Okonomischer Bedeutung. Die Alzheimer-
Krankheit (Alzheimer’s disease, AD) stellt mit ca. 60-70 % die hiufigste Demenzform dar.!**!
Nach Schétzungen leiden derzeit weltweit liber 25 Millionen Menschen an dieser
Krankheit.” Es wird erwartet, dass sich diese Zahl bis 2050 werdreifachen oder
vervierfachen wird.”®! Die Krankheit betrifft in den Industrielindern etwa 5 % der iiber 65-
Jahrigen und 25 % der iiber 80-Jihrigen.””) Neben der am hiufigsten vorkommenden
sporadischen Form beruhen ca. 5 % der Fille auf genetisch vererbten Mutationen.!"”!

Die Alzheimer-Krankheit wurde 1906 zum ersten Mal durch Alois Alzheimer beschrieben.
Morbus Alzheimer ist eine progressive, degenerative und unheilbare Erkrankung des
zentralen Nervensystems.”™ Anfinglich zeichnet sie sich durch Vergesslichkeit aus und fiihrt
bei weiterem Fortschreiten zu starken Stimmungsschwankungen, zum Verlust des
Urteilsvermodgens und zu Verdnderungen der Personlichkeit, bis schlieBlich die Sprache und
Steuerung des Korpers versagen. Der vollige geistige Verfall endet durchschnittlich 8 Jahre
nach der Diagnose mit dem Tod."*”! Die Diagnose der AD ist kompliziert und erfolgt oft im
fortgeschrittenen Stadium. Es wird geschétzt, dass die Degeneration von Neuronen bereits 5-
10 Jahre vor dem Auftreten der ersten klinischen Symptome einsetzt.*” Eine eindeutige
Feststellung der Alzheimer-Krankheit erfolgt allerdings auch heute nur durch eine Autopsie,
wenn im Gehirn die typischen im Krankheitsverlauf entstehenden Ablagerungen zu finden
sind (Abbildung 1.2). Die intraneuronalen Aggregate (neuronale Biindel) bestehen

iiberwiegend aus dem Tau-Protein, das aufgrund einer Hyperphosphorylierung fibrillisiert.

Die extrazelluldren senilen Plaques bestehen im Wesentlichen aus Amyloid-p-Peptid.

Abbildung 1.2: Schematische Darstellung A: Gesunde Neuronen und B: Durch Alzheimer-Krankheit
verdnderte Neuronen mit Plaques und neurofibrilliren Biindeln (engl. neurofibrillary tangles).*"
C: Gehirnschnitt mit pathologischen Verianderungen, Pfeil: Plaques; Pfeilspitzen: neurofibrilldre

Biindel.**
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1.3 APP-Prozessierung

Das Amyloid-B-Peptid ist ein Fragment des Amyloid Precursor Proteins (APP). Dieses
Vorlauferprotein, ein Typ-I-Transmembranprotein aus bis zu 770 Aminosiduren mit einer
grofleren extrazelluldren Domédne und einem relativ kurzem zytoplasmatischen Bereich, kann
durch drei Proteasen (o-, B- und y-Sekretasen) prozessiert werden.”*! Die AB-Domine
beginnt in der Ndhe der Membran auf der extrazelluldren Seite und endet innerhalb der
Membran (Abbildung 1.3a). Das Vorlduferprotein ist unter anderem an Zelladhision,
Zellmigration, Neuritenwachstum und neuroprotektiven Prozessen beteiligt. Auch eine
Funktion als Rezeptor auf der Zelloberfliche wird diskutiert.** Die Prozessierung von APP
kann auf zwei unterschiedlichen Wegen erfolgen.”*”!

Bei der nichtamyloidogenen Prozessierung (Abbildung 1.3b) wird durch die a-Sekretase
inmitten der AP-Region, zwischen Lysin 16 und Leucin 17, geschnitten. Das fiihrt zur
Freisetzung eines sekretierbaren Teils der Ektodomédne (sAPPa) und eines kurzen
membrangebundenen C-terminalen Fragments mit einer Liange von 83 Aminoséduren (C83).
Die AB-Region wird hierbei zerstort, eine Freisetzung des Amyloidpeptids ist nicht mehr
moglich. Die Spaltung des C83-Fragments durch y-Sekretase fiihrt zu einem kurzen p3-Peptid
AB(17-40) oder AP(17-42).12%-3¢

Der alternative und pathologisch relevante Weg wird als amyloidogene Prozessierung
bezeichnet (Abbildung 1.3c). Nach Spaltung an der B-Sekretase-Spaltstelle, die in erster Linie
durch das Enzym BACEI1 (beta-site APP cleaving enzyme 1) katalysiert wird und zur
Sekretion eines groen Teils der extrazelluliren Doméne (sAPPp) fiihrt, bleibt ein Fragment
aus 99-Aminosduren (C99) zuriick. Die Freisetzung der 39-43-Aminosduren-langen Ap-
Peptide erfolgt durch einen als y-Sekretase bezeichneten Enzymkomplex, der aus mindestens
vier Komponenten Prisenilin, Nicastrin, APH-1 (anterior pharynx defective) und PEN-2
(presenilin enhancer 2) besteht. Bei der Spaltung werden vorwiegend AB(1-40) und AB(1-42)
gebildet, wobei der Anteil an AP(1-40) bei 90 % liegt.”’™" Mutationen bestimmter
Bestandteile des y-Sekretase-Komplexes fithren zur Erhohung des Anteils an AP(1-42)-

Peptid, was wiederum die Expression und Aktivitit der B-Sekretase erhoht.[**#!]
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NH, | COOH
C
nicht-amyloidogene Prozessierung amyloidogene Prozessierung

( ) — 1 — ]

a-Sekretase l B-Sekretase l

C83 C99
( 0O = ] | il e—
sAPPa sAPPB
y-Sekretase i y-Sekretase l

. B O I L —
sAPPa p3 sAPPB AB

Abbildung 1.3: Schematische Darstellung der Prozessierung des Amyloidvorlauferproteins (APP).
APP ist ein Transmembranprotein mit einer groBen N-terminalen extrazelluldren Doméne (a).
Wihrend bei der nichtamyloidogenen Prozessierung (b) durch a- und y-Sekretase keine AB-Peptide
entstehen, ist die amyloidogene Prozessierung durch - und y-Sekretase fiir die Bildung von Ap-

Peptiden verantwortlich (c).”®

1.4 Amyloid-B-Peptid-Fibrillogenese

Der Mechanismus der AP-Aggregation ist noch nicht im Einzelnen bekannt. Es wurden
bereits viele unterschiedliche Modelle und Annahmen publiziert. In diesem Kapitel wird ein
etabliertes Modell vorgestellt, das die aktuellen Vorstellungen der A[3-Aggregation und
-Oligomerisierung beschreibt.

Die ersten Untersuchungen der Umwandlung der AB-Monomere zu Fibrillen fiihrten zur
Annahme, dass AB-Assemblierung ein Beispiel der keimabhingigen Polymerisationsreaktion
darstellt (Abbildung 1.4).***) Diese Reaktionen enthalten einen langsamen Keimbildungs-
schritt (Nucleation), der als ,lag-phase bezeichnet wird, gefolgt von einer schnellen

]

Fibrillenelongation.!”  Fiir beide Vorginge konnen Geschwindigkeitskonstanten —kj

(Nucleation) und k. (Elongation) bestimmt werden.
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[0] [O]

Nucleus

Monomer
O < 4_

Abbildung 1.4: Keimabhiingige Polymerisation mit k, <<k, und k. >>k, .40

mdwemmmre Polymer

Bei weiteren Untersuchungen zeigte jedoch die angeblich klassische Polymerisation eine
unerwartete Komplexitit.*>" Eine Vielzahl der verschiedenen Assemblierungswege (,,on-
pathway* und ,,off-pathway* der Fibrillenbildung) und die daraus resultierenden Intermediate
wurden entdeckt (Abbildung 1.5).*® > In monomerer Form liegt das AB-Peptid ungefaltet
vor als Gemisch aus mehreren zueinander im Gleichgewicht stehenden Konformeren.”* Fiir
die ,,on-pathway‘“-Assemblierung (Abbildung 1.5) ist die Bildung eines partiell gefalteten
Monomers, das eine Selbstassoziation zum Paranucleus eingeht, erforderlich. Nach der

Paranucleus-Polymerisation zu Protofibrillen werden die reifen Fibrillen gebildet.[*!

“Natively unstructured” Partially structured
monomers monomer .

Z 1 X
o” A Ng

Annulus Dodecamer Amylospheroid

Fibril

Abbildung 1.5: AB-Selbstassemblierung zu Fibrillen mit den Geschwindigkeitskonstanten k;, ks, ks,

ks und weitere Assemblierungswege iiber Annuli, globulire Dodecamere und Amylospheroide.*®’

Es existieren interessanterweise noch mindestens vier weitere Intermediate: ADDLs
(amyloid-derived diffusible ligands), AB*56, Globulomere und AB-Oligomere, die ebenfalls
alle das APB-Hexamer als Grundbaustein enthalten konnen. Annuli, Globulomere und
Amylospheroide sind Strukturen, die auf anderen Assemblierungswegen gebildet werden,
wobei das Amylospheroid ein Produkt der ,,off-pathway*“-Assemblierung zu sein scheint. In

der Tabelle 1.2 sind einige 16sliche AB-Aggregate mit ihren Eigenschaften zusammengestellt.
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Tabelle 1.2: AB-Oligomere und ihre Eigenschaften!*

Name Physikalische Eigenschaften und biologische Effekte
Paranucleus Durchmesser: 5 nm, sphéroidal, nur AB4,, neuronaler Tod, Redoxeffekte
ADDL ~53 kDa, (12mer), nur A4, neuronaler Tod, LTP-Inhibierung, Ionkanal-

bildung, Gedachtnisverlust, im menschlichen Gehirn detektiert

AB*56 ~56 kDa, (12mer), synaptische Dysfunktion, Gedichtnisverlust und kognitive
Effekte, detektiert in Mdusen und Menschen

Globulomer ~60 kDa, (12mer), nur A4, in SDS, LTP-Inhibierung

AB-Oligomer ~90 kDa, (15-20 Monomere), sphérisch, 2-5 nm Durchmesser, Erhohung der
Membrandurchléssigkeit, Apoptose, im menschlichen Gehirn detektiert

Protofibrillen Durchmesser: 5 nm, <150 nm lang, (24-700 Monomere), ABs oder APy,
neuronaler Tod, lonkanalbildung, Zerstérung der Calciumhomdoostase

Annulus 150-250 kDa, 7-10 nm AuBendurchmesser, 1.5-2.0 nm Innendurchmesser,

Amylosphéroid ~150-700 kDa, Durchmesser von 10-15 nm, AP, oder ABag

Abkiirzungen: LTP: Langzeit-Potenzierung, engl. long-term potentiation; SDS: Natriumdodecylsulfat,

engl. sodium dodecyl sulfate.

1.5 Struktur des AB-Peptids

Die AB-Sequenz hat einen amphiphilen Charakter. Das N-terminale Segment ist hydrophil,
wogegen die letzten 12-14 C-terminalen Aminosduren hydrophob sind und zur Ausbildung
der P-Faltblatt-Struktur neigen (Abbildung 1.6). Diese Verteilung leitet sich von der

urspriinglichen  Lokalisierung des Peptids im Transmembran-Vorlduferprotein ab
(Abbildung 1.3a).5% >’

10 15 20 25 30 35 40

5
DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA

Abbildung 1.6: Sequenz von Ap(1-42)-Peptid im Einbuchstabencode; geladene Aminoséuren-

Seitenketten (rot: negativ, blau: positiv).

In Wasser-Alkohol-Gemischen oder in Mizellen-haltigen Losungen nimamt das AB-Peptid
eine a-helikale Konformation mit zwei helikalen Segmenten an, die durch eine B-Schleife
(B-Turn) miteinander verbunden sind.”* > In wissrigen Losungen wurde bei AB(1-40) eine
Zufallskniuel-Struktur beobachtet.”® Bei physiologischem pH-Wert nimmt AB(1-42) im
Gegensatz zu AB(1-39) sehr schnell eine B-Faltblatt-Struktur an.l’!
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AB(1-42) ist im Vergleich zu AB(1-40) viel schlechter Idslich und neigt stirker zur
Polymerisation.””) Zudem wurde berichtet, dass die AP4.-Aggregate eine hohere Zelltoxizitt
aufweisen als die APs-Aggregate.’” *® Die hydrophoben Aminosduren im lingeren Peptid
spielen offensichtlich eine groBe Rolle bei der Selbstassemblierung.”™”* Computer-
Simulationen durch Urbanc et al. zeigten, dass das AP4o-Peptid im Gegensatz zum Afa,-
Peptid, welches ein N-Terminus mit hoherer konformationeller Freiheit besitzt, kompaktere
Oligomere bildet. Die kollabierten relativ hydrophilen N-terminalen Reste auf der APa4o-
Oligomeroberfliche konnen moglicherweise die hydrophoben Wechselwirkungen mit
weiteren AP-Spezies verhindern.” Auch in Bezug auf die Oxidation von Methionin 35
(M35) und ihre Auswirkung auf die Aggregation wurden enorme Unterschiede zwischen den
beiden Peptiden festgestellt. Auf AP4o-Oligomerisierung zeigte die Oxidation keinen Effekt,

wihrend das AP4;-Peptid danach keinen Paranucleus mehr ausbilden konnte.[6% 64

Weder AB(1-40) noch AP(1-42) konnen kristallisiert werden, da sie sehr schnell fibrillisieren.
Deswegen gibt es bislang keine Rontgenstruktur der beiden Peptide im monomeren Zustand.
Unter kontrollierten Bedingungen konnten Amyloid-Fibrillen hergestellt werden, die fiir
Festkorper-NMR-Untersuchungen geeignet waren.” So untersuchten zunichst Tycko et al.
das AP(1-40)-Peptid (Abbildung 1.7), spater Lihrs et al. das AB(1-42)-Peptid (Abbildung
1.8) und erstellten unter Beriicksichtigung von Rontgenbeugungs- und TEM-Experimenten

folgende Fibrillen-Modelle.[¢”]

Abbildung 1.7: Strukturelles Modell von AB(1-40) nach Tycko et al."® Links: Bandermodell der
Fibrille bestehend aus vier B-Stringen, geformt durch zwei monomere Peptid-Einheiten. Strang eins
und zwei eines Monomers sind jeweils in rot und blau dargestellt. Rechts: Monomere Struktur von

APB(1-40), wie es in der Fibrille vorliegt. B-Faltblatt-Regionen: Y10-E22 und A30-V40.
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"odd" end P2

M35
. | - > K Fibril Axis ’

p1 "odd"end O g,
Abbildung 1.8: Strukturelles Modell von AB(1-42) nach Lihrs et al.” Links: Die Grundeinheit der
Fibrille besteht aus zwei 3-Strdngen, die durch ein monomeres Peptid gebildet werden. Fiinf Peptid-
Einheiten sind in unterschiedlichen Farben dargestellt. In schwarzen Késtchen sind die untersuchten
Salzbriicken zwischen D23 und K28 angedeutet. Rechts: Fibrille aus einer anderen Perspektive. Beim
terminalen ,,U“-formigen Peptid ist die Anordnung der Seitenketten dargestellt. [3-Faltblatt-Regionen:
V18-S26 und I31-A42.

In beiden Modellen hat das Amyloid-B-Peptid eine ,,U“-Form, in der zwei B-Strdnge {liber
einen B-Turn miteinander verbunden sind. Diese Anordnung wird durch eine Salzbriicke
zwischen Aspartat 23 und Lysin 28 stabilisiert. Die zentrale Bedeutung dieser Salzbriicke fiir
die Stabilitdt der Fibrille wurde durch Untersuchungen des AB(1-40)-Lactams zwischen
Aspartat 23 und Lysin 28 bekriftigt.[*”]

Ein weiteres wichtiges Strukturmotiv des AB-Peptids ist die (F19-F20)-Region. Befunde aus
mehreren Untersuchungen lieferten Hinweise darauf, dass die Stapelung aromatischer Ringe
benachbarter p-Faltblatt-Bereiche die Aggregation beschleunigt und die Stabilitit von

Fibrillen erhsht.!'* 707!

1.6 Amyloid-Kaskaden-Hypothese

Die neuropathologischen Befunde im Alzheimer-Gehirn fiihrten zusammen mit der
Feststellung einer erhohten AP-Produktion infolge der Mutationen des APP-Gens auf
Chromosom 21 zur Aufstellung der Amyloid-Kaskaden-Hypothese. Sie schreibt den Plaque-
Ablagerungen, als Folge der erhohten AB-Konzentration, eine zentrale Rolle in der
Pathogenese zu.”> " Die amyloiden Ablagerungen schidigen die Nervenzellen und ldsen

oxidativen Stress aus. Dies bewirkt eine Hyperphosphorylierung des Tau-Proteins, welches
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ebenfalls aggregiert. Schlussendlich kommt es zu neuronaler Dysfunktion, Zelltod und
Transmitterdefizit.”" Die histologischen Untersuchungen der Gehirne post mortem zeigten
jedoch spiter, dass die Menge an Plaques nicht mit dem Ausmal an Demenz korreliert.[”> !
Neuere Untersuchungen ergaben, dass 16sliche Oligomere, nicht jedoch Monomere oder
Fibrillen, bereits in niedrigen Konzentrationen neurotoxisch wirken, die Reizweiterleitung der
Neuronen verhindern und viel besser mit der Schwere der Demenz korrelieren (Tabelle
1.2)."" ] Die kleinsten neurotoxischen AB-Spezies sind Ap-Dimere und -Trimere.”” * Es
konnte zudem gezeigt werden, dass 16sliche Oligomere bereits vor der Bildung von Plaques
auftreten. Diese Befunde fithren zu einer Modifikation der bestehenden Amyloid-Hypothese:
Es wird nun davon ausgegangen, dass bereits die Aggregation der AB-Peptide zu 16slichen

Oligomeren der entscheidende Schritt ist, der zur neuronalen Degeneration fiihrt.

1.7 Therapieansatze

1.7.1 Aktuelle Therapien gegen AD

Die gegenwirtige Behandlung ist rein symptomatisch und kann den Krankheitsverlauf nur
verlangsamen. Zur Behandlung werden heute Antidementiva eingesetzt, die zwei

Wirkgruppen zugeordnet werden kdnnen.

1) Acetylcholinesterase-Inhibitoren (Donepezil, Rivastigmine, Galantamin)

Bei Alzheimer-Patienten ist die Konzentration des Neurotransmitters Acetylcholin im Bereich
der Synapsen niedriger als bei Gesunden und nimmt im Verlauf der Krankheit immer weiter
ab. Durch den FEinsatz von Acetylcholinesterase-Inhibitoren wird der Abbau des
Acetylcholins im Gehirn verlangsamt, wodurch zeitweise die Informationsweiterleitung

verbessert werden kann.

2) NMDA-Antagonisten (Memantin)

Uber 70 % der Nervenzellen werden durch Glutamat gesteuert. Dieser Botenstoff bindet an
Nervenzellen, unter anderem an den N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor. Die Glutamat-
konzentration zwischen den Nervenzellen kann bei Demenzpatienten erheblich ansteigen.
Dies kann zur Funktionsstorung und zum Tod der Nervenzellen fithren. Man nimmt an, dass
ein NMDA-Antagonist die schddlichen Effekte der erhohten Botenstoffkonzentration

herabsetzen kann.[*¥



Einleitung 11

1.7.2 Anti-Amyloid-Therapien

Eine andere Kategorie von Substanzen stiitzt sich hauptséchlich auf die Amyloid-Hypothese
und richtet sich gegen verschiedene Schritte des amyloidbildenden Stoffwechselweges, der
vom [-Amyloid-Vorlduferprotein zu den krankheitsbestimmenden Amyloidplaques im
Gehirn fiihrt. Entgegen der symptomatischen Behandlung, die nur eine voriibergehende
Besserung erzielt, hofft man, dass solche krankheitsbeeinflussenden Behandlungen den
Verlauf der Krankheit spiirbar verzogern konnen. Diese therapeutischen Strategien kénnen in
drei Gruppen unterteilt werden (Abbildung 1.9):5%*!

1) Stimulation der AB-Clearance:

e Immuntherapie;

e enzymatischer Abbau durch IDE (insulin degrading enzyme), ECE (endothelin
converting enzyme) und Metallo-Endoproteasen wie NEP (Neprilysin);

e Stimulation des LRP-Rezeptors (low-density lipoprotein receptor-related protein) oder
Hemmung des RAGE (receptor for advanced glycation end products) und somit ein
erhohter AB-Transport iiber die Blut-Hirn-Schranke (blood-brain barier) ins Blut.*¥

2) Reduktion der AB-Produktion:

e Stimulation der a-Sekretase,[gz]

e Hemmung der B-Sekretase,***”)

e Hemmung der y-Sekretase;** !
3) Inhibierung der APB-Aggregation mittels kleiner Molekiile z. B. durch Stabilisierung der

AB-Monomere, Reduktion der toxischen Oligomere und Neutralisation der gréferen

Aggregate.[3 0.92]
AP
A
Blood = 1% =P
________ e e = B lopd =brain
barrier
Brain

Amyloid
plague

Abbildung 1.9: Drei therapeutische Strategien, die eine Reduktion des Amyloid-Peptids anstreben.””
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Aufgrund der Themenstellung dieser Arbeit und der enormen Vielfalt an Therapieansétzen
werden im Folgenden nur Strategien zur Hemmung bzw. Modulation der Aggregation mit

Hilfe von kleinen Molekiilen vorgestellt (3. Gruppe der therapeutischen Strategien).

1.7.2.1 Synthetische Peptide

In der ersten Strategie wurde die Entwicklung von kurzen Af-Fragmenten, die in der Lage
sind das AB-Wildtyp-Protein zu erkennen, verfolgt. Tjernberg et al. gehdren zu einer der
ersten Arbeitsgruppen, die homologe Ausschnitte des AP-Peptids untersuchten. Sie
identifizierten AB(16-20), KLVFF, das an AB-Peptid binden und die Assemblierung zu
Fibrillen verhindern konnte. Dieses kleine AB-Fragment wirkt als Aggregationshemmer,
indem es iiber hydrophobe und elektrostatische Wechselwirkungen an die identische
Peptidsequenz innerhalb des AB-Molekiils bindet.”*! Des Weiteren wurden auch lingere
peptidische Aggregationshemmer, die diese Sequenz enthielten und Protease-stabile Peptide,
bestehend aus D-Aminosduren z. B. Iflrr und yfllr, entworfen und untersucht.¥

Parallel zu diesen Arbeiten konzentrierten sich Soto et al. auf die AP-Region 17-21 und
entwickelten Peptide mit partieller Homologie zu diesem Abschnitt. Dabei wurden allerdings
die Aminosduren an den Schliisselpositionen durch Prolin ersetzt. Peptide dieser Art z. B.
LPFFD, konnten AB-Fibrillen in amorphe Aggregate umwandeln und somit die AB-Toxizitdt
in vivo und in vitro herabsetzen. Deren D-Analoga, auch als ,,3-sheet breaker* bekannt, waren

Protease-resistent und fihig die Blut-Hirn-Schranke zu iiberqueren.”* °°!

AcHN

Abbildung 1.10: Modifiziertes L-Peptid (iAB5p, 1) nach Soto et al.l””!

Alternativ zu bereits genannten Ansédtzen wurden einige Verbindungen synthetisiert, die aus
einem Selbsterkennungsmotiv, z. B. AB(15-20) oder AP(16-20), und einem hydrophilen
»disrupting“-Element wie KKKKK, EEEEE oder DD bestehen.”* 1% Solche stark geladenen
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kosmotropen Einheiten erhohen die Oberflichenspannung und kénnen dadurch die gefaltete
Proteinstruktur stabilisieren."”" "% Interessanterweise konnten Verbindungen dieser Art, z. B.
KLVFF-KKKKKK (2), die AB-Toxizitit in Zellversuchen herabsetzen, jedoch die Ap-
Aggregation nicht verhindern. Im Gegenteil, die Grof8e und die Morphologie der Aggregate

sind angestiegen bzw. haben sich verindert."'*"!

HoN HyN HoN

NH,
H i H f OH\ Okl\g Okl\_
HoN N N N N
, ; N ; N H/ﬁ]/ H/ﬁ]/ H/\"/
o] / O N : (0] (0] O
NH, NH;
2

D !

NH,

Abbildung 1.11: KLVFF-KKKKKK (2) nach Kiessling, Murphy et al.!""!

Die Kombination des Selbsterkennungsmotivs mit einer sperrigen Gruppe ist die néchste
Strategie, die Findeis et al. verfolgten. Die Verbindung Cholyl-LVFFA-OH (3) konnte die
AB-Polymerisation hemmen und neuronale Zelllinien gegen AB-Toxizitdt schiitzen. Der

therapeutische Einsatz dieser Substanz ist jedoch aufgrund des schnellen Abbaus in der Leber

nicht moglich.['* %4

S
HO"

Abbildung 1.12: Cholyl-lvffa-OH (3) nach Findeis et al.!""”

Auch die N-Methylierung von Peptiden entwickelt sich zu einem wirksamen Mittel fiir die
Inhibierung der AP-Aggregation und einem Mechanismus zur Verldngerung der Peptid-
Halbwertszeit in vivo. Alternierendes Ersetzen der Amidprotonen durch z. B. eine
Methylgruppe fiihrt zur Stabilisierung des Peptids in einer [-Faltblatt-Struktur, weil die

tertidren Amide bevorzugt in einer trans-Konformation vorliegen. Diese kleinen 16slichen -
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Faltblatt-Peptide besitzen eine blockierte Bindungsseite. Sobald der Ligand also an ein AB-
Faltblattpeptid gebunden hat, ist diese Seite fiir eine Wechselwirkung iiber
Wasserstoftbriickenbindungen mit einem weiteren AP-Aggregat blockiert. Mehrere
Arbeitsgruppen modifizierten auf diese Weise verschiedene AB-Peptidabschnitte und zwar
25-35, 16-20 und 16-22.1"'%! Einige dieser N-methylierten Liganden waren proteasestabil,
membranpermeabel und konnten sowohl die Aggregation verhindern als auch die gebildeten

Aggregate wieder auflsen.!'%% 7]

blockierte Seite

Bindung Uber intermolekulare H-Briicken

Abbildung 1.13: Struktur eines N-methylierten AB(16-20)-Peptids 4 nach Gordon, Meredith et al.!'"”

Substituenten, die grofer als Methylgruppen sind, konnen ebenfalls gegen Amyloidosen

109 101 K okkoni et al. verwendeten sperrigere Seitenketten und zwar tert-Butyl-,

wirken.!
Cyclohexyl-, homo-Phenyl- und 2-Naphtylreste. Beim Untersuchen der erstellten Peptid-
Bibliothek zeigte das D-Peptid D-[(chGly)-(Tyr)-(chGly)-(chGly)-(mLeu)]-NH, (5) die
stiarkste Effektivitit. Die AB-Toxizitdt konnte mit Hilfe dieser Verbindung mdoglicherweise

durch Aggregation der Oligomere zu nicht toxischen Fibrillen reduziert werden.!''”!

JONG

(0] (0]
H H H |
HoN ~ N A N
N N NH,
H H
(0] (0]

5

Abbildung 1.14: Struktur von D-[(chGly)-(Tyr)-(chGly)-(chGly)-(mLeu)]-NH, (5) nach Kokkoni

et al.l!"]
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In der Arbeitsgruppe von E. Gazit wurde ein kleines Inhibitor-Molekiil, D-Trp-Aib 6,
entwickelt. Die Verbindung stellt eine Kombination aus Tryptophan als Erkennungseinheit,
die aromatische Interaktionen mit den Phenylalaninen 19 und 20 im AB-Peptid eingeht, und
Aminoisobuttersdure (Aib) als B-Faltblattbrecher dar. Laut Autoren lagert sich der Ligand
bevorzugt an kleine AP-Oligomere an und reduziert ihre Toxizitit auf Zellkulturen.
AulBlerdem gelang es mit Hilfe dieser Verbindung die Zahl der amyloiden Ablagerungen im
Gehirn von transgenen Mdusen signifikant zu reduzieren und die kognitiven Fahigkeiten zu

verbessern.[!!]

Q

OH
HN
HN—

HoN 0

Abbildung 1.15: Struktur von D-Trp-Aib 6.!"']

Willbold et al. identifizierten mittels Spiegelbild-Phagen-Display-Selektion zwei D-Peptide,
die mit hoher Spezifitit an AB(1-42) binden. Beide Peptide, D1 7 und D3 8, bestehen aus 12

D-Aminoséuren und sind in der nachfolgenden Abbildung dargestellt.

OH
N7 ONH
HoN ‘. N Y P H 4 \C
/N NHY\L Wﬁ
07 “NH, NJ NH
" PN
HN" SNH 7

NH2 HN NH2

o SO o /(
N

HoN

HoN HN\// 0

HN)\NH <\E < g)\H o
KQO ° © ° HN/JN

NH

HN)\NHQ H )\

NH,

Abbildung 1.16: Strukturen von D1-Peptid 7 und D3-Peptid 8 nach Willbold et al.
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Die Phagen-Display-Selektion ist heutzutage eine weit verbreitete Technik zum Anlegen von
Peptidbibliotheken, die auf eine Bindung an ein bestimmtes Zielmolekiil durchsucht werden
konnen. Die Peptidbibliothek wird dabei an der Oberfliche der Bakteriophagen als eine
Fusion der Peptide mit dem Hiillprotein der Phagen prasentiert. Auf diese Weise kann eine
sehr groBe Anzahl von Phagen, die jeweils ein anderes Peptid tragen, konstruiert, repliziert,
selektiert und amplifiziert werden. Zur Identifizierung der Peptide 7 und 8 durch Willbold et
al. wurde ein Screening einer Peptid-Bibliothek mit ca. 10° unterschiedlichen Dodecamer-
Peptid-Varianten durchgefiihrt. Zur Selektion wurde ein Spiegelbild des AB(1-42)-Peptids,

welches aus D-Aminosiuren besteht, eingesetzt (Abbildung 1.17).111#114]

L-Target D-Target
% SP"'S‘Q:::” §
.\2)' &
. O ¥
“ o R
’/ < O

L-Target D-Peptid L-P!:]:L D-Target
N . %
spiegeln

Abbildung 1.17: Schematische Darstellung der Spiegelbild-Phagen-Display-Selektion. L-Peptide
werden auf Bindung an das Spiegelbild des Zielproteins (D-Target) selektiert. Jedes selektierte

L-Peptid wird an das D-Zielprotein (D-Target) gebunden. Das Spiegelbild dieses Komplexes ist ein
113]

D-Peptid und ein L-Zielprotein (L-Target).!
Die erhaltenen D-Peptide sind im Vergleich zu L-Enantiomeren Protease-stabil und rufen
keine Immunogenitidt hervor. Durch Selektion gegen aggregiertes AP(1-42)-Peptid als
Zielpeptid wurde das D1-Peptid 7 identifiziert. Dieses zeigt eine starke Affinitdt gegeniiber
AB-Aggregaten mit einer Bindungskonstante im submikromolaren Bereich, bindet jedoch

U121 7udem wurde bereits

nicht an fibrillire Ablagerungen anderer Amyloidosen.
nachgewiesen, dass D1 auch in vivo an AB-Ablagerungen im Gehirn transgener Miuse
bindet.""* D1 ist zwar in der Lage die AB-Zelltoxizitit und die Amyloid-Ablagerungen etwas
zu reduzieren, eignet sich jedoch nicht als Aggregationshemmer, sondern vielmehr als eine

molekulare Sonde fiir in vivo Imaging von amyloiden Plaques.!"'® Wihrend der zweiten
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Spiegelbild-Phagen-Display-Selektion wurde monomeres und low-n-oligomeres D-AB(1-42)-
Peptid eingesetzt. Dabei wurde das D3-Peptid ausgewihlt, welches die Aggregation moduliert
und in vitro die AP-Zelltoxizitdt herabsetzt. In vivo reduziert D3 die Plaque-Ablagerungen

; : . , 117, 118
und Entziindungsprozesse im Gehirn transgener Mause.!''” ''®!

In vielen fibrillogenen Peptiden, die sich aus transmembranen Helicies ableiten, kommt
Glycin oft in einem GxxxG-Motiv (zwei Glycinreste getrennt durch drei beliebige
Aminosduren x) vor.'" In diesem Motiv sind die beiden Glycine zunichst in der
Transmembran-Helix oder spéter im B-Faltblatt auf einer Seite angeordnet. Im Vorldufer-
Protein APP vermittelt diese Sequenz eine Dimerisierung zweier Transmembransequenzen
und beeinflusst die Linge des gebildeten AB-Peptids.!''” '*” Durch die Abwesenheit der
sperrigen Seitenketten am Glycin 33 und 37 konnen die gebildeten Furchen als
Selbsterkennungseinheit dienen.!''”! Sato et al. konnten mit Hilfe der Festkorper-NMR-
Spektroskopie erkennen, dass Methionin 35 den freien Raum in der Furche des Glycins 33 in
AB4o (Abbildung 1.18, links) oder des Glycins 37 in AP4, (nicht dargestellt) einnimmt.
Dadurch werden die Wechselwirkungen zwischen zwei Fibrillen stabilisiert. Daraufhin
filhrten Sato et al. peptidische Verbindungen mit einer GxFxGxF-Struktur ein, wobei die
Aminosduren x variiert wurden. Die entworfenen Liganden, z.B. "H;N-RGTFEGKE-
CONHj; (9), konnten sich an das IxGxMxG-Motiv im C-terminalen hydrophoben Bereich des
AB-Peptids anlagern und eine Wechselwirkung zu weiteren [-Faltblattern unterbrechen
(Abbildung 1.18, rechts).!'*"! Auf diese Weise wurde die Aggregation zu reifen Fibrillen

inhibiert und die AB-Toxizitit in vitro herabgesetzt.['*']

Abbildung 1.18: Links: Strukturelles Modell von AB(1-40). Rechts: Komplex zwischen AB(1-40) und
"H;N-RGTFEGKF-CONH, 9 nach Sato et al.!'!
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1.7.2.2 Modifizierte Amyloid-Farbstoffe als Inhibitoren

Neben dem Sequenz-basierenden Wirkstoff-Design wurden mehrere kleine Molekiile, z. B.
Kongorot, Chrysamin G und Thioflavin S, die von histologischen Farbstoffen abgeleitet
wurden, untersucht. So konnte Kongorot (10), dessen Struktur der Abbildung 1.19 zu
entnehmen ist, die Aggregation und Neurotoxizitit von AP reduzieren, wirkte jedoch
krebserregend und konnte die Blut-Hirn-Schranke nicht iiberqueren.'””) Obwohl die
Farbstoffderivate als Medikamente die klinischen Tests noch nicht erreichen konnten, werden
diese und &hnliche Verbindungen zum Einsatz als Marker in bildgebenden Verfahren der

Alzheimer-Diagnostik, z. B. in der Positronen-Emissionstechnologie, untersucht.!'>"**]

1.7.2.3 Metall-Chelatoren

Die Rolle der Metallionen bei der Alzheimer Krankheit und Metall-Chelatoren als
therapeutische Mittel wurde in den letzten Jahren besonders kontrovers diskutiert."*'"'** Das
Alzheimer-Peptid besitzt im N-terminalen Bereich eine spezifische Bindungsseite fiir Cu®'-
und Zn*"-Tonen, die sehr wahrscheinlich in AB-Aggregation involviert sind. Es wurde

berichtet, dass Kupferionen in vitro an das AB-Peptid binden und dessen Assemblierung

[

verstirken konnen.!**"**) Mehrere Chelatoren wurden daraufhin auf ihre Effektivitit gegen

[131]

AB-Aggregation untersucht. 5-Chroro-7-i0do-8-hydroxychinolin (Clioquinol, 11), ein

Derivat eines Antimalariamittels, ist ein Ubergangsmetall-Chelator, der die Plaque-
Ablagerungen sowohl im Gehirngewebe in vitro als auch in Tierversuchen herabsetzt.['** '3
Aufgrund der schddlichen Nebenwirkungen wurde diese Verbindung aus den klinischen Tests

abgezogen. Dort wird derzeit PBT2, ein Nachfolger des Clioquinols, untersucht.!"*”!

Abbildung 1.19: Strukturen von Kongorot (10) und Clioquinol (11).1'*"
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1.7.2.4 Polyphenole

Zu den Polyphenolen gehoren synthetische und in der Natur vorkommende kleine Molekiile,
die ein oder mehrere Phenolringe enthalten. Es wird behauptet, dass natiirliche polyphenole
Verbindungen, die in Beeren, Friichten, Tee, Gewiirzen und Pflanzen vorkommen,
antioxidative, entziindungshemmende und anti-aggregierende Eigenschaften besitzen.!'*!"! In
Abbildung 1.20 sind die an der AB-Fibrillogenese am besten erforschten Phytochemikalien
dargestellt. Curcumin (12) reduzierte in Tierversuchen zu 80 % die Plaque-Ablagerungen,
wirkt aber auch antioxidativ und entziindungshemmend und wird zurzeit in China und in den
USA in klinischen Studien an Alzheimer-Patienten untersucht*® % 142 14
(-)-Epigallocatechin-3-gallat (EGCG, 13) reduzierte ebenfalls in Tierversuchen die
Konzentrationen an Idslichem und abgelagertem Amyloid-B-Peptid. Die neuroprotektive
Wirkung dieses Catechins aus dem griinen Tee ist wahrscheinlich durch mehrere gleichzeitig

1411441 Gingko biloba besitzt ebenfalls eine komplexe

ablaufende Mechanismen zu erkliren.!
Wirkungsweise und wird derzeit in Kombination mit Curcumin in klinischen Studien

(Phase IT) untersucht.'* Weitere aggregationshemmende Polyphenole sind Tanninsiure,

Salbeisdure B und Rosmarinsiure.!?% 14
OH
OH
o o
HO O
AN F “ oH
O O ’//o
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Abbildung 1.20: Strukturen von Curcumin (12) und (-)-Epigallocatechin-3-gallat (13).

1.7.2.5 GAG-Mimetika und kleine Molekule auf der Lipidbasis als Inhibitoren

Glycosaminoglykane (GAG) sind ein Bestandteil der Plaque-Ablagerungen im Gehirn von
Alzheimer-Erkrankten.!"*®)  Viele Vertreter dieser Gruppe beschleunigen die Ap-

Assemblierung, indem sie an das Alzheimer-Peptid binden. Die Effektivitit dieser

139] [147

Wechselwirkung korreliert mit der Anzahl der Sulfatgruppen.| I'Es wurde bestitigt, dass

[148]

niedermolekulares Heparin dosisabhingig die AP-Toxizitdit hemmen kann. Diese

Ergebnisse fithrten zur Entwicklung von kleinen sulfatierten Verbindungen, die
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Glycosaminoglykan-AB-Bindung nachahmen und somit mdglicherweise die toxischen Af-
Spezies beseitigen konnten. In der Abbildung 1.21 ist 3-Amino-1-propansulfonsdure (14)
(Homotaurin, Alzhemed®), ein GAG-Mimetikum, dargestellt, das an 15sliche AB-Formen
bindet und diese als Zufallsknduel stabilisiert. In Tierversuchen konnte diese Verbindung die
AB-Ablagerungen und die AB-Konzentration im Plasma reduzieren. Im klinischen Test
(Phase III) zeigte die Verbindung jedoch keine Verbesserung der kognitiven Eigenschaften.
Alzhemed® wird dennoch aufgrund der guten Vertréglichkeit als Nutrazeutika vermarktet.!'*”!
AB-Wechselwirkung mit Glycolipiden fiihrte zur Entwicklung weiterer Strategien. Scyllo-
Inositol (15) ist ein Stereoisomer des im Zentralnervensystem natiirlich vorkommenden myo-
Inositols. Das  Scyllo-Isomer konnte im  Maus-Modell die  Plaque-Bildung,

Synapsenschidigung und AB-induzierten kognitiven Defizite vermindern.!'*'>!

OH
o OH
2 \/\/ A
O OH
OH
14 15

Abbildung 1.21: Strukturen von 3-Amino-1-propansulfonsdure (14) und Scyllo-Inositol (15).

1.7.2.6 Weitere Aggregationshemmer

Abgesehen von der neuroprotektiven Wirkung durch Redox-Effekte konnen manche
Antioxidantien die AB-Assemblierung auch direkt beeinflussen. So wurden die Bildung,
Elongation und Destabilisierung der AB-Fibrillen durch Vitamine A, B2, B6, C, E und
B-Karotin beobachtet.

Manche Polyamine und eine Reihe verschiedener organischer Verbindungen einschlieflich
Nikotin, p-Cyclodextrin, Himin und verwandter Porphyrine, Antracyclin (4’-lodo-4’'-
deoxydoxorubicin), Hexadecyl-N-methylpiperidiniumbromid, Rifampicin und Melatonin

wirken in vitro ebenfalls inhibierend auf die AB-Fibrillogenese.!*®!
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1.7.3 Immuntherapie

Die AB-Immuntherapie ist ein weiterer Therapieansatz zur Behandlung der Alzheimer-
Krankheit. Das Konzept fiir diese Strategie geht auf eine Untersuchung an APP-transgenen
Maiusen zuriick, die durch subkutane Injektion von humanem fibrillirem Ap4,-Peptid
immunisiert waren, wonach sie anti-AB-Antikorper bildeten. Eine Untersuchung mehrere
Monate nach der Impfung ergab, dass die Menge an Plaques im Vergleich zu ungeimpften
Maiusen drastisch erniedrigt war. Dieser Befund lieB3 hoffen, dass die Impfung menschlicher
AD-Patienten ebenfalls zu einer therapeutisch niitzlichen Verringerung des AB-Peptids im
Gehirn fithren konnte.!'*

Man unterscheidet bei der Immuntherapie zwischen zwei therapeutischen Eingriffen der
aktiven und der passiven Immunisierung. Die aktive Immunisierung basiert auf der Injektion
des AP-Peptids oder seiner Sequenzabschnitte, durch welche die Produktion des
korpereigenen AB-spezifischen Antikdrpers angeregt wird. Bei einer passiven Immunisierung
werden die monoklonalen Antikorper direkt eingesetzt. Es existieren mehrere zum Teil in
Experimenten bestédtigte Mechanismen, welche die Wirkungsweise der A-spezifischen
Antikorper erkldren: Antikorper konnen die Blut-Hirn-Schranke passieren, an Plaques binden
und somit deren Phagozytose einleiten; AntikOrper vermitteln die Dissoziation von Af-
Fibrillen und Aggregaten und fiihren somit zum schnellen AB-Abbau; Antikorper bewirken
eine Reduktion der AB-Konzentration im Blut und so einen Riickfluss von AP aus dem
Gehirn ins Plasma. 2% 1%

Eine aktive Immunisierung mit einem fibrilldren AP(1-42)-Peptid (AN1792) wurde in
klinischen Tests (Phase II) durchgefiihrt. Da jedoch 6% der Probanden eine
Meningoenzephalitis entwickelten, musste die Studie vorzeitig abgebrochen werden.
Trotzdem konnten bei einem Teil der Patienten verbesserte kognitive Leistungen und eine
Reduktion der amyloiden Ablagerungen im Gehirn beobachtet werden. Zurzeit werden vor
allem N-terminale AB-Fragmente als Antigene untersucht.!'>* 1>

Gegenwirtig werden verschiedene passive Impfungen mit humanisierten anti-Ap-Antikorpern
gegen verschiedene Epitope des AB-Peptids klinisch getestet. Die passive Impfung hat den
Vorteil, dass die Behandlung im Falle von Nebenwirkungen sofort unterbrochen werden kann
und aktive Antikérper innerhalb weniger Wochen verschwinden. Auflerdem konnen durch
wiederholte Optimierungszyklen Antikdrper der gewiinschten Spezifitdt, Affinitdt und des

. . . 152
gewiinschten Wirkmechanismus erzeugt werden.!*”
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1.7.4 Aminopyrazol-Liganden

In der Arbeitsgruppe von Thomas Schrader wurden mittels rationalen Designs B-Faltblatt-
Liganden bestehend aus Pyrazol-Derivaten entwickelt. Die ersten Untersuchungen erfolgten
durch Schrader und Kirsten mit 3-Aminopyrazol in freier und acylierter Form. Es wurde
gezeigt, dass diese Liganden die [-Faltblattkonformation in unpolaren organischen
Losungsmitteln stabilisieren konnen, indem sie an die Ober- und Unterseite des Peptids
binden. Die Komplexierung des Peptid-Riickgrats wird dabei durch ein ideales Donor-
Akzeptor-Donor-Bindungsmotiv (D-A-D), komplementér zu dem Akzeptor-Donor-Akzeptor-
Motiv (A-D-A) eines B-Faltblattpeptids, ermdglicht (Abbildung 1.22).[°¢-137]

Abbildung 1.22: Stabilisierung eines Dipeptids (Ac-Gly-Gly-OMe, rot) in der P-Faltblatt-
Konformation durch ein Aminopyrazol nach Kirsten und Schrader (Cerius?, Molecular Simulations,

Dreiding 2.21).1"*"!

Eine Weiterentwicklung dieser Idee erfolgte durch Wehner und Schrader mittels
Dimerisierung der 5-Methyl-3-aminopyrazol-Einheit (Abbildung 1.23). So konnte das
Bindungsmotiv der Liganden erweitert werden, wodurch ldngere Peptidsequenzen abgedeckt
wurden. Zur kovalenten Verkniipfung zweier Bausteine wurden verschiedene Dicarbonsdure-

Spacer verwendet.!*% 1]

Abbildung 1.23: Minimierte Komplexstruktur zwischen einem dimeren [-sheet-Liganden und

Tetraglycin (MacroModel 7.0, Amber*, Chloroform).!">”!
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Durch Rzepecki et al. wurde dieses Konzept weiter optimiert, indem die zentrale 5-Methyl-3-
aminopyrazoleinheit durch eine unnatiirliche, heterozyklische Aminosdure (3-Aminopyrazol-
5-carbonsdure) ausgetauscht wurde. Mit diesem Baustein wurden oligomere Rezeptoren

hergestellt (Abbildung 1.24), die aufgrund der erhohten Anzahl an Wasserstoffbriicken-

bindungen noch stérker an B-Faltblatt-Strukturen binden sollten.!'> %!
o O2N 3 OMe
OMe 2 —
N HNNN SN HNNN S, NH
N-NH ~NH
16 17

Abbildung 1.24: Oligomere Liganden: Trimer 16 und Tetramer 17.

Allerdings zeigten die oligomeren Liganden mit steigender Anzahl an Pyrazol-Einheiten eine
abnehmende Loslichkeit und eine Tendenz zur Selbstassoziation. Um diese Nebeneffekte zu
unterdriicken, wurde die 3-Aminopyrazol-5-carbonsidure mit proteinogenen Aminosduren zu

Hybridverbindungen kombiniert (Abbildung 1.25).“61’ 162]
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Abbildung 1.25: Postulierte Komplexe zwischen einem Hexapeptid (rot) und Hybridliganden.!'*>

Sowohl die wasserloslichen Hybridliganden als auch der Ligand 16 verfiligten iiber eine
Affinitdt zur KKLVFF-Sequenz, die mit Hilfe von NMR-Titrationen und MD-Simulationen

11631 1 in vitro Experimenten und in Zellkultur-Assays mit neuronalen

nachgewiesen wurde.
Zellen erwies sich das Kopf-Schwanz-verkniipfte Oligomer 16 als die potenteste Verbindung.
In  Untersuchungen  mittels  Fluoreszenzspektroskopie =~ und  Dichtegradienten-
Ultrazentrifugation zeigte das Trimer 16 inhibierende und disaggregierende Effekte. Im
Gegensatz zu flexiblen Aminopyrazol-Peptid-Liganden ist das Trimer 16 wahrscheinlich in
der Lage aufgrund seiner starren planaren Struktur an vorgeformte -Faltblitter zu binden und
kann moglicherweise deshalb die Aggregation kleinerer AB-Oligomere effektiv hemmen.

Auch in Zellkultur-Experimenten setzte dieser Ligand die Zytotoxizitit des P-Amyloids

herab,[161: 164. 165]
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2 Ziele der Arbeit

Die Amyloid-Kaskaden-Hypothese bildet die Basis fiir die Entwicklung der kausalen
Therapiestrategien. Aus diesem Grund sind Wirkstoffe, die in der Lage sind die AB-
Fibrillogenese und/oder Plaque-Bildung zu verhindern, von groBem therapeutischem

[139- 1661 I der Literatur findet man neben den peptidischen Inhibitoren, deren

Interesse.
Wirkung wahrscheinlich auf Peptid-Peptid-Wechselwirkungen basiert, auch eine Vielzahl
kleiner, oft aromatischer Molekiile, deren Interaktionsart mit dem AB-Peptid bisher unbekannt
ist.'®”) Dementgegen gibt es fiir einige in den Vorarbeiten hergestellten Aminopyrazol-
Derivate Anhaltspunkte fiir ihren Bindungsort im [-Amyloid-Peptid. Wie aus den in
Vorarbeiten durchgefiihrten MD-Simulationen hervorgeht, bildet der Ligand Trimer 16
sowohl mit dem KKLVFF-Modellpeptid als auch mit dem KLVFF-Sequenzabschnitt der
pentameren Ap-Protofibrille einen stabilen Komplex (Abbildung 2.1).1'’ Die Bindung
erfolgt liber Wasserstoffbriicken an das Peptidriickgrat, wobei die Phenylalanin-Reste eine
Art hydrophobe Tasche um den Liganden bilden und den Komplex durch m-n-Stapel-
Wechselwirkungen stabilisieren. Auf diese Weise wird die Aggregation der Protofibrille
terminal blockiert. Eine Anlagerung von weiteren Peptidstringen ist auf der Seite nicht

moglich (Abbildung 2.1, rechts).

Abbildung 2.1: Links: Monte-Carlo-Simulation eines Komplexes zwischen dem Trimer 16 und
Hexapeptid KKLVFF. Rechts: Komplexstruktur zwischen dem Trimer 16 und der pentameren Af-
Protofibrille nach 20 ns MD-Simulation. Komplexstabilisierende Phenylalanin-Reste sind in gelb

dargestellt.!'®!

Da der Ligand 16 mit seiner inhibierenden und disaggregierenden Wirkung auf die Ap-
Fibrillogenese die grofite Effektivitdt zeigte, sollte dieser im Nachfolgenden als Leitstruktur

fiir mehrere unterschiedliche Projekte eingesetzt werden.
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Im Rahmen des Kooperationsprojektes mit den Arbeitskreisen Korth, Willbold und Sticht war
das primére Ziel dieser Arbeit die Herstellung von bifunktionellen Hybridverbindungen.
Hierzu sollte das Trimer 16 mit weiteren AP-Bindern, die sich in GrdéBe und
Wirkmechanismus erheblich unterscheiden, kovalent verbunden werden. Der Zweck dieser
Fusion war es, die Affinitdit und Spezifitit fiir das A-Peptid im Vergleich zu
Einzelkomponenten erheblich zu verbessern. Unter anderem war eine Verkniipfung mit den
im Kapitel 1.7.2.1 vorgestellten D-Peptiden aus der Phagen-Display-Bibliothek, die entweder
vorwiegend an fibrilldre (D1) oder an oligomere (D3) AB-Formen binden, vorgesehen. Des
Weiteren sollte das Trimer 16 analog zu Dodecapeptiden mit im AK Korth entwickelten
monoklonalen Antikérpern bzw. davon abgeleiteten rekombinanten Fragmenten (scFv) gegen
unterschiedliche AB-Konformere kovalent verbunden werden. Um beiden Komponenten
dieser Konjugate eine gleichzeitige Ansteuerung von zwei unterschiedlichen AB-Epitopen zu

ermdglichen, sollte ein flexibler Spacer eingesetzt und in seiner Lénge optimiert werden.

o]
o o 1/D3-Peptid oder scFv
OzNM /(§(H\N N /NH
N—NH AN np N
N
L | | |1 |
Trimer 16 Spacer weitere AB-Binder

Abbildung 2.2: Schematische Darstellung der Hybridverbindungen, bestehend aus der Trimer- (16),
der D1- bzw. D3-Einheit oder dem Antikorperfragment (scFv) und einem Spacer.

Zur Herstellung solcher Hybridverbindungen war zunichst die Synthese eines am Trimer-
Spacer vorinstallierten N-Hydroxysuccinimidesters, der bevorzugt mit primidren Aminen
reagiert, vorgesehen. Dieser Aktivester sollte spiter fiir Reaktionen mit dem N-Terminus von
D-Peptiden oder mit Lysinen des Antikorperfragmentes eingesetzt werden, um auf diese
Weise kovalent verbundene bifunktionelle Liganden zu erhalten. Zuerst wurde ein Triethylen-
glykol-Derivat als flexibler und l6slichkeitsférdender Spacer fiir die Synthese festgelegt
(Abbildung 2.3). Spéter sollte seine Linge variiert und vor allem basierend auf Molekiil-
dynamik-Rechnungen im AK Sticht und parallelen biophysikalischen Experimenten optimiert

werden.
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Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des Trimer-Triethylenglykol-Aktivesters 18.
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Ferner sollte der Rezeptor 16 zur Erhéhung der Wasserldslichkeit und Lipophilie mit polaren
sowie hydrophoben Resten versehen und zur Steigerung der AB-Selektivitit mit natiirlichen
peptidischen Erkennungssequenzen, wie KLVFF und LPFFD, modifiziert werden. Diese
funktionalisierenden Einheiten sollten im Gegensatz zu Modifizierungen unmittelbar an der
Leitstruktur 16 durch Katrin Hochdorffer iiber einen Triethylenglykol als Abstandhalter zu
der am Peptidriickgrat bindenden Trimer-Struktur 16 eingefiihrt werden.!'®®! Begleitend dazu

war eine Dimerisierung der Verbindung 16 zur Erh6hung der Effektivitit vorgesehen.

Des Weiteren sollte der Ligand 16 mit der in den Arbeitskreisen Klarner und Schrader
entwickelten Phosphat-Pinzette, die AP-Aggregation durch Bindung und Blockierung der
Lysine effektiv hemmen kann, kombiniert werden. Ein Rezeptor, welcher aus dem Trimer 16
und der Pinzette besteht, sollte demzufolge in der Lage sein gleichzeitig an zwei
unterschiedlichen Bindungsstellen im Amyloid-B-Peptid zu binden und somit die

Polymerisation noch stirker zu unterdriicken.

O,N °
m o O 0 2Na
LEE S 1 TR
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Abbildung 2.4: Schematische Darstellung der Trimer-Triethylenglykol-Monophosphatpinzette 19.

Parallel zu der Synthese waren Molekiildynamik-Rechnungen (AK Sticht) aller Liganden
vorgesehen. Diese sollten nach erfolgreicher Synthese auf ihre aggregationshemmende
Wirkung mittels ThT-Test, CD-Spektroskopie und TEM untersucht werden. In
Zusammenarbeit mit den Arbeitsgruppen Korth und Willbold sollten die potentesten
Substanzen auf ihre Fahigkeit, die Bildung von toxischen Oligomeren zu unterdriicken, mit
Hilfe von Dichtegradienten-Ultrazentrifugation, einem Anti-Oligomerisierungsassay und Af3-

Zytotoxizitétstests untersucht werden.
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3 Synthese und molekulares Modelling

Bevor die eigentlichen Strategien zur Herstellung von Hybridverbindungen und Trimer-
Derivaten verfolgt werden konnten, musste das PMB-geschiitzte Trimer 16 synthetisiert
werden. Um C-terminale Modifizierungen dieser Verbindung zu ermdglichen, wurde die
Esterbindung basisch mit Lithiumhydroxid gespalten. In der Abbildung 3.1 ist das
Syntheseschema der PMB-geschiitzten Trimer-Sdure 27 dargestellt, welche bereits von Petra

(162, 18] Die Siure 27 diente als ein

Rzepecki und Katrin Hochdoérffer beschrieben wurde.
funktionalisierungsfahiger Grundbaustein fiir alle nachfolgenden Synthesen von Trimer-

Derivaten und Hybridverbindungen.
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Abbildung 3.1: Syntheseschema der PMB-geschiitzten Trimer-Saure 27.
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3.1 Linker

Ein wichtiger Teil dieser Arbeit bestand darin, das Trimer-Grundgeriist mit anderen
Rezeptoren und mit unterschiedlichen funktionellen Gruppen kovalent zu verbinden. Die
meisten Verknilipfungen wurden iiber einen Linker (Spacer) erstellt. In der Abbildung 3.2 ist
die Ubersicht der im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Linker dargestellt, wobei die
Verbindungen 28, 29 und 30 erst synthetisiert werden mussten. Zur Erhohung der
Wasserloslichkeit wurden bewusst liberwiegend polare Triethylenglykol-Derivate (TEG) und
keine hydrophoben Alkylketten als Spacer gewéhlt.

o o 0o
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28 29
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>I\O)J\N/\/\O/\/O\/\O/\/\NJ\/YOH
H H 3
30
O @)
HoNT 07 N0 T, FmocHN/\/\ﬂ/OH HZN/\/\H/ h
O (@)
31 32 33

Abbildung 3.2: Ubersicht der verwendeten und synthetisierten Linker.

Die erste Strategie zur Herstellung von Hybridverbindungen sah die Verwendung des TEG-
Linkers 28 unter Ausbildung einer Amidbindung zwischen der terminalen Aminogruppe von
28 und der Sidurefunktion von 27 vor. Die Linkersynthese erfolgte in vier Schritten
(Abbildung 3.3). Ausgehend von 2-(2-Chlorethoxy)-ethoxy-ethanol (34) wurde in einer
Veretherungsreaktion mit Ethyldiazoacetat in Anwesenheit von Bortrifluorid-Diethyletherat
Ethyl-(2-(2-(2-chlorethoxy)-ethoxy)-ethoxy)-acetat (35) hergestellt. AnschlieBend konnte
durch Substitution des Chloridions mit Natriumazid die entsprechende Azidverbindung 36

synthetisiert werden.
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Abbildung 3.3: Synthese der Linker 28 und 29.

Die Reduktion des Azids 36 mit Palladium auf Aktivkohle ergab allerdings neben dem
gewiinschten primiren Amin 28 ein Gemisch verschiedener Nebenprodukte. Ein Beispiel
dafiir ist das sekunddre Amin 38 (Abbildung 3.4), das massenspektrometrisch nachgewiesen
werden konnte. AuBlerdem sind bei diesem Reduktionsschritt Polymerisationsreaktionen und
eine Lactambildung denkbar. Auch in der Literatur wird eine sehr niedrige Ausbeute dieser

Reaktion beschrieben.!'® 170!

o) o)
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N{f\/ NI HZN’%\/  OEt
36 28

0
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0 0
>~ Eto)uo\/tuj(\/o%)\oa
38

Abbildung 3.4: Bildung des sekundidren Amins 38 anstelle des primidren Amins 28.
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Um diese Reaktion zu optimieren und Ethyl-2-(2-(2-(2-aminoethoxy)-ethoxy)-ethoxy)-
acetat (28) in hoherer Ausbeute und Reinheit zu erhalten, wurden zwei weitere
Reduktionsmoglichkeiten in Betracht gezogen und zwar die Staudinger-Reduktion und die

Reduktion mit einem Dithiol (Abbildung 3.5).l""7¥

H,, Pd/C, EtOH, 24 h

0 0
1. PPhy THF, RT, 2 h
09\)‘\ HRARAL - O)\)\
Ne »~ OEt 3 ho HNA S Y~ OEt

36 28
HS(CH,)sS

NEt;, MeOH, RT, 24 h

Abbildung 3.5: Drei Reduktionsversuche des Azids 36 zum priméren Amin 28.

Jedoch schlugen auch diese Reduktionsversuche fehl. Weder die Verwendung von
Triphenylphosphin, noch von 1,3-Propandithiol waren geeignet, um das primire Amin
Nebenprodukt-frei herzustellen. In beiden Fillen wurden Produktgemische erhalten.
SchlieBlich gelang der Durchbruch mittels Reduktion mit Palladium auf Aktivkohle in
Gegenwart von 1 M Salzsdure, die das gewlinschte Produkt als Hydrochlorid in quantitativer
Ausbeute erbrachte (Abbildung 3.3). Das nach der Neutralisation mit Kaliumcarbonat
erhaltene freie Amin 28 erwies sich allerdings als instabil und musste unmittelbar nach der

Herstellung weiter umgesetzt werden.

Der Linker 29 wurde geméll der Abbildung 3.3 nach einer Vorschrift von Jolanta Polkowska
in zwei Schritten, durch Z-Schiitzung und anschlieBende Verseifung mit Lithiumhydroxid
hergestellt. Die freie Sdurefunktion soll spéter dazu dienen andere Verbindungen zunéchst mit
dem Linker zu verkniipfen und nach einer anschlieBenden Z-Entschiitzung an den

C-Terminus des PMB-geschiitzten Trimers zu binden.

Ein weiterer Linker 30 wurde in zwei Schritten durch einseitige Boc-Schiitzung von 4,7,10-
Trioxa-1,13-tridecandiamin (TEGDA) 31 und anschlieBende Kettenverldngerung mit
gleichzeitiger Einfilhrung einer Sdurefunktion mit Hilfe von Bernsteinsdureanhydrid

hergestellt (Abbildung 3.6).1'"]
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Abbildung 3.6: Syntheseschema des Linkers 30.

3.2 Hybridverbindungen mit D-Peptiden

In dieser Arbeit werden als Hybridverbindungen Rezeptoren verstanden, welche sich aus der
Leitstruktur 16 sowie dem D-Peptid 7/8 oder einem Antikdrperfragment zusammensetzen. Die
Hybridverbindungen mit D-Peptiden, die im AK Willbold (Forschungszentrum Jiilich)
identifiziert wurden, sollten sich sowohl durch die B-Faltblatt-brechende Eigenschaft des
Trimers 16 als auch durch die AB-Spezifitit der D1/D3-Peptide auszeichnen. Da das D1 7
liberwiegend an das fibrilldre, wogegen das D3 8 an das oligomere AB-Peptid bindet, ist vor
allem bei Trimer-D3-Hybriden eine effiziente Aggregationshemmung zu erwarten. Die
bifunktionellen Trimer-D3-Hybridverbindungen sollten also vorwiegend die toxischen Af-
Oligomere ansteuern und diese ,neutralisieren konnen (Abbildung 3.7). Die ersten
Hybridverbindungen sollen das Triethylenglykol-Derivat (TEG) als Spacer enthalten. Dieser
soll vor allem die Wasserloslichkeit der hydrophoben Aminopyrazol-Einheit erhéhen und

dem Hybridmolekiil eine gewisse Flexibilitdt verleihen.

e ~N

B-Faltblatt-brechende

Einheit
g bifunktionelle

Hybridverbindung

ApB-
Oligomer

flexibler
Ap-ansteuernde Spacer
Einheit

Abbildung 3.7: Schematische Darstellung der Bifunktionalitdt von Trimer-D3-Hybridverbindungen.
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3.2.1 Syntheseversuche unter Verwendung eines NHS-Aktivesters

Um D-Peptide sowie Antikorperfragmente iiber den TEG-Spacer an den trimeren
Aminopyrazol-Liganden zu binden, sollte zundchst der Trimer-TEG-Aktivester 18
synthetisiert werden. N-Hydroxysuccinimidester (NHS-Ester) der Carbonsduren werden oft
als Acylierungsmittel fiir aliphatische Aminogruppen, vor allem bei Biomolekiilen eingesetzt.
Diese Aktivester finden ihre Verwendung vor allem bei der Modifizierung der Proteine
(meistens an Lysinresten) und beim Immobilisieren diverser Verbindungen an Oberflidchen.
Durch Aminolyse der Ester kommt es unter schonenden Bedingungen zum Aufbau stabiler
Amidbindungen.!'7¢'7¥!

Zur Herstellung des Trimer-TEG-Aktivesters 18 wurde zunichst die Trimer-Saure 27 in einer

Kupplungsreaktion mit dem Amino-TEG-Linker 28 umgesetzt (Abbildung 3.8).
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Abbildung 3.8: Syntheseschema der Trimer-TEG-Saure (Trim-TEG-OH) 41.

Die Reaktion erfolgte in einer guten Ausbeute mit EDC*HCI unter Zusatz von HOBt in

Dichlormethan. Zuvor wurden Kupplungsversuche mit dem Hydrochlorid des Amins 28 in
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Gegenwart von N,N’-Diisopropylcarbodiimid (DIC) und 4-(Dimethylamino)-Pyridin (DMAP)
sowie dem Mukaiyama-Reagenz und DIEA durchgefiihrt, die allerdings entweder gar nicht
oder nur in schlechten Ausbeuten zum gewiinschten Produkt39 fithrten. Nach der
sdulenchromatographischen Reinigung wurde die Verbindung 39 einer basischen
Esterhydrolyse mit Lithiumhydroxid ausgesetzt. Die finale saure Entschiitzung mit

Trifluoressigsdure (TFA) lieferte die PMB-freie Trimer-TEG-Séaure 41.

Die Trimer-TEG-Saure 41 sollte anschlieBend aktiviert werden. Die Herstellung der NHS-
Aktivester erfolgt in der Regel durch Reaktion einer Sdure mit N-Hydroxysuccinimid unter
Zuhilfenahme von Carbodiimiden.!'”'®]
aktivierende Sdure 41 mit N-Hydroxysuccinimid und EDC*HCI in DMF zum Trimer-TEG-

NHS-Ester 18 umgesetzt (Abbildung 3.9).'" Die Isolierung des Aktivesters 18 vom

In der nachfolgenden Reaktion wurde die zu

Edukt 41 gelang nicht. Allerdings beeintrachtigte dies nicht die Weiterverwendung des
Aktivesters 18, da die Anwesenheit des Edukts die nachfolgende Reaktion mit priméren

Aminen nicht storen sollte.

O,N Q
m HO-N
N HN
o)\)\
NH HNMN(’\/ OH =
N EDC*HCI, DMF, RT

N/NH

\

e N’**OQ

N/NH

18

Abbildung 3.9: Synthese des Trimer-TEG-NHS-Aktivesters 18.

Parallel dazu wurde eine weitere Strategie zur Herstellung des Aktivesters 18 verfolgt. Dabei
sollte die noch PMB-geschiitzte Saure 40 aktiviert, sdulenchromatographisch gereinigt und
erst dann von den Schutzgruppen befreit werden. Der Vorteil dieser Strategie besteht vor
allem darin, den Aktivester durch sdulenchromatographische Trennung in reiner Form zu
erhalten. Im letzten Arbeitsschritt muss der Aktivester allerdings zur Abspaltung der PMB-
Gruppen mehrere Stunden mit heiler TFA behandelt werden. Da auch nach einer

umfangreichen Literaturrecherche nicht gekldrt werden konnte, ob die Aktivester solchen
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drastischen Bedingungen standhalten konnen, wurde eine Testreaktion mit einer
Modellverbindung durchgefiihrt. Hierzu wurde die Kapronsdure (42) mit NHS aktiviert,
isoliert und den Bedingungen einer PMB-Entschiitzungsreaktion ausgesetzt (Abbildung 3.10).
Dabei wurde festgestellt, dass zu etwa 50 % eine Umwandlung des Aktivesters 43 in die freie

Sdure 42 stattfand.
o)

) N
1,2
0 _TFA A 3h OR
/\/\)I\OH DCC, THF, RT /\/\)j\ Q
42 43 42:R'=H 43:R?= —N

o

Abbildung 3.10: Herstellung des Aktivesters 43 und anschlieBende Behandlung mit TFA.

Zur gleichen Zeit wurde herausgefunden, dass durch den Einbau des TEG-Linkers und NHS-
Esters nicht die gewiinschte Wasserloslichkeit erzielt werden konnte. Der NHS-Aktivester 18
war nur in DMSO und DMF gut 16slich. Vor allem fiir die Verkniipfung mit dem scFv-
Antikorperfragment muss aber der Aktivester 18 wasserldslich sein, da ein Zusatz von
organischen Losungsmitteln zur Denaturierung des Proteins fiihren wiirde. Zur Erh6hung der
Wasserloslichkeit wird oft polares, 16slichkeitsforderndes N-Hydroxysulfosuccinimid anstelle
des unpolaren N-Hydroxysuccinimids eingesetzt..'"*>""*”! Ankniipfend an diese in der Literatur
verbreitete Verfahrensweise wurde die Trimer-TEG-Saure 41 mit N-Hydroxysulfosuccinimid

und EDC*HCI in DMF geméal der Abbildung 3.11 umgesetzt.
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Abbildung 3.11: Synthese des Trimer-TEG-Sulfo-NHS-Aktivesters 44.
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Untersuchungen des Reaktionsgemisches mittels Massenspektrometrie (ESI-TOF) ergaben,
dass der gewiinschte Sulfo-NHS-Aktivester 44 gebildet wurde, aber aufgrund seiner
Wasserloslichkeit nicht isoliert werden konnte. Zudem stellte sich heraus, dass das Produkt 44

instabil ist und sich nach einer Behandlung mit Wasser langsam wieder zersetzt.

Modifizierungen und Konjugationsreaktionen, z. B. von Proteinen liber NHS-Aktivester, sind
sehr verbreitet. Die NHS- bzw. Sulfo-NHS-Aktivester werden jedoch in der Regel in situ
hergestellt und direkt mit der zu modifizierenden Komponente umgesetzt."® Solche
Reaktionen werden meistens in wéssrigem Milieu unter nativen Bedingungen durchgefiihrt,
um eine Denaturierung von Proteinen zu vermeiden. Diese gingige Methode setzt die
Wasserloslichkeit der Substanzen voraus. Da aber die Trimer-TEG-Sdure 41 nicht
wasserldslich ist, kann diese Strategie zur Herstellung der Hybridverbindungen, bestehend aus
dem Trimer 16 und dem Antikorperfragment, nicht angewendet werden. Eine in situ
Herstellung des Aktivesters ist nur in organischen Lésungsmitteln wie DMF oder DMSO
moglich. Unter diesen Reaktionsbedingungen sollte eine Kupplung der Trimer-TEG-Saure 41
mit D1- und D3-Peptid, die keine strukturelle Anderung durch Einwirkung von organischen
Losungsmitteln erfahren, moglich sein.

Diese Reaktion sollte zunédchst mit einer einfachen und kleineren Aminoverbindung anstelle
von D-Peptiden erprobt werden. Hierzu wurde die Sdure 41 zunédchst mit NHS und EDC*HCI

voraktiviert und nachfolgend ohne Isolierung mit Dodecylamin umgesetzt (Abbildung 3.12).

O;N
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H NN )\)k g g
DMF, RT, 4 h RT, 18
N NH HNMN{\/ OH h

N/NH

HN HHN\(\H‘\N{\/VJ\

N/NH
Abbildung 3.12: Synthese des Trimer-TEG-Dodecan (Trim-TEG-DD) 45 iiber einen NHS-Ester.

Das gewiinschte Produkt, Trimer-TEG-DD 45, konnte ohne weitere Reinigung isoliert und
massenspektrometrisch nachgewiesen werden. Die Verbindung 45 wurde auch auf einem

anderen Weg, der im Kapitel 3.4.2 beschrieben wird, hergestellt. Der Vergleich der NMR-
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Spektren zeigte, dass das iiber den NHS-Aktivester erhaltene Kupplungsprodukt eine
geringere Reinheit aufwies und moglicherweise noch Kupplungsreagenzien enthielt. Auch die
Abtrennung von dem wahrscheinlich noch enthaltenen Edukt, Trimer-TEG-Siure 41, war
ohne Reinigung nicht moglich. Prinzipiell zeigte diese Reaktion, dass iber in situ
Aktivesterherstellung weitere Gruppen bzw. Verbindungen am Trimer-Grundgeriist gebunden
werden konnen, man aber anschliefend eine Reinigung z. B. mittels Hochleistungsfliissig-
keitschromatographie (HPLC) durchfiihren sollte. Da das eingesetzte Dodecylamin nur eine
aliphatische und damit reaktionsfihige Aminogruppe besitzt, sind in diesem Fall
Nebenreaktionen ausgeschlossen. Enthidlt aber eine Verbindung, z. B. ein Peptid, mehrere
Amino- bzw. Guanidinogruppen, konnen auch diese Reaktionen mit dem Aktivester
eingehen. Aufgrund unterschiedlicher pK,-Werte von a-NH; am N-Terminus, &-NH; von
Lysin und -NHCNHNH; von Arginin kann die Selektivitit z. B. fiir die Aminogruppe am
N-Terminus mittels Einstellung des pH-Wertes stark erh6ht werden. Wenn man die Reaktion
bei pH 8 durchfiihrt, ist iiber die Hélfte der a-NH,-Gruppen deprotoniert und dadurch fiir
nucleophile Substitutionen aktiv, wéhrend die Aminogruppen von Lysin und die
Guanidinogruppen von Arginin noch weitgehend protoniert und dadurch unreaktiv sind. In
Wirklichkeit erhdlt man aber unter diesen Bedingungen meistens ein Gemisch aus mehreren
Produkten. Dieses Resultat ist auch im Fall der Kupplung mit dem Antikorperfragment zu
erwarten. Die D-Peptide enthalten kein Lysin, was die Zahl der Nebenreaktionen reduzieren
sollte. Einige Nebenreaktionen konnen jedoch vermutlich nicht ausgeschlossen werden, da in
D-Peptiden jeweils mehrere Arginine vorhanden sind. Eine Aufreinigung des gewiinschten

Kupplungsproduktes wire sehr aufwendig oder iiberhaupt nicht moglich.

3.2.2 Molekulares Modelling von Hybridverbindungen (AK Sticht)

Parallel zu den ersten Syntheseversuchen sollten Komplexe zwischen dem A-Peptid und den
konzipierten Hybridverbindungen berechnet werden. Nach bisherigem Wissensstand ist
allerdings der genaue Bindungsort der D1- 7 und D3-Peptide 8 am APB-Peptid oder seinen
Aggregaten unbekannt. Das D3-Peptid 8 verfiigt {iber fiinf Arginine und zwei Histidine, die
sich an jeder zweiten Position der Peptidsequenz befinden. Diese Aminosduren kdnnen
theoretisch durch elektrostatische Wechselwirkungen an saure Gruppen des A-Peptids
binden. Die Protofibrille nach Lihrs et al. besitzt mehrere auf der AuBlenseite angeordnete

[67]

Carboxylat-Reste, die sogenannte Glutamatleiter. Sie wird von den Glutamaten an

Position 22 (E22) der benachbarten AB-Strange gebildet. Diese Carboxylat-Gruppen sind frei
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zuginglich und bieten sich deshalb hervorragend zur Bindung der Guanidino- und
Aminogruppen des D3-Peptids 8 an. Als bevorzugte Bindungsstelle fiir das Trimer 16, die
zweite Komponente der Hybridverbindungen, gilt die KLVFF-Sequenz im AB-Peptid. Wie im
Kapitel 2 bereits erldutert wurde, stabilisieren vor allem die aromatischen Phenylalanin-Reste
iiber die m-n-Stapelwechselwirkungen den Komplex, in dem das Trimer 16 iiber
Wasserstoftbriickenbindungen an das Peptidriickgrat gebunden ist (Abbildung 2.1). Nachdem
fiir beide Komponenten ein potentieller Bindungsort festgelegt war, konnten die
Molekiildynamik-Rechnungen von Trimer-TEG-D3, der ersten Hybridverbindung, im AK
Sticht (Fridrich-Alexander-Universitdt, Erlangen-Niirnberg) durchgefiihrt werden. Dazu
diente als Ausgangsstruktur die pentamere Ap-Protofibrille aus NMR-spektroskopischen
Daten nach Lihrs et al. mit dem PDB-Code 2BEG."*"! Diese Struktur wurde um vier Ap-
Peptidketten verldangert, damit alle Arginin- und Histidin-Reste des ausgedehnten D3-Peptids
Wechselwirkungen zur Glutamatleiter eingehen konnen. Um komplementéire [-Stringe
innerhalb eines ,,U“-formigen Molekiils zu erhalten, wurde jede einzelne Peptidkette des
Nonamers zudem um Glutamin 15 und Lysin 16 verldngert. Der N-Terminus wurde mit einer
Acetylgruppe versehen, wogegen der C-Terminus ionisch blieb. An diese konstruierte
nonamere Af-Protofibrille wurden dann beide AB-Binder, die zunéchst nicht miteinander

verbunden waren, simultan angedockt.

Abbildung 3.13: Modell eines Komplexes bestehend aus AB-Nonamer, Trimer 16 und D3 8. Die
B-Stringe des nonameren AB-Bindermodells sind in gelb dargestellt, wobei die Glutamat 22-Reste in

rot und stibchenformig angedeutet sind.
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In der erhaltenen Komplexstruktur (Abbildung 3.13) liegt das D3-Peptid mit einer maximalen
Anzahl der Bindungen zur Glutamatleiter vor, widhrend sich das Trimer 16 in der
,Phenylalanintasche* des terminalen (-Stranges befindet. Der zwischen den beiden Liganden
gemessene Abstand in diesem Bindungsmodus betriigt 13 A und entspricht damit beinahe
exakt der Linge des TEG-Spacers. Demgemil3 sollte sich der TEG-Spacer sehr gut als
Bindeglied und Abstandhalter zwischen den Ap-ansteuernden (D3 8) und B-Faltblatt
brechenden (Trimer 16) Einheiten eignen. Sollten die beiden Einzelverbindungen tatsidchlich
bevorzugt an die postulierten AP-Bereiche binden, so ist die Wahl einer geeigneten
rdumlichen Entfernung fiir die konzertierte und kooperative Wechselwirkung dieser
Komponenten von entscheidender Bedeutung. Um zu iiberpriifen, ob die vororientierten
Bestandteile auch tiber den TEG-Spacer kovalent verbunden stabile Wechselwirkungen mit
dem AP-Peptid ausbilden konnen, wurde der Komplex minimiert und fiir 10 ns den MD-
Simulationen ausgesetzt. Wie aus der resultierenden Struktur in der Abbildung 3.14 zu
erkennen ist, zeigt die Hybridverbindung danach immer noch simultane Wechselwirkungen

mit den Seitenketten der Glutamatleiter und dem Peptidriickgrat des terminalen B-Stranges.

Abbildung 3.14: Prazisiertes Modell des AB-Trimer-TEG-D3-Komplexes nach 10 ns MD-Simulation.

Im Laufe der molekularen Dynamik hat sich allerdings der Abstand zwischen den beiden
Komponenten der Hybridverbindung im Vergleich zum Startkomplex (Abbildung 3.13)
verkiirzt. Daraus geht hervor, dass die Verwendung eines kiirzeren Spacers anstelle von TEG
vorteilhafter sein sollte. Dieser konnte zudem aufgrund eines geringeren Entropieverlustes

nach der Bindung stabilere Wechselwirkungen zum AB-Peptid eingehen. Der Einbau eines
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noch lidngeren Spacers als TEG sollte sich dagegen aus Entropiegriinden und gemal3 den
Ergebnissen der MD-Simulation negativ auf die Komplexstabilitdt auswirken. Bei einem
vollstindigen Verzicht auf einen Spacer (Null-Spacer) ist wiederum mit einer signifikanten
Einschriankung in der Flexibilitdt, der Bindungsaffinitit und somit auch in der Effektivitét der
Hybridverbindung zu rechnen. Welcher Spacer tatsdchlich die optimale Linge besitzt,
konnten jedoch erst die experimentellen Untersuchungen der verschiedenen Trimer-D3-
Hybride zeigen. Aus diesem Grund sollten Hybridverbindungen mit allen Spacervariationen
synthetisiert werden.

Da fiir das D1-Peptid 7 bisher kein denkbarer Bindungsort ermittelt werden konnte, waren
auch keine Molekiildynamik-Rechnungen bzw. Minimierungen mit D1-enthaltenden
Hybridverbindungen moglich. Trotzdem sollten alle iliberlegten Spacerldngen fiir Trimer-D3-

Verbindungen auch auf Trimer-D1-Hybride iibertragen werden.

3.2.3 Synthese von Hybridverbindungen an der festen Phase

Aufgrund der nicht ausreichenden Selektivitdt der NHS-Ester hinsichtlich der D-Peptide, die
eine aufwendige Reinigung zur Folge hitte, wurde eine neue Strategie verfolgt. Die D-Peptide
sollten zunéchst unter Verwendung der Festphasen-Peptid-Synthese hergestellt und im letzten
Schritt mit einer PMB-geschiitzten Trimer-Spacer-Sdure, z. B. mit Trimer-TEG-OH 40,
gekuppelt werden. Da die Festphasen-Synthese in der Regel in DMF als Losungsmittel
durchgefiihrt wird, ist fiir diese Strategie keine Wasserldslichkeit der Saure 40 erforderlich.
Zudem konnen in diesem Fall alle Nebenreaktionen ausgeschlossen werden, weil die
Kupplungsreaktion nur an einem freien Aminoterminus des am Tridgermaterial gebundenen

und an den Seitenketten geschiitzten Peptids erfolgen kann.

3.2.3.1 Synthese der D1- und D3-Peptide

Im ersten Schritt dieser Strategie mussten D1- und D3-Peptide mittels Festphasen-Peptid-
Synthese (SPPS) hergestellt werden. Zu Testzwecken wurde vorerst das L-Isomer des D3-
Peptids manuell an der festen Phase dargestellt. Bei der Herstellung nach der Fmoc-Strategie
kam das Wang-Harz mit vorinstalliertem Fmoc-Arginin(Pbf) als polymerer Triger zum
Einsatz. Die Kupplung der kommerziell erhiltlichen Fmoc-Aminosduren verlief unter
Zuhilfenahme von HBTU als Kupplungsreagenz und Diisopropylethylamin (DIEA) als Base
in DMF.!"*] Die Vollstindigkeit der einzelnen Kupplungs- und Entschiitzungsschritte wurde

mit den Kaiser- und NF31-Tests sowie mit dem Bromphenolblau-Test fiir sekundidre Amine
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[190,

kontrolliert. 1 Bei unvollstindiger Kupplung musste diese wiederholt werden. Der

Ablauf der Festphasen-Synthese von L3 ist dem nachfolgenden Reaktionsschema zu
entnehmen. Nach elf Zyklen wurden zur Kontrolle, ob das gewlinschte Dodecapeptid auf dem
polymeren Triger immobilisiert vorlag, einige beladene und getrocknete Polymerkugeln fiir
dreieinhalb Stunden mit einem ,,Cleavage-Cocktail“ aus Trifluoressigsdure (93 %),
Triisopropylsilan (TIS, 5 %) und Wasser (2 %) behandelt. Die Losung wurde filtriert, das
Peptid aus kaltem Diethylether ausgefdllt und im Hochvakuum getrocknet. FEine
Charakterisierung mittels Massenspektrometrie und HPLC ergab, dass das gewiinschte

Produkt in ausreichender Reinheit vorlag.
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Abbildung 3.15: Syntheseschema des L-Isomers von D3-Peptid 46.
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Zur Herstellung der D1- und D3-Peptide 7 und 8 stand ein automatisierter Mikrowellen-
Peptid-Synthesizer zur Verfligung. Auf die zeitaufwendige manuelle Synthese, die zur
Darstellung des L-Isomers des D3-Peptids eingesetzt wurde, konnte nun verzichtet werden.
Die Herstellung erfolgte ebenfalls unter Verwendung der standardmifBigen Fmoc-Strategie.
Als polymerer Trager wurde Wang-Harz mit vorinstallierter Fmoc-geschiitzter Aminoséure,
Fmoc-D-Valin bei D1 7 und Fmoc-D-Arginin(Pbf) bei D3 8 eingesetzt. Zur Aktivierung der
Aminosduren und anschlieBenden Kupplung wurden HCTU sowie Hiinig-Base in N-
Methylpyrrolidon (NMP) verwendet. Das Abspalten der Fmoc-Schutzgruppen konnte, mit
Piperidin in DMF erreicht werden. Zur Kontrolle, ob am Ende der Synthese tatséchlich die
korrekte Sequenz in ausreichender Reinheit vorlag, wurde eine geringe Menge des Peptids
analog zum L3-Peptid 46 vom polymeren Tréger abgespalten. Die Peptide 7 und 8 konnten

mit Massenspektrometrie und HPLC in hoher Reinheit nachgewiesen werden.

3.2.3.2 Synthese von PMB-geschiitzten Trimer-Spacer-Sauren

Um die Spacerldnge von Hybridverbindungen variieren zu konnen, sollten im ersten Schritt
des Syntheseweges unterschiedlich lange Spacer an der PMB-geschiitzten Trimer-Saure 27
vorinstalliert werden. Diese Spacer miissen alle mit einer Sdurefunktion enden, damit sie
spiater am N-Terminus des jeweiligen D-Peptids angekniipft werden konnen. Die PMB-
geschiitzte Trimer-TEG-Sdure 40, die einen mittellangen Spacer, das Triethylenglykol-
Derivat, enthilt, stand aus der zuvor erprobten NHS-Ester-Strategie bereits zur Verfiigung.
Weiterhin wurden die y-Aminobuttersdure (GABA) als kurzer Spacer und zwei hintereinander
geschaltete TEG-Derivate als langer Spacer ausgewahlt.

Zur Herstellung der Trimer-GABA-Séure 48 wurde der Methylester der y-Aminobuttersidure
zunéchst in Gegenwart des Kupplungsreagenz PyBOP und der Base N-Methylmorpholin mit
der Trimer-Sdure 27 gekuppelt und anschlieBend mit Lithiumhydroxid einer basischen
Esterhydrolyse ausgesetzt (Abbildung 3.16). Die erhaltene Trimer(PMB)-GABA-Saure 48
wurde spéter geméf den Syntheseschemata 3.19 und 3.20 als Trimer(PMB)-Spacer-Saure zur
Herstellung der Hybridverbindungen mit kurzem Spacer eingesetzt.

Um einen langen Spacer einzufithren wurde die PMB-geschiitzte Trimer-TEG-Séure 40 mit
dem Amino-TEG-Linker 28 umgesetzt (Abbildung 3.17). Die Amidbildung fand in
Gegenwart von EDC*HCl und HOBt in Dichlormethan statt, worauf das nach einer
sdulenchromatographischen Trennung gereinigte Produkt, Trimer(PMB)-(TEG),-OEt 49,

einer basischen Esterhydrolyse mit Lithiumhydroxid ausgesetzt wurde. Das Endprodukt
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dieser Synthese war die PMB-geschiitzte Trimer-(TEG),-Saure 50, die spiter ebenfalls gemal
den Syntheseschemata 3.19 und 3.120 als Trimer(PMB)-Spacer-Séure zur Herstellung der

Hybridverbindungen mit langem Spacer eingesetzt wurde.
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Abbildung 3.16: Syntheseschema der PMB-geschiitzten Trimer-GABA-Séure 48.
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Abbildung 3.17: Syntheseschema der PMB-geschiitzten Trimer-(TEG),-Séure 50.



Synthese und molekulares Modelling 43

Die Trimer-Sdure 27 wurde insgesamt mit drei unterschiedlich langen Spacern versehen, die
alle eine terminale Siurefunktion aufweisen. Die drei resultierenden Trimer(PMB)-Spacer-

Séuren 40, 48 und 50 sind in der Abbildung 3.18 dargestellt.
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Abbildung 3.18: Ubersicht der synthetisierten PMB-geschiitzten Trimer-Spacer-Siuren: Trimer-
GABA-OH 48, Trimer-TEG-OH 40 und Trimer-(TEG),-OH 50.

3.2.3.3 Synthese von Hybridverbindungen

Im letzten Reaktionsschritt wurden die noch am Harz gebundenen und an den Seitenketten
geschiitzten D1- und D3-Peptide jeweils mit allen hergestellten Trimer(PMB)-Spacer-Sauren
40, 48, 50 und das D3-Peptid auBBerdem noch mit der Trimer(PMB)-Saure 27 umgesetzt. Die
Aktivierung und Kupplung dieser Siuren, die im zweifachen Uberschuss eingesetzt wurden,
erfolgte mit HCTU und DIEA in DMF. Zur Kontrolle des Kupplungsschrittes wurden Kaiser-
und NF31-Tests verwendet. Im Fall, dass die Kupplungen nach 24 Stunden Reaktionszeit
unvollstindig waren, wurden die Reaktionslosungen einige Minuten lang in der Mikrowelle
(siche Kapitel 6.10) behandelt. Die Reaktionsschemata fiir Hybridverbindungen mit dem
jeweiligen Peptid sind in den Abbildungen 3.19 und 3.20 aufgefiihrt. Die geschiitzten
Hybridverbindungen wurden in einem ,,Cleavage-Cocktail“ vom Harz abgespalten. Hierbei
wurden gleichzeitig die Peptid- und zum Teil auch die PMB-Schutzgruppen entfernt. Nach
Behandlung mit Trifluoressigsdure bei 70 °C konnten die Hybridverbindungen vollstindig

entschiitzt werden.
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Abbildung 3.19: Konvergentes Syntheseschema der Trimer-Spacer-D1-Hybride. Das immobilisierte
und geschiitzte D1-Peptid wurde mit den Trimer-Spacer-Sauren 48, 40 und 50 umgesetzt.
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Abbildung 3.20: Konvergentes Syntheseschema der Trimer-Spacer-D3-Hybride. Das immobilisierte

und geschiitzte D3-Peptid wurde sowohl mit der Trimer(PMB)-Saure 27 als auch mit den Trimer-
Spacer-Sauren 48, 40, 50 umgesetzt.
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Da bei diesen Kupplungsreaktionen nie eine 100 %ige Kupplung erreicht werden konnte,
mussten die Edukte, d.h. die nicht umgesetzten D-Peptide, abgetrennt werden. Dies gelang
durch fraktionierendes Ausfillen. Hierbei wurden bei langsamer Zugabe des kalten
Diethylethers zu noch in TFA gelosten Hybridverbindungen mehrere Feststoff-Fraktionen
erhalten. Wie sich herausstellte, fiel das Trimer-Peptid-Kupplungsprodukt immer zuerst aus
und konnte auf diese Weise aufgereinigt werden. Die isolierten und anhand von HPLC und
Massenspektrometrie analysierten Hybridverbindungen lagen alle in ausreichender Reinheit

vor, so dass auf eine priaparative HPLC-Reinigung verzichtet werden konnte.

Der Einbau des kurzen Spacers wurde zuvor auf einem linearen Syntheseweg erprobt. Im
Gegensatz zur oben erlduterten zum Teil konvergenten Synthesestrategie erfolgte in diesem
Fall zunéchst die Ankniipfung der Fmoc-GABA-Sé4ure 32 an die noch am polymeren Triager
gebundenen und geschiitzten D1- und D3-Peptide. Nach der anschlieBenden Fmoc-
Entschiitzung  wurde die  Kupplungsreaktion der  Trimer-Sdure 27  ausgefiihrt
(Abbildung 3.21). Die Analyse der entschiitzten Verbindungen mit Massenspektrometrie und
HPLC ergab, dass die Hybridverbindungen im Gemisch wahrscheinlich mit weiteren
Zwischenprodukten vorliegen. Dies ist vermutlich auf unvollstindige Kupplungsreaktionen
der einzelnen Arbeitsschritte zuriickzufiihren. Auf eine priaparative HPLC-Reinigung, die in
diesem Fall mehrmals durchgefiihrt werden miisste und daher zu starken Ausbeuteverlusten
gefiihrt hétte, wurde verzichtet und eine konvergente Strategie, die bereits zuvor erldutert

wurde, vorgezogen.

o

1. FmocHN\/\)]\
OH

0
. HCTU, DIEA, DMF 32
o—[Tinker Q) . HN~ o~[Tinker -G
H,N— D1/D3 N— D1/D3——
(geschutzt)y ©O 2. Piperidin (20 %) in DMF H (geschitzty ©O

27 1. TFA, H,0, TIS 7\[/\>\(O
- > NN 7 T K- p1ps —"
HCTU, DIEA,DMF 2 TFA,70°C, 3 h H MN NN N— _\<O
N—NH Q N

Abbildung 3.21: Lineare Synthese der Trimer-GABA-D1/D3-Peptide.
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3.2.4 Uberblick der neuen Hybridverbindungen

Es konnten insgesamt drei Trimer-D1- 51, 52, 53 und vier Trimer-D3-Hybridverbindungen
54, 55, 56, 57, deren Strukturen in Abbildungen 3.22 und 3.23 veranschaulicht sind,
hergestellt werden. Zur Variation des Abstandes zwischen dem Trimer 16 und einem Peptid
fanden ein kurzer (GABA), ein mittellanger (TEG) und ein langer (TEG-TEG) Spacer ihre
Anwendung in der Synthese. Aufgrund mangelnder Selektivitit der NHS-Ester musste von
diesem Syntheseweg abgesehen werden, wonach schlieflich die konvergente
Festphasensynthese unter Verwendung von vorgefertigten Trimer-Spacer-Sauren 40, 48, 50
zum Erfolg fiihrte. Die ersten Hinweise darauf, welche Abmessungen ein Spacer fiir die
optimale simultane Bindung der beiden Hybridkomponenten an das AB-Peptid besitzen sollte,
lieferten die MD-Simulationen. In biophysikalischen Untersuchungen wird diese Annahme

spéter noch genauer untersucht.
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Abbildung 3.22: Ubersicht der synthetisierten Trimer-D1-Hybridverbindungen 51-53.
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Abbildung 3.23: Ubersicht der synthetisierten Trimer-D3-Hybridverbindungen 54-57.
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3.3 Hybridverbindungen mit Antikdrperfragmenten

In einem Kooperationsprojekt mit dem AK Korth (Heinrich Heine Universitdt Diisseldorf)
sollte das Trimer 16 an den IC16-Antikdrper oder an sein scFv-Fragment kovalent gebunden
werden. Der monoklonale IC16-Antikérper bindet selektiv an die 1-16-Region des AB-
Peptids und das sAPPo-Protein, das ebenfalls diesen Sequenzabschnitt enthélt (siche
Kapitel 1.3). Eine kovalent verkniipfte Hybridverbindung sollte im Vergleich zu den Einzel-
komponenten eine viel hohere Affinitit und Spezifitit zum AB-Peptid aufweisen und dadurch
die Aggregation effektiver unterbinden konnen. Der durch die hohe Affinitdt des Antikorpers
zum A-Peptid hervorgerufene Wirkmechanismus dieser Hybridverbindung sieht erst die
Bindung des Antikdrperfragments vor, der die Komplexierung des an einem beweglichen
Seitenarm positionierten Trimers 16 folgt.

Die Antikorper, auch Immunglobuline (Ig) genannt, sind Y-formige Proteine, die zwei
Funktionen besitzen: Sie erkennen einerseits verschiedenste Antigene mit sehr hoher
Spezifitdt und Affinitdt und 16sen andererseits immunologische Effektormechanismen gegen
das erkannte Antigen aus. Molekular gesehen ist das Y ein achsensymmetrisches Heterodimer
bestehend aus zwei molekular identischen, schweren Ig-Ketten und zwei identischen, leichten
Ig-Ketten (Abbildung 3.24). Disulfidbriicken verkniipfen jeweils eine leichte mit einer
schweren Kette und verbinden auch die beiden schweren Ketten kowvalent miteinander.
Zwischen der ersten und zweiten konstanten Region der schweren Kette befindet sich die
Gelenkregion, welche die sogenannte Fab- und Fc-Fragmente verbindet. Hypervariable

Doménen der leichten und schweren Kette bilden gemeinsam die Antigenbindungsstellen,

von denen der Antikorper zwei identische besitzt. Die Fc-Fragmente vermitteln dagegen die
[192]

biologischen Effektorfunktionen.

Abbildung 3.24: Struktur eines Antikorpers. C: Konstante Domine; Fab: fragment of antigen
binding; Fc: constant fragment; H: schwere Ig-Kette (unterteilt in Abschnitte 1-3); L: leichte Ig-Kette;

V: variable Doméne; SCFV: single chain variable fragment.
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scFv-Antikorper (engl. single chain variable fragment) sind kiinstlich hergestellte
Antikorperfragmente, die die Antigen-erkennenden variablen Doménen der leichten und der
schweren Kette kovalent verbinden. scFv-Fragmente besitzen keine an die Fc-Einheit
gekniipfte und iiber eine Aktivierung des Komplementsystems vermittelte Zytotoxizitit. Die

Selektivitit und Affinitit eines normalen Antikorpers bleiben jedoch erhalten.!*?

Die erste Uberlegung zur Herstellung des scFv-Trimer-Konjugates iiber einen NHS-Ester war
aufgrund der Unloslichkeit und Instabilitdt der synthetisierten Aktivester nicht realisierbar.
Zudem hatte ein NHS-Aktivester keine Selektivitit fiir ein bestimmtes an der Oberfldche des
Peptids lokalisiertes Lysin und konnte auch an eine fiir die AB-Erkennung wichtige Region
binden und diese damit blockieren.

Folglich wurde eine neue Strategie zum Kombinieren der beiden Elemente iiberlegt. Das
IC16-scFv-Fragment enthélt wie in der Regel alle rekombinanten Proteine ein C-terminales
His-Tag, das eine Aufreinigung mittels Affinitdtschromatographie ermoglicht. Bei dem
Reinigungsschritt bindet sich das aus sechs Histidinen zusammensetzende Peptid (6xHis-tag)
an ein Sdulenmaterial mit Nitrilotriessigsdure-Resten (engl. nitrilotriacetic acid, NTA). Dort
liegen Ni**-Ionen jeweils komplexiert durch ein NTA-, Kopfchen® und zwei Wassermolekiile
in oktaedrischen Komplexen vor. Die Ni*"-Ionen kénnen mit zwei Histidin-Resten des
Proteins im Austausch gegen Wasser interagieren, wobei ein stabiler oktaedrischer Komplex
(Abbildung 3.25) gebildet wird. Dieser am scFv-Fragment vorhandene His-Tag sollte nun
auch fiir die Herstellung der Antikorper-Trimer-Hybridverbindung geméf der Abbildung 3.25

genutzt werden.
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Abbildung 3.25: Schematische Darstellung eines oktaedrischen [Ni(Trimer-TEG-NTA)His,] -

Komplexes.
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Diese Idee weiterverfolgend wurde das Trimer-Grundgeriist mit einem NTA-Rest unter
Verwendung des TEG-Spacers als Abstandhalter modifiziert (Abbildung 3.26). Ausgehend
von H;N-(S)-Lys(Z)-OMe (58) wurde mittels Bis-Alkylierung unter Verwendung von
Methylbromacetat als Alkylierungsmittel in Gegenwart von Kaliumcarbonat der Triester 59
synthetisiert. Anschliefende Hydrogenolyse mit Palladium auf Aktivkohle fiihrte zum freien
Amin 60."”* Diese Verbindung konnte nur massenspektrometrisch nachgewiesen werden.
Das aufgenommene 'H-NMR-Spektrum wies sehr breite Signale auf und konnte deshalb nicht
ausgewertet werden. Moglicherweise kommt es wihrend der Entschiitzung zu
Polymerisationsreaktionen und Lactambildung, was die niedrige Ausbeute der nachfolgenden
Kupplungsreaktion mit Z-TEG-OH 29 in Gegenwart von HCTU als Kupplungsreagenz und
Lutidin als Base erkldren konnte. Der Amino-TEG-NTA-Triester 62 wurde nach der
hydrogenolytischen Abspaltung der Z-Schutzgruppe isoliert und in einer Kupplungsreaktion
mit der Trimer-Sdure 27 weiter umgesetzt. Dabei wurde EDC*HCI als Kupplungsreagenz
unter Zusatz von HOBt als Additiv verwendet. Die isolierte und gereinigte Verbindung 63
wurde einer alkalischen Esterspaltung mit LiOH ausgesetzt und anschlieBend mit TFA von
PMB-Schutzgruppen befreit. Die Trimer-TEG-NTA-Sdure 65 konnte nachfolgend mit
dquivalenter Menge einer 0.2 M NaOH-Losung in das wasserlosliche Trinatriumsalz 66

uberfiihrt werden.

Nach der erfolgreichen Synthese von Trimer-TEG-NTA 66 wurde diese Verbindung fiir die
Komplexierung verwendet. Der erste Komplexierungsversuch wurde allerdings nicht wie
vorgesehen mit dem IC16-scFv-Fragment, sondern mit einem scFv-Fragment des W226-
Antikorpers unternommen, welcher in groflerer Menge zur Verfligung stand und ebenfalls ein
His-Tag enthielt. Dieser monoklonale Immunglobulin-G-Antikérper entstammte der Zelllinie
W226, die durch Immunisierung von Knock-out-Miausen mit PrP> entstand. Der aus den
variablen Fragmenten klonierte Einzelstrang-Antikorper W226-scFv bindet sowohl an PrPS,
als auch an PrP*, hat eine Dissoziationskonstante im nanomolaren Bereich und zeigt eine

sehr hohe Antiprion-Aktivitit.!'**!
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Abbildung 3.26: Syntheseschema von Trimer-TEG-NTA 66
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3.3.1 Prionerkrankungen

Aufgrund der zusitzlichen Anwendung der Hybridverbindungen gegen das Prion-Protein
werden die entsprechenden Krankheiten im Nachfolgenden kurz erldutert. Prionerkrankungen
sind {ibertragbare spongiforme Enzephalopathien, die die Creutzfeld-Jakob-Krankheit (CJK),
das Gerstmann-Striussler-Scheinker-Syndrom (GSS) und Kuru bei Menschen und
Traberkrankheit (engl. Scrapie) sowie bovine spongiforme Enzephalopathie (BSE) bei Tieren
einschlieBen. Es handelt sich hierbei um degenerative Hirnerkrankungen, die mit
charakteristischen schwammartigen histologischen Verdnderungen des Gehirns einhergehen
und stets tédlich verlaufen. Nach der Theorie von Stanley Prusiner ist das Agens dieser
Erkrankungen ein infektidses Protein, das Prion (engl. proteinaceous infectious agent). Es
handelt sich dabei um eine fehlgefaltete Form (PrP, Sc: Scrapie) eines normalerweise in
allen Zelltypen vorkommenden und unschédlichen Prionproteins (PrP%).!"*! PrP¢ und PrP*
besitzen zwar die gleiche Aminosduren-Sequenz und Masse von 33-35 kDa, unterscheiden
sich aber grundlegend in ihren biophysikalischen und biochemischen Eigenschaften, wie
Loslichkeit, Stabilitét und Struktur. Wihrend das PrP¢ hauptsichlich in o-helikaler Struktur
vorliegt, Protease K (PK)-sensitiv und in nichtionischen Detergenzien 16slich ist, weist die
krankheitsassoziierte, infektiose PrP**-Form einen hohen Anteil an p-Faltblattstrukturen auf
und zeigt die Tendenz unlosliche Aggregate zu bilden. Der exakte Mechanismus der
Umwandlung von PrP® zu PrP* ist noch nicht vollstindig geklart.!"*"

Seit einigen Jahren gibt es zudem den Verdacht, dass das Prion-Protein eine wichtige Rolle
bei den neurodegenerativen Vorgiangen der Alzheimer-Krankheit spielen konnte. Vor kurzem
wurde festgestellt, dass eine Behandlung der Gehirnzellen von Mausen, denen das PrP“-Gen
fehlte, mit B-Amyloid-Oligomeren nicht zur Reduktion der Langzeit-Potenzierung, wie bei
den Zellen von normalen Mausen, fiithrte. AB-Oligomere binden mit nanomolarer Affinitdt an
zelluldres Prion-Protein (PrP%), wobei das letzte hierbei als Rezeptor und Vermittler der
synaptischen Dysfunktion dient. Spidter wurden Antikorper gegen das Prion-Protein
entwickelt, die die Bindung der AB-Oligomere verhinderten und somit die Zellen vor

schadlicher Einwirkung der Amyloid-B-Oligomere schiitzten.!'””

3.3.2 Herstellung der Trimer-(W226-scFv)-Hybridverbindung

Wie kiirzlich herausgefunden wurde, ist das Trimer 16 in der Lage an beide Formen des

Prion-Proteins (PrP¢ und PrP®%) zu binden. Basierend auf diesen anhand eines wasserlslichen
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Trimer-Derivates gewonnene Erkenntnisse, die genauer erldutert im Kapitel 4.2.4 zu finden
sind, konnte durch eine Kombination des W226-scFv-Fragmentes mit dem trimeren
Aminopyrazol-Rezeptor eine noch hohere Affinitit und eine stirkere Antiprion-Aktivitit
erzielt werden. Sollte die Komplexbildung zwischen W226-scFv und Trimer-TEG-NTA 66
erfolgreich verlaufen, konnte dieses Verfahren spéter auch auf die Verbindung des Trimers 16
mit dem A-spezifischen IC16-scFv-Fragment angewandt werden. Bei einer Komplexierung
aller Histidine des 6xHis-Tags, ist im Idealfall mit einem 1:3-Komplex zu rechnen. Das scFv-

Fragment konnte also mit drei Trimer-Molekiilen modifiziert werden (Abbildung 3.27).

W226-scFv

Abbildung 3.27: Schematische Darstellung eines 1:3-Komplexes aus W226-scFv und Chelator 66.

Wéhrend bei einer nativen Messung mit Hilfe der Fourier-Transform-
Ionencyclotronresonanz-Massenspektrometrie im positiven ESI-TOF-Modus durch Uwe
Linne (Philipps-Universitit Marburg) das W226-ScFv detektierbar war, konnte der
gewiinschte Komplex gemiB der Abbildung 3.27 mit dreifachem Uberschuss an Trimer-TEG-
NTA 66 und dquimolaren Mengen an Ni*"-Ionen beziiglich des Antikdrperfragmentes leider
nicht nachgewiesen werden. Moglicherweise ist der Komplex nicht stabil genug, um ihn
massenspektrometrisch nachweisen zu koénnen. Um eine Komplexierung von allen sechs
Histidinen zu sichern wurden zusitzlich Versuche mit hdherem Uberschuss an Ni**-Ionen und
Chelator 66 unternommen. Unter diesen Bedingungen fand allerdings eine Protein-
denaturierung statt, die sich durch Niederschlagsbildung auszeichnete.

Zur Erhohung der Bindungsstabilitit wird derzeit das W226-scFv-Fragment im AK Korth mit
zehn Histidinen (10xHis-Tag) hergestellt. Da an diesem Protein eine Komplexierung von flinf
Trimer-Derivaten zugleich mdoglich ist, sollte dadurch die Wahrscheinlichkeit einer Bindung

statistisch gesehen viel hoher liegen.
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3.4 Trimere mit verschiedenen Haftgruppen

Das Trimer 16 zeigte bei biophysikalischen Untersuchungen eine moderate inhibierende und
disaggregierende Wirkung auf die AP-Aggregation. Neben der Synthese von
Hybridverbindungen sollte deshalb das Trimer 16 als Leitstruktur dienen, um durch
verschiedene Modifizierungen optimiert zu werden. Mehrere Trimer-Derivate wurden bereits
von Katrin Hochdorffer synthetisiert und untersucht, wobei bei einigen eine erhebliche
Steigerung aggregationsinhibierender und neuroprotektiver Wirkungen festgestellt wurde.!'®"!

Parallel dazu wurden im Rahmen dieser Arbeit ebenfalls Trimer-Modifizierungen

vorgenommen und die hergestellten Derivate spéter untersucht.

3.4.1 Trimer-TEG-Saure 41

Eines der Trimer-Derivate ist die zuvor synthetisierte Trimer-TEG-Sédure 41. Sie besitzt einen
16slichkeitsfordernden Triethylenglykol-Rest, dessen Sauerstoffatome schwache Wasserstoft-
briickenbindungen ausbilden konnen, weshalb diese Verbindung in der Lage sein sollte
weitere Interaktionen mit dem AP-Peptid einzugehen. Da die Verbindung 41 vor allem als
Baustein fiir die Hybrid-Synthese diente, war es sinnvoll dieses Trimer-Derivat zu
untersuchen, um zu sehen, wie sich der eingefiihrte TEG-Rest auf die Trimer-Leitstruktur
auswirkt. Sehr wiinschenswert waren gleiche bzw. verbesserte aggregationshemmende
Eigenschaften des neuen Liganden 41 im Vergleich zum Trimer 16. Der eingefiihrte TEG-
Linker sollte die Funktion des Trimers auf keinen Fall storen oder abschwichen.
Untersuchungen der TEG-modifizierten Trimer-Derivate mittels Fluoreszenz-Korrelations-
Spektroskopie und analytischer Ultrazentrifugation (AK Willbold) ergaben, dass die
Verbindungen keine signifikante Abnahme der Aggregatgrole bewirken, jedoch die

Entstehung kleinerer Oligomere fordern.!®®

Im AK Sticht wurden einige Trimer-Derivate mittels Molekiildynamik-Simulationen (MD) in
Wasser unter Verwendung von Amber9 beziiglich der Stabilitit der minimierten Liganden-
AB-Pentamer-Komplexe untersucht. Dabei wurden AP-Liganden-Komplexe benutzt, die
zuvor mit dem Programm MacroModel 8 in Wasser mit dem Kraftfeld OPLS-2005 und
jeweils 1500 Schritten minimiert wurden. Die pentamere Ap-Protofibrille aus NMR-
spektroskopischen Daten nach Luhrs et al. mit dem PDB-Code 2BEG diente analog zu

Berechnungen mit Trimer-D3-Hybridverbindungen als Ausgangsstruktur fiir die
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Minimierungen und MD-Simulationen mit Trimer-Derivaten.”” Die MD-Rechnungen
wurden mit der Trimer-TEG-Saure 41 und ihrem Derivat Trimer-TEG-NMe durchgefiihrt. In
der Abbildung 3.28 sind die Liganden-AB-Komplexe nach 20 ns MD-Simulation dargestellt.
In beiden  Strukturen blieben  widhrend der MD-Simulation sowohl die
Wasserstoftbriickenbindungen, als auch die n-n-Stapelwechselwirkungen der trimeren
Aminopyrazol-Einheit erhalten. Dabei kam es zu einer Erhohung der Flexibilitdt der Af-
Protofibrille im N-terminalen Bereich. Sehr grofle Unterschiede sind in der resultierenden
Orientierung der TEG-Reste zu beobachten. Wéhrend der TEG-OH-Rest oberhalb des
terminalen ,,U“-formigen Ap-Molekiils angeordnet ist (Abbildung 3.28, links), lagert sich der
TEG-NMe-Rest zwischen zwei -Stringen des Pentamers an (Abbildung 3.28, rechts). Dieser
TEG-NMe-Rest durchdringt vor allem die B-Turn-Region, die weniger stabil gestapelt ist und
mit Wassermolekiilen gefiillt ist. Diese Einlagerung kann moglicherweise zur
Destabilisierung der Salzbriicke zwischen Aspartat 23 und Lysin 28 fiihren. Trimer-TEG-
NMe geht folgende zusdtzliche Wechselwirkungen mit dem AP-Peptid ein: TEG -
Alanin 21 (A); TEG — Aspartat 23 (A); TEG — Glutamat 22 (A); TEG — Leucin 34 (B);
NMe - Glutamat 22 (A); NMe — Aspartat 23 (A); NMe — Aspartat 23 (B). A steht fiir das
oberste und B fiir das darunter liegende ,,U“-férmige Ap-Molekiil.

Abbildung 3.28: Komplexe von AB-Pentamer mit Trimer-TEG-OH 41 (links) und Trimer-TEG-NMe
(rechts) nach 20 ns MD-Simulation.
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3.4.2 Trimer-TEG-Dodecan 45

Einige weitere Trimer-Modifikationen basierten auf der Trimer-TEG-Siure 40. Uber den
TEG-Spacer sollten im Gegensatz zu relativ groBen Hybridverbindungen unterschiedliche
kleinere funktionelle Gruppen eingefiihrt werden. Der TEG-Spacer diente also auch hier als

Abstandhalter und Bindeglied zu den eingefiihrten Resten.

Um die Lipophilie des Trimers zu erhéhen, wurde das Aminopyrazol-Grundgeriist mit einem
Alkylrest modifiziert. Dieser sollte hydrophobe und dispersive Wechselwirkungen mit
ungeladenen Aminosduren-Seitenketten in hydrophoben Bereichen des AB-Peptids eingehen
und somit die Bindung des Liganden an das A-Peptid weiter verstirken. Die
Funktionalisierung erfolgte in einer Reaktion der PMB-geschiitzten Trimer-TEG-Saure 40 mit
Dodecylamin in Gegenwart des Kupplungsreagenz EDC*HCI] und des Additivs HOBt in
Dichlormethan (Abbildung 3.29). Nach sdulenchromatographischer Reinigung und
anschlieBender Abspaltung der PMB-Schutzgruppe mit heiler TFA konnte der neue -
Faltblattligand Trimer-TEG-Dodecan (Trim-TEG-DD, 45) isoliert werden.

O,N 0
2 { N 0 0 Q HoN(CH,)141CH3
N— k\/o OH
N HN— ~" N 3 EDC*HCI, HOB, CH,Cl,
‘v N PMB
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O,N o o)
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Abbildung 3.29: Syntheseschema des Trim-TEG-DD 45.

Das Trimer-Derivat 45 sollte ebenfalls im Komplex mit dem AB-Pentamer minimiert werden.

Hierzu wurde der neu eingefiihrte Alkylrest zu Beginn der Minimierung entlang des

terminalen Peptidriickgrats im Bereich mit vielen hydrophoben Aminoséuren vororientiert.
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Abbildung 3.30 zeigt die minimierte Komplex-Struktur. Dieser Komplex wurde anschlieBend
ebenfalls einer MD-Simulation (AK Sticht) unterworfen. Im Laufe der Berechnung 16ste sich
der Alkylrest immer mehr von seiner vororientierten Lage ab und ,,wanderte” entlang der
Methionin-Leiter, die sich auf der Riickseite der Protofibrille auf Position 35 befindet, zu den
darunter liegenden Peptidstrangen. Wie man aus der Abbildung 3.31, in der die resultierende
Komplex-Struktur dargestellt ist, entnehmen kann, befindet sich der lipophile Rest vollstéindig
auf der Riickseite der Protofibrille und geht Wechselwirkungen mit Leucin 34 (A),
Methionin 35 (C), Isoleucin 32 (D) und Glycin 33 (D) ein. Gleichzeitig sind Interaktionen des
TEG-Spacers mit Isoleucin 32, Glycin 33 und Leucin 34 der obersten Peptidkette A zu

beobachten.

Abbildung 3.30: Fiir die MD-Simulation minimierte Startkomplexstruktur zwischen Trim-TEG-

DD 45 und einer pentameren Ap-Protofibrille.

Abbildung 3.31: Komplex zwischen AB-Pentamer und Trim-TEG-DD 45 nach 20 ns MD-Simulation.
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3.4.3 Trimer-TEG-Lysin 70

Ein weiteres Ziel war es, die Wasserloslichkeit des trimeren Aminopyrazols 16 durch seine
Funktionalisierung zu erh6éhen. Schon in den Vorarbeiten wurde ein Lysin zur Erhéhung der
Polaritdt eingebaut. So verkniipfte Katrin Hochdorffer das Trimer 16 mit einem Lysin-
Methylester, um die wasserlosliche Verbindung 68 zu erhalten (Abbildung 3.32). Dies fiihrte
allerdings zu einer signifikanten Verminderung der inhibierenden und disaggregierenden
Wirkung. Die Néhe der geladenen Seitenkette des Lysins wurde als eine mdgliche Ursache
fiir diesen Effekt diskutiert. So konnte das Ammoniumion die Wechselwirkungen des Trimer-

Kerns an seinem Bindungsort blockieren bzw. abschwéchen.

Abbildung 3.32: Struktur von Trimer-Lysin-OMe 68.

Aufbauend auf dieser Theorie sollte der TEG-Spacer als Abstandhalter zwischen der
geladenen Aminosdure Lysin und dem Trimer-Gerilist eingebaut werden. Als
Ausgangsverbindung diente auch hier die PMB-geschiitzte Trimer-TEG-Séure 40, die in einer
Kupplungsreaktion mit Seitenketten-geschiitztem Lysinmethylester in Gegenwart von PyBOP
und NMM umgesetzt wurde. Nach einer sdulenchromatographischen Reinigung und
anschlieBender Abspaltung der PMB-Schutzgruppen konnte der wasserlosliche Ligand 70 als
Trifluoracetatsalz isoliert werden (Abbildung 3.33).
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Abbildung 3.33: Syntheseschema des Trimer-TEG-Lysins (Trim-TEG-K-OMe) 70.

Um Kraftfeldrechnungen von Trimer-TEG-Lysin 70 durchfiihren zu konnen, musste die
pentamere Protofibrille nach einem mdglichen Bindungsort fiir das neu eingefiihrte
Ammoniumion durchsucht werden. Hierfiir eignet sich wieder die im Kapitel 3.2.2
beschriebene Glutamatleiter. Der TEG-Spacer sollte die Anndherung des Ammoniumions zu
unterschiedlich weit gelegenen Carboxylat-Resten ermoglichen. Die Lysin-Seitenkette wurde
so vororientiert, dass sie eine Salzbriicke mit dem Glutamat 22 der Peptidkette B bilden
konnte. Nach der Energieminimierung kam es zu einer Strukturstabilisierung, indem sich eine
Chelatbriicke zwischen dem Ammoniumion und den Glutamationen der Peptidketten B und C
ausbildete (Abbildung 3.34, links). Diese minimierte Struktur diente nachfolgend als
Ausgangsstruktur fiir MD-Rechnungen (AK Sticht). Im Laufe der Simulation ging die
Chelatbriicke verloren, wobei sich eine Salzbriicke zum Glutamat22 der obersten
Peptidkette A ausbildete und der TEG-Spacer in eine kompakte Anordnung iiberging
(Abbildung 3.34, rechts). Diese Komplexstruktur blieb eine Zeit lang in der Simulation stabil,
lagerte sich jedoch nach 20ns zur Endstruktur (Abbildung 3.35) um, in der keine

Wechselwirkung des Ammoniumions zur Glutamatleiter mehr zu finden war. Der Lysinrest
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geht dagegen Interaktionen zu Valin 18 und Phenylalanin 20 ein, wihrend der TEG-Spacer
zusitzliche Kontakte zu Leucin 34 und Phenylalanin 20 der oberen Peptidkette A eingeht. Die
Ergebnisse der Molekiildynamikrechnungen deuten also darauthin, dass ein einzelner

kationischer Rest fiir die Ausbildung von stabilen polaren Wechselwirkungen mit der

Glutamatleiter nicht ausreicht.

Abbildung 3.34: Links: Fir MD-Simulation minimierte Startkomplexstruktur zwischen einer
pentameren Protofibrille und dem Trimer-TEG-K-OMe 70. Rechts: Komplexstruktur zwischen dem
AB-Pentamer und Trimer-TEG-OMe 70 nach 16 ns MD-Simulation.

Abbildung 3.35: Komplex zwischen dem Ap-Pentamer und dem Trimer-TEG-OMe 70 nach 20 ns
MD-Simulation.
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3.4.4 Trimer-TEG-Pentalysin 72

Basierend auf den Erkenntnissen aus den MD-Simulationen mit Trimer-TEG-Lysin 70, aus
denen hervorging, dass die Bindung eines einzigen Lysinrestes an saure Seitenketten des A-
Peptids nicht stabil genug war, sollte das Trimer 16 mit mehreren kationischen Resten C-
terminal modifiziert werden, um haltbare und stabilere Interaktionen mit dem AB-Peptid zu
erreichen. Die Zielstruktur seitens des AP-Peptids sollte also die Glutamatleiter bleiben.
Durch eine Verldngerung des Trimers mit einer mehrfach positiv geladenen Seitenkette sollte
die Glutamatleiter gleichzeitig an mehreren Stellen kontaktiert werden (Abbildung 3.36,
rechts). Polylysin- und Polyargininketten eignen sich aufgrund der relativ einfachen Synthese
als solche Erweiterungen. Der TEG-Spacer sollte auch hier als Abstandhalter zwischen dem
Trimer und dem polykationischen Rest dienen. Solche polykationischen Peptide wurden
bereits durch Gibson und Murphy mit der AB-Selbsterkennungssequenz KLVFF kombiniert.
Die Untersuchung ergab, dass Verbindungen dieser Art die Morphologie der Aggregate

verdndern oder die AB-Aggregation sogar beschleunigen kénnen .['*!

3 2
S o N ;sz“ %
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Abbildung 3.36: Links: AB-Struktur der Kette A aus der Protofibrille mit dem PDB-Code 2BEG.["
Die hydrophoben Reste sind in weil3, die polaren in griin und die negativ bzw. positiv geladenen in rot
bzw. blau dargestellt. Rechts: Die Trimer-Einheit 16 ist an die beiden Phenylalanine 19 und 20 des
terminalen AB-Stranges angedockt. Die Glutamate 22 sind stdbchenartig in rot dargestellt. Die blau

gestrichelte Linie deutet eine mdgliche Orientierung eines polykationischen Restes an.

In einer manuellen Festphasen-Peptid-Synthese wurde ankniipfend an die oben beschriebenen
Uberlegungen ein Trimer-TEG-Pentalysin 72 als polykationisch funktionalisiertes Trimer-
Derivat hergestellt. Die Peptidsynthese erfolgte analog zum L3-Peptid (Kapitel 3.2.3.1)
mittels manueller Fmoc-Strategie, wobei das Wang-Harz mit vorinstalliertem Fmoc-Glycin
als polymerer Trager zum Einsatz kam. Die Kupplung des an der Seitenkette Boc-geschiitzten

Fmoc-Lysins fand ebenfalls in Gegenwart von HBTU und Diisopropylethylamin (DIEA) in
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DMF statt (Abbildung 3.37). Zu Testzwecken wurde eine kleine Menge des Peptids analog zu

D-Peptiden abgespalten und analysiert.
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Abbildung 3.37: Syntheseschema des Trimer-TEG-Pentalysins (Trim-TEG-KKKKKG-OH) 72.
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AnschlieBend wurde das noch am polymeren Triger gebundene Peptid entsprechend der
Abbildung 3.37 mit Trimer(PMB)-TEG-Saure 40 in Gegenwart von HCTU und DIEA in
DMF umgesetzt. Nach der vollstindigen Kupplungsreaktion, die mit Hilfe von Kaiser- und
NF31-Tests tiberpriift wurde, konnte die gesamte Verbindung vom Harz abgespalten und von
Boc-Schutzgruppen befreit werden. Nach der Behandlung mit heiler TFA liel sich der

Ligand 72 als Trifluoracetatsalz isolieren.

Das Trimer-TEG-Pentalysin 72 wurde zunédchst wie alle anderen Liganden auch im Komplex
mit APB-Pentamer minimiert. Die resultierende Komplexstruktur (Abbildung 3.38, links)
beinhaltet zwei Salzbriicken von Ammoniumionen der Lysine 2 und 4 (K2 und K4) zu

Carboxylatresten der Glutamatleiter, wobei drei weitere Lysin-Seitenketten nicht komplexiert,

frei im Raum vorliegen.

Abbildung 3.38: Links: Fiir MD-Simulation minimierte Start-Komplexstruktur zwischen Trimer-
TEG-Pentalysin 72 und einer pentameren Af-Protofibrille. Rechts: Komplex zwischen AB-Pentamer

und Trimer-TEG-Pentalysin 72 nach 20 ns MD-Simulation.

Die Komplexstruktur der Verbindung 72 nach 20ns Molekiildynamiksimulation
(Abbildung 3.38, rechts) bestitigt den angenommenen Bindungsmodus und die spezifischen
Wechselwirkungen des pentapeptidischen Substituenten an der postulierten Bindungsstelle,
der Glutamatleiter. Die Lysinseitenketten gehen dabei folgende Wechselwirkungen ein:
Lysin 2 — Glutamat 22 (A); Lysin 4 — Glutamat 22 (B) und Lysin 4 — Glutamat 22 (C). In der
resultierenden Endstruktur wird die Glutamatleiter also von nur zwei Lysinseitenketten

komplexiert. Das Konzept eines polykationischen Substituenten sah aber anfangs noch mehr
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Kontaktstellen zu sauren Resten des Ap-Peptids vor. Obwohl der TEG-Spacer
kompensierende Interaktionen zu Phenylalanin 20, Alanin 21, Aspartat 23 und Valin 24 der
terminalen Peptidkette A eingeht, sind offenbar die Coulomb-Wechselwirkungen der polaren

Lysinketten zum AB-Peptid weniger bedeutsam als zunidchst angenommen.

3.4.5 Trimer-TEG-Pentaarginin 74

Nachfolgend wurde ein weiteres polykationisches Trimer-Derivat, Trimer-TEG-Penta-
arginin 74, das fiinf Arginine enthélt, synthetisiert. Wihrend Lysin zu den Hofmeister-
Kosmotropen zédhlt, welche die Oberflichenspannung erhohen und gefaltete Protein-
Strukturen stabilisieren, gehdrt Arginin zu den Hofmeister-Chaotropen und destabilisiert
folglich gefaltete, insbesondere falsch gefaltete oder aggregierte Proteinstrukturen. Aus
diesem Grund wird Arginin oft zur Erh6hung der Wasserloslichkeit den Proteinldsungen

[101. 1982011 Neben der erfolgsversprechenden

zugesetzt, welche zur Aggregation neigen.
Strategie zur Aggregationshemmung sollte der Einbau eines Pentaarginins zudem den
Vergleich zu Trimer-D3-Hybriden, die ebenfalls jeweils fiinf Arginine enthalten, verschaffen.
In diesem Zusammenhang konnte {iberpriift werden, ob die spezielle Anordnung der Arginine

in der D3-Komponente von entscheidender Bedeutung ist.

Analog zur DI1- und D3-Peptidsynthese wurde das Pentaarginin am automatisierten
Mikrowellen-Peptid-Synthesizer hergestellt. Als polymerer Triger wurde Wang-Harz mit
vorinstalliertem Fmoc-Arginin(Pbf) eingesetzt. Eine Testabspaltung vom Harz mit
anschlieBender Analyse durch Massenspektrometrie und HPLC ergab, dass das gewiinschte
Peptid in hoher Reinheit synthetisiert wurde. Die Kupplung der PMB-geschiitzten Trimer-
TEG-Sédure 40 an das am Harz gebundene Pentaarginin und anschlieBende Isolierung
erfolgten gemédl dem nachfolgenden Reaktionsschema (Abbildung 3.39) und analog zur
Herstellung von Trimer-TEG-Pentalysin 72.

Fiir den hergestellten Liganden 74 wiirde man &dhnliche Eigenschaften wie bei dem zuerst
synthetisierten Pentalysin-Analogon sowohl im Bezug auf die AB-Aggregation als auch auf
seine Loslichkeit erwarten. Es wurde jedoch schon wéhrend der Isolierung von Trim-TEG-
RRRRR-OH 74 beobachtet, dass diese Verbindung ein vollkommen anderes Ldsungs-
verhalten aufweist. Sie l9ste sich nur sehr langsam in TFA, in Wasser und DMSO dagegen
iberraschenderweise iiberhaupt nicht, obwohl man bei einer Verbindung mit vielen Argininen

wie bei einem Derivat mit vielen Lysinen eine hohe Wasserloslichkeit erwartet. Aus diesem
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Grund konnte die Verbindung zunéchst nicht charakterisiert werden. Weiterhin wurde
festgestellt, dass die Verbindung 74 in konzentrierter Salzsdure 16slich ist, sie fillt allerdings
bei einer 1:1-Verdiinnung mit Wasser wieder vollstindig aus. SchlieBlich konnte ein
'H-NMR-Spektrum im DCI/D,0-Gemisch (3:1) aufgenommen werden, in dem alle fiir diese
Verbindung zu erwartenden Protonen im richtigen Intensitétsverhéltnis zueinander zu finden
sind (siche Anhang). Der massenspektrometrische Nachweis gelang erst nach dem
Gefriertrockenen der in TFA gelosten Verbindung 74, die danach in niedrigen

Konzentrationen in Wasser gelost werden konnte.
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Abbildung 3.39: Syntheseschema des Trimer-TEG-Pentaarginins (Trim-TEG-RRRRR-OH) 74.
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Obwohl schlieBlich feststand, dass es sich bei dem isolierten Feststoff um das gewiinschte
Derivat 74 handelt, konnte seine Wirkung aufgrund der schlechten Loslichkeit in keinem
biophysikalischen Experiment erforscht werden. Stattdessen galt es zu ermitteln, warum die
Substanz sich in ihren Eigenschaften so stark von Trimer-TEG-Pentalysin 72 unterscheidet
und welche besondere Rolle dabei die Guanidiniumionen spielen. Zur Beantwortung dieser
Frage wire es sehr hilfreich eine Kristallstruktur dieser Verbindung zu erlangen. Allerdings
scheiterten alle unternommenen Kristallisationsversuche, weil die Verbindung 74 nur in Form
eines amorphen Niederschlags ausfiel. Offensichtlich liegt hier eine starke Tendenz zur
Selbstassoziation vor, bei der die Guanidiniumionen von entscheidender Bedeutung sind. Wie
zuvor erwahnt wurde, wird Arginin den Proteinlésungen zur Stabilisierung der nativ
gefalteten Strukturen zugesetzt. Die Wirkungsweise dieser Aminosdure ist bisher nicht
vollstindig aufgekldrt. Es wird aber unter anderem angenommen, dass die
Guanidiniumgruppe an aromatische Aminosdurereste iiber n-Kation-Wechselwirkungen
binden und dadurch Aggregationshemmung von gefalteten Intermediaten bzw.
[198. 2021 bertrigt man diese

Wechselwirkungen auf Trim-TEG-RRRRR-OH 74, so sind bei dieser Verbindung ebenfalls

Disaggregation von Proteinkomplexen einleiten kann.

n-Kation-Wechselwirkungen zwischen aromatischen Pyrazolringen und vorhandenen
Guanidiniumionen der Arginine vorstellbar. Diese Annahme alleine kann allerdings die
schlechte Loslichkeit des Pentaarginin-Liganden nicht erkldren. Es besteht jedoch die
Moglichkeit, dass sich diese m-Kation-Interaktionen stapeln und sich dadurch aus Schichten
bestehende, unlosliche Aggregate bilden, in denen die polaren Guanidiniumionen vom
Losungsmittel abgeschirmt vorliegen. Dabei sind sowohl inter- als auch intramolekulare
Wechselwirkungen  denkbar. Zur Veranschaulichung der Interaktionen sollten
Energieminimierungen mit Trimer-TEG-RRRRR-OH 74 in Wasser durchgefiihrt werden.
Schon die ersten Versuche die intramolekularen Komplexe zu berechnen, ergaben jedoch,
dass die einzelnen Wechselwirkungen zwischen einem Pyrazolring und Guanidiniumion nicht
stabil sind. Dies bedeutet aber noch nicht, dass die Annahme des gestapelten n-Kation-
Systems falsch ist. Moglicherweise konnen stabile Komplexe erst dann entstehen, wenn sich
sehr viele Molekiile gleichzeitig an den Interaktionen beteiligen. Eine genaue Aufklirung

kann aber wahrscheinlich nur anhand einer Kristallstruktur geschehen.
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3.4.6 Trimer-TEG-KLVFF-OH 77

Um die Spezifitit des Trimers fiir das AB-Peptid zu erhohen, sollte in nachfolgenden
Modifizierungen das trimere Aminopyrazol 16 mit einem kurzen Peptidabschnitt aus
AB(1-42) verkniipft werden. Dazu wurde zunidchst die KLVFF-Sequenz, die bereits von
Tjernberg et al. als cine der ersten Selbsterkennungseinheiten fiir das AB-Peptid eingesetzt
wurde, ausgewihlt.””) Damit das gesamte Molekiil genug Flexibilitit erhilt, sollte zwischen
Trimer- und KLVFF-Einheiten ein TEG-Spacer eingebaut werden. Nach erfolgreicher
manueller Festphasen-Synthese des KLVFF-Peptids, die analog zur Synthese des L3-Peptids
verlief, wurde das Pentapeptid mit PMB-geschiitzter Trimer-TEG-Séure 40 in Gegenwart von
HBTU und DIEA in DMF gekuppelt. Nach Abspaltung der Schutzgruppen gelang es den
neuen Liganden 77, dessen Gesamtsynthese in der Abbildung 3.40 dargestellt ist, in

ausreichender Reinheit zu isolieren.

Da das Trimer 16 im gleichen Sequenzabschnitt des Ap-Peptids wie die KLVFF-
Selbsterkennungssequenz bindet, besteht die Gefahr, dass die beiden Molekiilteile um den
selben Bindungsort im AB-Peptid konkurrieren, wodurch ein Teil des Liganden eventuell
ohne Bindungspartner vorliegen konnte. Weiterhin ist denkbar, dass der Ligand 77 eine
Selbstassoziation eingeht, indem das Aminopyrazol-Grundgeriist an die Phenylalanine des
Peptidteils entweder intra- oder intermolekular bindet. Diese Uberlegungen sind auch auf das
nachfolgende peptidische Trimer-Derivat 79 iibertragbar. Fiir beide Trimer-Derivate sind also
sowohl eine signifikante Erhohung der AB-Spezifitit als auch eine Reduktion der Effektivitit
denkbar.
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Abbildung 3.40: Syntheseschema von Trimer-TEG-KLVFF-OH 77.
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3.4.7 Trimer-TEG-LPFFD-OH 79

Das von Soto et al. entworfene LPFFD-Peptid, welches zur LVFFA-Region im AB-Peptid
komplementir ist, wurde im weiteren aussichtsreichen Ansatz eingefiihrt. Dabei wurde das
LPFFD-Peptid mit Trimer 16 wieder iber einen TEG-Spacer verkniipft. Nach der
erfolgreichen LPFFD-Synthese, welche analog zur Herstellung von D1- und D3-Peptiden,
jedoch unter Verwendung von Wang-Harz mit vorinstallierter Fmoc-Asparaginsidure(OtBu),
am automatisierten Mikrowellen-Peptid-Synthesizer erfolgte. AnschlieBend konnte die
Kupplung der PMB-geschiitzten Trimer-TEG-Saure 40 durchgefiihrt werden. Diese Reaktion
erfolgte auch in DMF in Gegenwart von HCTU und Hiinig-Base. Nach Abspaltung der
Schutzgruppen konnte der neue Ligand 79, dessen Gesamtsynthese in der Abbildung 3.41

dargestellt ist, in ausreichender Reinheit erhalten werden.
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Abbildung 3.41: Syntheseschema von Trimer-TEG-LLPFFD-OH 79.
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3.4.8 Dimerisierung des Trimers 16

In einem weiteren Ansatz sollten die Bindungseigenschaften und somit auch die Effektivitit
des Trimer-Liganden mittels seiner Dimerisierung erhdht werden. Ein dhnlicher Versuch
wurde schon von Petra Rzepecki gestartet. Sie konnte einen tetrameren Aminopyrazol-
Liganden 17 herstellen, der im Vergleich zum Trimer 16 eine stirkere Affinitdt zu Peptiden in
B-Faltblattkonformation aufweisen sollte. Allerdings war dieser Rezeptor nur in heiflem
DMSO 16slich, so dass weder Untersuchungen der Bindungseigenschaften noch biologische
Experimente moglich waren.'® Um dieses Problem bei der Dimerisierung zu vermeiden,
sollte zwischen den beiden Trimer-Einheiten ein 16slichkeitsfordernder Spacer geschaltet
werden. Hierfiir wurde die PMB-geschiitzte Trimer-Séure 27 in Gegenwart von EDC*HCI
und HOBt mit einem symmetrischen 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin (TEGDA) 31
umgesetzt (Abbildung 3.42). Nach einer sdulenchromatographischen Reinigung und
anschlieBender Entfernung der PMB-Schutzgruppen durch heile TFA konnte der neue
spiegelsymmetrische Ligand (Trimer),-TEGDA 81 erhalten werden.
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Abbildung 3.42: Syntheseschema von (Trimer),-TEGDA 81.
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Leider zeichnete sich auch der neue Rezeptor 81 durch extreme Unloslichkeit aus.
Demzufolge bestand keine Mdglichkeit diese Verbindung auf ihre aggregationsinhibierende
Wirkung zu untersuchen. Es konnte lediglich eine stark verdiinnte Losung in DMSO-dg
hergestellt werden, um NMR-Spektren aufzunehmen. Zur Erhéhung der Loslichkeit sollte das
unlosliche Dimer 81 mit zwei Lysinen funktionalisiert werden. Geméall der zunichst
ausgewdhlten Syntheseroute, die in Abbildung 3.43 dargestellt ist, konnte die gewlinschte
Funktionalisierung nicht durchgefiihrt werden. Diese beinhaltet die von Katrin Hochddrffer
ausgearbeitete Synthese von Trimer(PMB)-Lys(Boc)-OH 83. Einer Kupplungsreaktion der
Trimer(PMB)-Séure 27 mit H,N-Lys(Boc)-OMe mit Hilfe von Mukaiyama als
Kupplungsreagenz und DIEA als Base folgte die basenkatalysierte Methylesterspaltung,
wodurch die Séure 83 erhalten wurde. Die nachfolgende Umsetzung von Trimer(PMB)-
Lys(Boc)-OH 83 mit dem bereits oben verwendeten symmetrischen Spacer (TEGDA) 31 in
Gegenwart von EDC*HCI und HOBL blieb allerdings erfolglos. Die massenspektrometrische
Analyse des Reaktionsgemisches ergab, dass die Kupplungsreaktion nur an einem Aminoende
des Spacers stattfinden konnte. Obwohl dieser kritische Reaktionsschritt in einem erneuten

Ansatz wiederholt wurde, fiihrte auch der zweite Versuch nicht zum gewiinschten Produkt.
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Abbildung 3.43: Syntheseversuch von (Trim-K),-TEGDA 84.
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Infolgedessen wurde eine alternative Syntheseroute ausgearbeitet, die mit der Umsetzung des
Z-Lysin(Boc)-OH mit TEGDA 31 in Anwesenheit von DIC und DMAP beginnt
(Abbildung 3.44). Der auf beiden Seiten mit Z-Lysin modifizierte Spacer 85 konnte
anschlieBend hydrogenolytisch mit Palladium auf Aktivkohle von den beiden
Benzylschutzgruppen Dbefreit werden. Die anschlieBende Kupplung von diesem
funktionalisierten Diaminospacer 86 mit PMB-geschiitzter Trimer-Séure 27 gelang in einer
ausreichenden Ausbeute. Nach einer PMB-Entschiitzung konnte das (Trimer-K),-TEGDA 84

als Ditrifluoracetatsalz in einer beinahe quantitativen Ausbeute erhalten werden.
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Abbildung 3.44: Syntheseschema von (Trimer-K),-TEGDA 84.
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3.4.9 Uberblick der neuen Trimer-Derivate

Auf der Basis der Leitstruktur 16 konnten erfolgreich mehrere neue P-Faltblattliganden
hergestellt werden. Neben dem Einbau von kleinen Substituenten zur Erhéhung der
Lipophilie bzw. der Wasserloslichkeit, gelang es mittels Festphasen-Peptidsynthese kurze
Peptidsequenzen, die bestimmte AP-Epitope ansteuern sollten, einzufithren. Alle
Modifizierungen wurden dabei iiber einen TEG-Spacer vorgenommen. Um die
Bindungsaffinitidt von Rezeptor 16 zu erhohen, konnte dieser zu einem loslichen und einem
unloslichen Rezeptor dimerisiert werden. Die durchgefiihrten Molekiildynamik-Rechnungen
(AK Sticht) konnten fiir einige 16sliche Trimer-Derivate die postulierten Bindungsorte der
neuen Substituenten Dbestitigen. Die 16slichen Liganden wund insbesondere die
aussichtsreichsten Derivate wurden spiter mittels ThT-Test, CD-Spektroskopie und TEM

untersucht.
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Abbildung 3.45: Strukturen der Trimer-Derivate mit kleinen eingefiihrten Gruppen.
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3.4.10 Berechnung der pharmakologischen Eigenschaften von Trimer-Derivaten

Bei der Entwicklung von Wirkstoffen besteht ein groBes Interesse bestimmte Eigenschaften
vorhersagen bzw. abschitzen zu konnen. Die Verabreichung eines Medikaments kann im
Allgemeinen oral durch Absorption des Wirkstoffes im Magen-Darm-Trakt oder durch
verschiedene Arten von Injektionen und Diffusionen durch Haut oder Schleimhéute erfolgen.
Die orale Verabreichung wird in der Regel bevorzugt angestrebt.** Wenn ein Wirkstoff auf
das zentrale Nervensystem wirken soll, muss er mit lipophilen (Membranen) und wéssrigen
(z. B. Zytoplasma) Umgebungen wechselwirken kdnnen und zudem in der Lage sein die Blut-
Hirn-Schranke zu iiberwinden. Um die orale Verfligbarkeit von Substanzen abschétzen zu
konnen, sind Parameter wie Lipophile, Grofe und lonisierungsgrad von entscheidender
Bedeutung. Die Lipophilie einer Substanz wird quantitativ durch ihren Octanol/Wasser-
Verteilungskoeffizient (log P) ausgedriickt. Log P-Werte konnen gemessen oder mit relativ
hoher Zuverldssigkeit berechnet werden. Ein weiterer nutzvoller Parameter ist die sogenannte
,molecular polar surface area“, welche ein Mal} fiir die Polaritit des Molekiils darstellt.
Dieser Parameter ist definiert als Summe an Oberflichen, die zu polaren Atomen, wie
Stickstoff- und Sauerstoffatomen in einem Molekiil gehoren, und kann ebenfalls berechnet
werden.”*" Eine weit verbreitete Faustregel fiir orale Verfiigbarkeit wurde 1997 von Lipinski
et al. aufgestellt. Diese ,,Lipinski‘s rule of five® besagt, dass eine Substanz wahrscheinlich
eine schlechte Absorption oder Permeabilitét besitzt, falls eine der folgenden Bedingungen
zutrifft: Molmasse iiber 500 g/mol, mehr als 5 H-Briickendonatoren, mehr als 10 H-

Briickenakzeptoren und Log P > 5.120% 20

Mit Hilfe eines Molinspiration-Computerprogramms wurden miLog P-Werte (Molinspiration
Log P) und TPSA-Werte (engl. topological polar surface area) fiir alle hergestellten Trimer-

I Diese sind in der Tabelle 3.1 mit den Loslichkeiten und

Derivate berechnet.>”’
Molekulargewichten zusammengefasst.

Alle hergestellten Trimer-Derivate besitzen Molekulargewichte {iber 500 g/mol. Nur das
Trimer 16, die Leitstruktur selbst, liegt unterhalb dieses Wertes. Die Anzahl der H-
Briickendonatoren betrdgt bei den substituierten Trimer-Derivaten mindestens 6, beim
Trimer 16 dagegen nur 5. Die Anzahl der H-Briickenakzeptoren liegt in der Leitstruktur 16
bei 6 und erhoht sich bei TEG-enthaltenden sowie semipeptidischen Derivaten auf iiber 10.
Bis zu einer GroBe von 70 A hat die polare Oberfliche keinen negativen Einfluss. Ab 140 A

ist eine Verschlechterung der Bioverfligbarkeit des Wirkstoffes zu erwarten. Die berechneten

TPSA-Werte liegen bei allen Trimer-Derivaten sowie beim Trimer 16 iiber 140 A. Nur die
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berechneten miLog P-Werte iiberschreiten nicht die kritische Grenze und sind in allen Féllen
unter 5. Das Einflihren der hier gewdhlten Substituenten hatte also einen negativen Einfluss
auf die oben erwihnten pharmakokinetischen Eigenschaften der Leitstruktur 16. Verglichen
mit allen Trimer-Derivaten besitzt das Trimer 16 nur einen zu hohen TPSA-Wert und liegt in
anderen Punkten innerhalb der zuldssigen Grenzen. Die Trimer-Derivate {iberschreiten die
Grenzen von in der Regel mindestens drei Kriterien (Molekulargewicht, TPSA sowie Anzahl

der H-Briickendonatoren) und besitzen deshalb voraussichtlich schlechte pharmakokinetische

Eigenschaften.

Tabelle 3.1: Zusammenstellung der Eigenschaften von Trimer-Derivaten.

Verbindung Mol.-Gewicht Loslichkeit miLog P TPSA [A]
[g/mol]
Trimer 16 389.28 b -0.26 216.37
Trim-TEG-OH 41 564.47 -2.07 284.17
Trim-TEG-K-OMe 70 706.66 a -2.51 328.30
Trim-TEG-KKKKKG-OH 72 1262.38 a -5.82 588.87
(Trim-K),-TEGDA 84 1191.14 a -4.10 576.28
Trim-TEG-DD 45 731.80 b +3.27 275.97
Trim-TEG-LPFFD-OH 79 1184.17 b +0.58 441.10
Trim-TEG-KLVFF-OH 77 1199.27 b -1.83 455.68

a) wasserloslich bis min. 4.95 mM; b) 16slich in DMSO und verdiinnbar mit PBS bis zu einer 198 uM

Loésung in 1xPBS/DMSO (90:10).
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3.5 Trimer mit Pinzette

In einem weiteren Projekt dieser Doktorarbeit sollte das Trimer 16 mit einem weiteren
Aggregationshemmer, der phosphatsubstituierten Pinzette 88 (Abbildung 3.48), kovalent
verbunden werden. Das von Klarner, Schrader et al. entworfene wasserldsliche
Rezeptormolekiil bildet selektiv mit basischen Aminoséduren wie Arginin und Lysin recht
stabile Wirt-Gast-Komplexe. Diese FEigenschaft wurde im Wesentlichen fiir zwei
unterschiedliche biologische Anwendungen genutzt. Neben der enzymhemmenden Funktion
ist das Rezeptormolekiil in der Lage die Aggregation mehrerer Amyloid-bildender Proteine,
unter anderem die des Alzheimer-Peptids, zu unterdriicken. Die letztere Eigenschaft wurde
von Gal Bitan (David Geffen School of Medicine, Los Angeles) entdeckt und untersucht. Das
Prinzip dieser Hemmung beruht auf der Komplexierung der basischen Aminosduren
(Lysine 16, 28 und Arginin 5) des AP-Peptids, die mittels Massen- und '“N-NMR-
Spektroskopie eindeutig nachgewiesen werden konnte. Insbesondere die Komplexierung des
Lysins 28 hitte gravierende Auswirkung auf die AP-Aggregation, da wie bereits im
Kapitel 1.5 beschrieben wurde, die Ausbildung der Salzbriicke zwischen Lysin 28 und
Aspartat 23 fiir die Ausbildung des B-Turns und somit fiir die Stabilitdt der Protofibrille von
essentieller Bedeutung ist. Einen Beweis fiir die bevorzugte Komplexierung des Lysins 28

gibt es bislang jedoch nicht.

Abbildung 3.48: Struktur der Phosphat-Pinzette 88.

Durch eine kovalente Verkniipfung der Pinzette 88 mit dem Trimer 16 sollte eine
Ansteuerung von zwei unterschiedlichen Epitopen im Amyloid-B-Peptid ermdglicht werden.
Damit die beiden Rezeptoreinheiten ihre jeweiligen Bindungsstellen ungehindert erreichen
konnen, wurde ein Abstandhalter vorgesehen. Auch in diesem Fall wurde der zuvor
synthetisierte TEG-Linker in Form von Trimer(PMB)-TEG-Saure 40 eingesetzt. In einer

Veresterungsreaktion wurde diese mit der Dihydroxypinzette 89, einer Vorstufe der Phosphat-
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Pinzette 88, dic von Peter Talbiersky synthetisiert und zur Verfiigung gestellt wurde,
umgesetzt (Abbildung 3.49). Die Reaktion verlief in Gegenwart von PyBOP und NMM.
Neben dem eigentlichen Zielmolekiil 90 wurde auch das bisubstituierte Produkt 91, das keine

weitere Anwendung fand, erhalten.

40
PyBOP, NMM
CH,Cly, A, 4d
90: 45 %
91: 12 %
OZNW 0 \/OK
0. O
N M MN/\/ ~ 0o N o
\
PMB N N/N i
90:R' = H
. p2 o) W
91:R N WNM M N
/
N
PMB PMB

Abbildung 3.49: Synthese der Verbindungen 90 und 91.

Im nédchsten Schritt erfolgte die Phosphorylierung der freien Hydroxygruppe der
Verbindung 90 durch Zugabe von Phosphoroxychlorid in Anwesenheit von Triethylamin als
Base und anschlieBender Hydrolyse (Abbildung 3.50). Leider wurden im darauffolgenden
PMB-Entschiitzungsschritt, der drastische Bedingungen erfordert, festgestellt, dass neben der
Entfernung der Schutzgruppen auch die Esterbindung zwischen dem TEG-Linker und der
Pinzette gespalten wurde (Abbildung 3.51). Trotz der gewihlten wasserfreien Bedingungen,
sowohl im Laufe der Reaktion als auch bei der anschlieBenden Féllung mit Diethylether,
konnte diese Esterspaltung nicht verhindert werden. Des Weiteren wurde die PMB-
Entschiitzung der nicht Phosphat-substituierten Vorstufe 90 vorgenommen, die ebenfalls zur

Spaltung dieser Esterbindung fiihrte (nicht dargestellt).
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1.POCI,, NEt;, THE 90

0°C,1h

2. THF/H20 (2:1)
RT, 3d
quant.

Abbildung 3.50: Synthese der Verbindung 92.

Abbildung 3.51: Syntheseversuch der Verbindung 93.

Um die drastischen Bedingungen der PMB-Entschiitzung zu umgehen, wurde eine
Kupplungsreaktion iiber den NHS-Aktivester vorgenommen. Da die NHS-Aktivester
bevorzugt mit primiren Aminogruppen reagieren, wurde hier anstelle der Dihydroxy-
pinzette 89 cine einseitig funktionalisierte Pinzette 94, die ebenfalls von Peter Talbiersky
synthetisiert wurde, eingesetzt (Abbildung 3.52). Die Verbindung 94 besitzt eine terminale
Aminogruppe und sollte als Nucleophil eine Substitutionsreaktion mit einem NHS-Aktivester
eingehen konnen. Leider konnte auch auf diesem Syntheseweg das gewiinschte Produkt 95

nicht erhalten werden.
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Abbildung 3.52: Syntheseversuch der Verbindung 95.

3.6 Trimer mit Fluoreszenzlabel

Mit dem Trimer 16 konnten bisher keine Untersuchungen beziiglich seiner
Zellmembrangingigkeit durchgefiihrt werden. Sehr interessant wére es ebenfalls, die Affinitdt
dieses B-Faltblattliganden beziiglich verschiedener Proteine bzw. Peptide zu erforschen. Fiir
Untersuchungen dieser Art werden oft fluoreszenzmarkierte Rezeptoren eingesetzt. Zur
Einfiihrung einer Fluoreszenzsonde wurde das aminoreaktive Fluoresceinisothiocyanat
(FITC) eingesetzt. Die Sonde ist in der Lage bei leicht basischen Bedingungen mit priméren
Aminen, unter Ausbildung eines Thioharnstoffderivates zu reagieren. Trimer-TEG-Lysin-
OMe 70 wurde als Ausgangsverbindung fiir eine Konjugation mit FITC ausgewihlt
(Abbildung 3.53). Fiir die Kupplungsreaktion wurden die beiden Komponenten im
dquimolaren Verhiltnis eingesetzt. Da das Trimer-Derivat 70 keine Schutzgruppen enthilt,
miisste im Falle einer vollstindigen Kupplung das Produkt nicht mehr gereinigt bzw. von den
Kupplungsreagenzien befreit werden. Die Reaktion wurde in einem Gemisch aus DMSO und
Carbonatpuffer (pH 9.8) durchgefiihrt, da FITC sehr schlecht wasserloslich ist. Die
massenspektrometrische Untersuchung des erhaltenen Feststoffes ergab, dass eine

vollstindige Umsetzung zum detektierten Produkt 96 stattgefunden hat.
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Abbildung 3.53: Synthese des fluoreszenzmarkierten Trimer-TEG-Lysins 96.
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4. In vitro und in vivo Untersuchungen

4.1 Aggregationstests mit biophysikalischen Methoden

4.1.1 ThT-Fluoreszenztest

4.1.1.1 Beschreibung der Methode

Thioflavin T (ThT), dessen Strukturformel in Abbildung 4.1 dargestellt ist, wurde im Rahmen

dieser Arbeit zum quantitativen Nachweis amyloider Strukturen eingesetzt.

Abbildung 4.1: Strukturformel von Thioflavin T (3,6-Dimethyl-2-(4-dimethylaminophenyl)-benzo-

thiazoliumchlorid).

Thioflavin T ist ein urspriinglich in der Histologie genutzter Fluoreszenzfarbstoff. Zu den
farbbaren Strukturen gehdren Mucopolysaccharide, Nukleinsduren und insbesondere eine

(28] ThT weist durch die Bindung an amyloide Proteinstrukturen

Reihe amyloider Fibrillen.
charakteristische Anderungen seines Fluoreszenzspektrums auf. Diese zeigen sich durch
batho- und hyperchrome Verschiebungen der Fluoreszenz des ThT/Amyloid-Komplexes

gegeniiber dem freien Farbstoff (siche Abbildung 4.2).

RFU

Abbildung 4.2: Fluoreszenz-Spektren von freiem (blau) und an AB(1-40)-Fibrillen gebundenem ThT

(rot). Excitationsspektren (durchgezogene Linien) und Emissionsspektren (gestrichelte Linien).**®
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Dieser Effekt wird oft genutzt um amyloide Fibrillen zu quantifizieren.””® Die
Excitationswellenldnge kann so gewihlt werden, dass nur gebundenes ThT angeregt wird.
Das erhaltene Emissionsspektrum gibt also Aufschluss iiber die Menge des gebundenen
Farbstoffes. Liegen in der untersuchten Losung viele amyloide Strukturen vor, so kann viel
ThT an diese binden, und die Fluoreszenzausbeute ist im Vergleich zu Lésungen mit wenig
gebundenem ThT hoher. Mit Hilfe des ThT-Fluoreszenztests lassen sich spezifisch amyloide
ApB-Fibrillen von amorphen Aggregaten unterscheiden. Es findet keine spektrale
Verschiebung statt, wenn ThT an Monomere, kleine Oligomere oder amorphe Aggregate
bindet.”* Die Interaktion zwischen ThT und amyloiden Fibrillen basiert auf gestapelter -
Faltblattstruktur. Demnach konnen auch Protofibrillen und gréBere Oligomere, deren
Sekundarstruktur in B-Faltblatt-Konformation vorliegt, von ThT gebunden werden.

Der Mechanismus der Wechselwirkung zwischen ThT und Amyloid-Fibrillen ist bisher nur
wenig verstanden. In einer weit verbreiteten Theorie wird eine Interkalation des ThT-
Molekiils in Rillen bzw. Furchen der Amyloid-Fibrillen angenommen.”'” Solche
Zwischenrdume verlaufen parallel zur Fibrillenachse, und werden durch vom Ldsungsmittel
ausgeschlossene Aminosdure-Seitenketten gebildet.*'"! Durch die Bindung des ThT-Molekiils
in diesen Kanélen wird seine Rotation stark eingeschrinkt, was eine drastische Erhéhung der
Quantenausbeute zur Folge hat. Die geringe Quantenausbeute des freien Fluorophors wird der
Rotation des Aminophenylrings relativ zum Benzothiazol-Ringsystem im elektronisch
angeregten Zustand zugeschrieben, was zu einer Verkleinerung des delokalisierten

n-Elektronensystems fithrt.[*'% 2]

4.1.1.2 Einfluss der synthetisierten Liganden auf AB(1-42)

Mit Hilfe des ThT-Fluoreszenztests wurden alle synthetisierten Liganden, die unter den
bendtigten Bedingungen geldst werden konnten, auf ihre aggregationsinhibierende und
disaggregierende Wirkung beziiglich des APB(1-42)-Peptids untersucht. Trimer-TEG-
Pentaarginin 74 und (Trim),-TEGDA 81 konnten aufgrund ihrer schlechten Loslichkeit nicht
analysiert werden. Die Trimer-TEG-Sdure 41 wurde bereits weitgehend durch Katrin
Hochdorffer im ThT-Test untersucht und wird deshalb im Folgenden nicht beschrieben. Fiir
ThT-Experimente musste das gekaufte Aas-Peptid zundchst mit Hexafluoroisopropanol
(HFIP) monomerisiert und zum Ansetzen der Stammldsung in DMSO geldst werden. Auf

diese Weise hergestellte Aliquots konnten mehrere Monate bei -18 °C aufbewahrt werden, da
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in DMSO keine B-Faltblattstruktur ausgebildet wird.*'* Die genaue Zusammensetzung der

Losungen und Bedingungen fiir diesen Test sind im Kapitel 6.11.1 geschildert.

Aggregationsinhibierung durch Trimer-Derivate und Hybridverbindungen

Auf die aggregationsinhibierende Wirkung bei 33 uM A-Konzentration sollten folgende
Liganden untersucht werden: Trim-TEG-K-OMe 70, (Trim-K),-TEGDA 81, Trim-TEG-
KKKKKG-OH 72, Trim-TEG-KLVFF-OH 77 und Trim-TEG-LPFFD-OH 79. Des Weiteren
sollte das Trimer-TEG-NTA 66, das im Gegensatz zu polykationischen Verbindungen drei
negative Ladungen enthilt, vermessen werden. Alle Liganden wurden vorab auf ihre
Eigenfluoreszenz und auf ihre Eigenschaft, das Fluoreszenzverhalten des ThT-Farbstoffes zu
verdndern, untersucht (siehe Kapitel 6.11.1). Hierbei wurden die Konzentrationen und
Bedingungen analog zu Messungen mit dem AP4-Peptid gewihlt. Fiir das Trimer-Derivat
Trim-TEG-KLVFF-OH 77 wurde eine starke Fluoreszenz der Losung in Anwesenheit von
ThT beobachtet. Moglicherweise bildet der Ligand 77 analog zum AP-Sequenzabschnitt
16-20 (H,N-KLVFF-COOH) fibrillenartige Aggregate, die mit ThT-Fluoreszenzfarbstoff

(2151 Deshalb wurde diese Substanz im ThT-Test nicht weiter untersucht.

angefarbt werden.
Zu den Aggregationsansitzen, die alle eine Endkonzentration von 33 uM APB(1-42) in
1 x PBS (engl. phosphate buffered saline) aufwiesen, wurden sechs Aquivalente des
jeweiligen Liganden dazugegeben. Die Ligandenzugabe erfolgte immer vor dem
Inkubationsstart. Unter dem Kontrollansatz versteht man einen AP4,-Aggregationsansatz, der
ohne Liganden durchgefiihrt wird. Die Konzentrationen der anderen Bestandteile bleiben
jedoch unverdndert. Es wurde iiber einen Zeitraum von fiinf Tagen inkubiert. In der
Abbildung 4.3 sind die inhibierenden Effekte aller untersuchten Trimer-Derivate in Form
eines Sdulendiagramms dargestellt. Die Ergebnisse sind in Prozent bezogen auf die Kontrolle
(100%) angegeben. Hellblaue Sdulen repridsentieren die lipophilen und orangefarbene die
polaren Trimer-Derivate.

Das Experiment dient vor allem dem Vergleich der bereits in Vorarbeiten untersuchten
Leitstruktur 16 mit neu synthetisierten Trimer-Derivaten. Mittels dieses Fluoreszenztests kann
iiberpriift werden, ob die durchgefiihrte Modifikation die aggregationsinhibierende Wirkung
verschédrft oder verringert. Es sind jedoch in einigen Féllen relativ hohe
Standardabweichungen der Mittelwerte zu beobachten, weshalb nicht statistisch darauf

geschlossen werden kann, dass tatsichlich ein Unterschied zwischen den Verbindungen
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gegeben ist. Das Trimer 16 konnte die AB-Aggregation auf 39 % herabsetzen.!'®® Die beiden
lipophilen Derivate Trim-TEG-DD 45 (39 %) und Trim-TEG-LPFFD-OH 79 (34 %)
unterscheiden sich nur geringfiigig in ihrer Wirkung, wobei der Ligand 79 verglichen mit
Trimer 16 einen leicht verbesserten Effekt ausiibt. Die Auswirkungen der polaren
Substituenten sind sehr unterschiedlich. Trim-TEG-NTA 66 scheint nahezu keinen Effekt
auszuiiben, wohingegen Trim-TEG-K-OMe 70 die ThT-Fluoreszenz auf 23 % herabsetzen
konnte und somit als stirkster Inhibitor der AB-Aggregation im ThT-Test identifiziert wurde.
(Trim-K),-TEGDA 84 und Trim-TEG-KKKKKKG-OH 72  reduzierten den ThT-
Fluoreszenzwert auf 52 % und 48 % und sind damit laut diesem Experiment eher schwache

Inhibitoren.
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mAB(1-42)alleine
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80 ®Trim-TEG-NTA 66
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® Trim-TEG-KKKKKG-OH 72
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Abbildung 4.3: Inhibierung der Aggregation des AP(1-42)-Peptids (33 uM) durch synthetisierte

relative Fluoreszenzintensitat [%]

Trimer-Derivate (198 uM, 6 eq bzgl. AB). Alle Werte sind in Prozent bezogen auf die Kontrolle
(100 %) angegeben.

Bei 33 uM AB-Konzentration konnten dariiber hinaus alle hergestellten Hybridverbindungen
bis auf Trimer-D3 57, das erst spiter synthetisiert wurde, beziiglich ihrer inhibierenden
Wirkung untersucht werden. Die Durchfiihrung des Experiments erfolgte analog zu den
Inhibierungsansitzen in Gegenwart von Trimer-Derivaten. In der Abbildung 4.4 sind die
inhibierenden Effekte der Hybridverbindungen in Form eines Séulendiagramms dargestellt.
Die griinen Sédulen reprisentieren die Trimer-D1-Hybride 51-53 und die violetten die Trimer-
D3-Verbindungen 54-56. Eine starke Spacerldngen-Abhingigkeit ist insbesondere bei Trimer-
DI1-Hybriden 51-53 zu beobachten. Wihrend Trim-(TEG),-D1 53 mit dem langen Spacer die

AB-Aggregation nur schwach, auf 64 %, inhibieren kann, verstdrkt sich der Effekt iiber den
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mittellangen Spacer im Trim-TEG-DI1 52 (50 %) zu einer relativ hohen aggregations-
hemmenden Wirkung von Trim-GABA-DI1 51 (30 %) mit kurzem Spacer. Bei Trimer-D3-
Hybriden 54-56 ist die Spacerlingenabhingigkeit viel schwécher ausgeprigt. So kann man
bei den Liganden mit dem kurzen Spacer 54 (23 %) und mit dem mittellangen Spacer 55
(25 %) einen leichten, jedoch nicht signifikanten Unterschied der Mittelwerte feststellen.
Lediglich das D3-Derivat mit dem langen Spacer 56, besitzt einen deutlich hheren ThT-
Fluoreszenzwert von 36 % und scheint hier deshalb von allen Trimer-D3-Hybridsubstanzen
der schwiéchste Inhibitor zu sein. Nach dem Vergleich der Werte kann man also
zusammenfassend sagen, dass die Verwendung eines kurzen GABA-Spacers sowohl bei D1-
als auch bei D3-Hybridverbindungen am effektivsten zu sein scheint. Insgesamt waren die
Trimer-D3-Hybridverbindungen viel effizienter als die entsprechenden Trimer-D1-
Substanzen. Vor allem Trim-TEG-D3 55 und Trim-GABA-D3 54 gehoren laut ThT-

Experiment zu den potentesten Inhibitoren.
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Abbildung 4.4: Inhibierung der Aggregation des AP(1-42)-Peptids (33 uM) durch synthetisierte

® AB(1-42) alleine

[=]

relative Fluoreszenzintensitat [%]

o

Hybrid-Verbindungen (198 uM, 6 eq bzgl. AB). Alle Werte sind in Prozent bezogen auf die Kontrolle
(100 %) angegeben.

Auflésung der Aggregate durch Trimer-Derivate und Hybridverbindungen

Ferner sollten die synthetisierten Liganden auf ihre Eigenschaft, bereits bestehende Ap-
Aggregate, z. B. Protofibrillen oder Fibrillen aufzuldsen, gepriift werden. Hierzu wurden
ebenfalls Untersuchungen mit dem Apa4-Peptid bei einer Konzentration von 33 uM

vorgenommen. In diesem Fall wurden der zu testende Ligand (6 eq bzgl. AP) und
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Thioflavin T zu den frisch hergestellten AB-Aggregaten zugegeben. Die erhaltenen Losungen
wurden anschlieBend wieder inkubiert und erst dann vermessen. Die Ergebnisse sind in der
Abbildung 4.5 zusammengefasst. Trim-TEG-KKKKKG-OH 72 und Trim-TEG-DD 45 sind
kaum in der Lage die bereits gebildeten Aggregate aufzuldsen, obwohl eine leichte Reduktion
der Fluoreszenzintensitét vorliegt (72 % und 86 %). Deren disaggregierende Wirkung ist viel
schwicher als die aggregationshemmende, die zunichst untersucht wurde (Abbildung 4.3).
Dagegen besitzen Trim-TEG-K-OMe 70 und (Trim-K),-TEGDA 84 sowie Hybride 52 und 55
eine ausgeprigte Fahigkeit die AP-Aggregate wieder aufzuldsen. Somit zeigen Trim-TEG-
D355 und Trim-TEG-K-OMe 70 sowohl in Disaggregations- als auch schon in

Inhibierungsuntersuchungen die stirkste Wirkung.
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Abbildung 4.5: Disaggregation der AP(1-42)-Aggregate (33 uM) durch synthetisierte Liganden

relative Fluoreszenzintensitat [%]

uM, 6 eq bzgl. . e Werte sind 1n Prozent bezogen aut die Kontrolle 0) angegeben.
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Dosis-Wirkungsbeziehung der synthetisierten Liganden

Aufgabe dieses Versuches war es, mit Hilfe des ThT-Fluoreszenztests eine Dosis-
Wirkungsbeziehung fiir die potentesten Rezeptoren aufzustellen und ICso- bzw. ECso-Werte
fiir diese zu ermitteln. Darunter versteht man in dem Fall die mittlere effektive Konzentration
(Dosis), bei der ein halbmaximaler Effekt zu beobachten ist. Dazu wurden die Trimer-
Derivate 70, 72, 79 und die vier Hybridverbindungen 51, 52, 54 und 55 ausgewéhlt. In diesem

Experiment sollten aulBerdem weitere in der Literatur bekannte Aggregationshemmer
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untersucht werden, um sie mit den im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Liganden
hinsichtlich der aggregationsinhibierenden Wirkung direkt vergleichen zu konnen. Es wurden
folgende kommerziell erhéltlichen Testsubstanzen eingesetzt: Clioquinol (5-Chloro-7-iodo-8-
hydroxyquinolin, 11), Curcumin (12), (-)-Epigallocatechingallat (EGCG, 13) und scyllo-
Inositol (15). Alle diese Verbindungen werden in der Literatur als wirksame
Aggregationshemmer diskutiert und wurden bereits im Kapitel 1.7.2 vorgestellt.

In diesem Experiment betrug die Konzentration des AB(1-42)-Peptids 10 uM. Die Wirkung
der Liganden wurde bei sechs unterschiedlichen Konzentrationen, die von 0.5 uM (0.05 eq
bzgl. AB) bis 60 uM (6 eq bzgl. AP) variierten, untersucht. Alle Liganden wurden vorab bei
der maximalen Konzentration (60 uM) auf ihre Eigenfluoreszenz und auf ihre Eigenschaft das
Fluoreszenzverhalten des ThT-Farbstoffes zu verdndern, untersucht. Die Konzentrationen und
Bedingungen dieser Messungen wurden analog zu denen mit dem APa4-Peptid (10 pM)
gewdhlt. Obwohl die Vergleichssubstanz Curcumin (12) relativ hohe Fluoreszenzwerte
sowohl allein als auch in Anwesenheit von Thioflavin T zeigte, wurde diese Verbindung
weiter untersucht. Die Ergebnisse der ThT-Experimente resultierten aus der Gesamt-
fluoreszenz der Losungen, die Eigenfluoreszenz der Liganden wurde nicht subtrahiert.
Auswertungen der Fluoreszenzmessungen von allen Liganden ohne Alzheimer-Peptid sind im

Kapitel 6.11.2 dargestellt.

Zur Darstellung von dosisabhédngigen Effekten wurden ,,dose-response‘-Kurven erstellt. Auf
der Abszisse wurde der dekadische Logarithmus aus dem Zahlenwert der Ligand-
konzentration gegen den erzielten Effekt (relative ThT-Fluoreszenzintensitit in Prozent
bezogen auf die Kontrolle) auf der Ordinate aufgetragen. Die Auftragung der Dosis-Antwort-
Sigmoidalfunktion mit variabler Steigung und Ermittlung der ICs-Werte erfolgte nach

folgender Vier-Parameter-Gleichung.*'®*!"!

(Top — Bottom)
Y = Bottom + (D

1 + 10(°88Cs;)

Fiir die Berechnung der sigmoidalen Funktionen wurde jeweils ein hypothetischer Wert von
100 % bei 0.001 uM Ligand in die Darstellung miteinbezogen. In der Abbildung 4.6 sind die
»dose-response“~-Kurven der Trimer-Derivate 70, 72 und 79 zu sehen. Zwei Liganden konnten
bei der hochsten eingesetzten Konzentration von 60 uM ihren maximalen Effekt erzielen, so

dass die Kurven von 70 mit 26 % und von 79 mit 51 % in diesem Bereich ein Plateau
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erreichten. Die 1Cso-Werte bezogen auf die Maximalwerte von 24 % bzw. 51 % betragen
1.5 uM fiir Trim-TEG-K-OMe 70 bzw. 7.4 uM fiir Trim-TEG-LPFFD-OH 79. Auferdem
konnte der Ligand 70 bereits mit 0.6 eq bzgl. AP die Aggregation auf ca. 40 % reduzieren.
Dagegen konnte Trim-TEG-KKKKKG-OH 72 bei seiner hochsten Konzentration von 60 uM
den maximalen Effekt offensichtlich nicht erzielen. Es ist zu erwarten, dass bei steigender
Ligandkonzentration die aggregationshemmende Wirkung weiter ansteigen kann. Obwohl die
berechnete sigmoidale Funktion bei hohen Konzentrationen ein Plateau erreicht, sind starke
Abweichungen von den gemessenen Werten zu erkennen, so dass der halbmaximale Effekt in

diesem Fall nicht zuverldssig ermittelt werden kann.
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Abbildung 4.6: Ubersicht der ,dose-response“-Kurven und ermittelter 1Cs-Werte von den
synthetisierten Trimer-Derivaten: Trim-TEG-K-OMe 70, Trim-TEG-KKKKKG-OH 72 und Trim-
TEG-LPFFD-OH 79 bei 10 pM AB4,-Konzentration nach 72 Stunden Aggregationszeit.

Als niichstes sind die maximalen Effekte mit sechsfachem Uberschuss an Ligand bei 10 uM

und 33 uM Ap-Konzentrationen zu vergleichen. Wihrend die Werte fiir Trim-TEG-
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K-OMe 70 mit 23 % bei 33 uM und mit 26 % bei 10 uM Ap-Konzentration gut iiberein-
stimmen, sind bei den anderen beiden untersuchten Trimer-Derivaten 72 und 79 sehr grofe
Unterschiede zu erkennen. Trim-Pentalysin 72 konnte bei hoher AP-Konzentration die
Aggregation auf 52 % und bei niedriger Konzentration auf 33 % reduzieren. Dagegen war
Trim-TEG-LPFFD-OH 79 mit 34 % im Vergleich zu 51 % bei 33 uM Ap-Konzentration
effektiver.

Nach der Ubersichtsdarstellung der Liganden mit ihren jeweiligen 1Cso-Werten sollten die
,dose-response“-Kurven der Liganden zusitzlich durch Nebeneinanderstellung in der
Abbildung 4.7 mit weiteren in der Literatur bekannten Aggregationsinhibitoren, darunter
Clioquinol (11) und Scyllo-Inositol (15), verglichen werden. Fiir die Vergleichssubstanzen 11
und 15 konnten allerdings keine sigmoidale Dosis-Wirkungsbeziehungen aufgestellt werden.
Diese Verbindungen zeigen nicht mit der Dosis korrelierende sprunghafte Effekte und
erscheinen in diesem Experiment somit keineswegs als wirksame Aggregationsinhibitoren.
Eine Aggregationsreduktion auf 54 % erreicht Clioquinol (11) erst bei einem sechsfachen
Uberschuss beziiglich AB(1-42) und ist somit etwas weniger wirksam als Trim-TEG-LPFFD-
OH 79, das Derivat mit der schwiéchsten Aggregationsinhibition in diesem Test. Trimer-TEG-
K-OMe 70 zeigt im Vergleich zu den andreren Trimer-Derivaten auch in diesem Experiment

die effektivste Wirkung bei allen verwendeten Konzentrationen.
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Abbildung 4.7: Nebeneinanderstellung der ,,dose-response“-Kurven von Trimer-Derivaten 70, 72 und

79 zu Clioquinol (11) und Scyllo-Inositol (15) bei 10 uM Aps-Konzentration nach 72 Stunden
Aggregationszeit.
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Die Hybridverbindungen wurden ebenfalls zunichst untereinander (Abbildungen 4.8 und 4.9)
und anschlieBend mit den potentesten kduflichen Verbindungen in ihrer Wirkung direkt
verglichen. Die besten sigmoidalen Verldufe zeigen die Trimer-D3-Derivate 54 und 55, fiir
sie konnten die ICso-Werte: 1.6 uM und 0.7 uM problemlos ermittelt werden. Fiir Trim-TEG-
D1 52 war die Berechnung des 1Csp-Wertes nicht mdglich, da sogar bei einem sechsfachen
Uberschuss beziiglich AB(1-42) der maximale Effekt noch nicht erreicht wurde. Es ist zu
erwarten, dass bei weiter steigender Konzentration an Trim-TEG-D1 52 die Aggregation noch
starker unterdriickt werden kann. Dies bedeutet, dass der gewihlte Konzentrationsbereich fiir
diese Verbindung zur Berechnung des ICso-Wertes nicht ausreichend war. Der ICsp-Wert von
Trim-GABA-D1 51 liegt mit 8.4 uM viel hoher als der bei den Trimer-D3-Hybriden. Zudem
ist seine aggregationsinhibierende Wirkung bei sechsfachem Uberschuss deutlich schwiicher
im Vergleich zu den D3-Derivaten 54 und 55. So konnten Trim-GABA-DI 51 und Trim-
TEG-D1 52 die AB-Agglomeration nur auf 40 % und 37 % reduzieren, wogegen Trim-TEG-
D3 55 und Trim-GABA-D3 54 in der Lage waren diese auf 14 % und 7 % herabzusetzen.
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Abbildung 4.8: Ubersicht der ,,dose-response*“-Kurven und ermittelter ICs,-Werte der untersuchten

Hybride 51, 52, 54 und 55 bei 10 uM AB4,-Konzentration nach 72 Stunden Aggregationszeit.
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Die Zusammenstellung der ,,dose-response®“-Kurven in Abbildung 4.9 veranschaulicht jeweils
die Ahnlichkeit des sigmoidalen Dosisabhiingigkeitsverlaufs von den Trimer-D1- und Trimer-

D3-Hybridverbindungen untereinander.
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Abbildung 4.9: Nebeneinanderstellung der ,,dose-response®“-Kurven von Trimer-D1- und Trimer-D3-

Hybriden 51, 52, 54 und 55 bei 10 pM A4,-Konzentration nach 72 Stunden Aggregationszeit.

Der Vergleich der aggregationshemmenden Effekte der Hybridverbindungen 51-56 im
sechsfachen Uberschuss bei 10 uM und bei 33 uM Ap-Konzentration ist im nichsten

Sdulendiagramm dargestellt.
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Abbildung 4.10: Inhibierung der Aggregation des A[B(1-42)-Peptids bei 33 uM (links) und 10 pM
(rechts) Konzentrationen durch synthetisierte Hybride 51-57 mit jeweils sechsfachem Uberschuss:
198 uM (links) und 60 uM (rechts). Alle Werte sind in Prozent bezogen auf die Kontrolle (100 %)

angegeben.
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In der Abbildung 4.10 wird veranschaulicht, dass vor allem die Aggregationshemmung der
Trimer-D3-Verbindungen 54 und 55 sehr stark von den Konzentrationen abhingt, wogegen
die Trimer-D1-Hybride 51 und 52 bei beiden Peptidkonzentrationen &hnliche Effekte
bewirken. So konnte bei 33 uM AB-Konzentration kein eindeutiger Unterschied zwischen
Trim-GABA-D3 54 und Trim-TEG-D3 55 festgestellt werden. Dieser war jedoch bei der
10 uM AB-Konzentration gegeben. Der Ligand ohne Spacer Trim-D3 57 besitzt mit einer
Aggregationsreduktion auf 6 % eine dhnliche Wirkung wie Trim-GABA-D3 54. Es scheint
also auch bei Trimer-D3-Derivaten eine Spacerldngen-Abhdngigkeit vorzuliegen. Demnach
sollten Trim-GABA-D3 54 und Trim-D3 57 die potentesten Hybridverbindungen sein.

Die wirksamsten Trimer-D3-Hybride 54 und 55 aus dem ,,dose-response“- Experiment werden
in der Abbildung 4.11 den besten Vergleichssubstanzen aus diesem Experiment,
Curcumin (12) und EGCG (13), gegeniibergestellt. Bei der Betrachtung des Diagramms fillt
auf, dass die ThT-Fluoreszenzwerte in Anwesenheit von Curcumin (12) keinen
Sigmoidalverlauf aufweisen. Diese Verbindung kann aufgrund der vorhandenen
Eigenfluoreszenz, die im Kapitel 6.11.2 dargestellt ist, und der moglichen Wechselwirkung
mit dem ThT-Fluoreszenzfarbstoff bei den gegebenen Messbedingungen nur dem relativen

Vergleich dienen.!*"”

EGCG (13) dagegen besitzt keine Eigenfluoreszenz, zeigt eine
ausgepragte Dosisabhingigkeit und kann deshalb sehr gut zur Gegeniiberstellung eingesetzt
werden. Diese Vergleichsverbindung reduzierte bei sechsfachem Uberschuss die Aggregation
auf 5% und zeigte somit die grofite inhibierende Wirkung von allen untersuchten
Verbindungen. In der Literatur wird die starke Wirkung dieses Polyphenols ebenfalls

bestitigt.['*¥
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Abbildung 4.11: Gegeniiberstellung der ,,dose-response”-Kurven von Trim-TEG-D3 55, Trim-
GABA-D3 54 und Referenzsubstanzen EGCG (13) und Curcumin (12) bei 10 uM A4,-Konzentration
nach 72 Stunden Aggregationszeit.
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Der Kurvenverlauf von Trim-GABA-D3 54 &hnelt stark dem des EGCG 13. Bei maximaler
Wirkung betrdgt der Fluoreszenzwert nur noch 7 %. Der maximal erzielte Effekt von Trim-
TEG-D3 55 ist mit 15 % etwas schwicher. Jedoch zeigt die Testverbindung 55 bei

substochiometrischen Konzentrationen (<6 uM) eine hdhere aggregationsinhibierende

Wirkung als EGCG (13).

SchlieBlich sollte die Effizienz der synthetisierten Trimer-D3-Hybride 54 und 55 mit den
beiden Einzelkomponenten Trimer 16 und D3-Peptid 8 verglichen werden (Abbildung 4.12).
Hierbei wurde allerdings das potenteste Trimer-Derivat 70 stellvertretend fiir Trimer 16
verwendet. Der direkte Vergleich zeigt, dass die Trimer-D3-Hybridverbindungen 54 und 55
die AB-Polymerisation viel effektiver unterdriicken konnen als die Einzelkomponenten 70
und 8. Die maximal erzielten Fluoreszenzreduktionen der Einzelkomponenten sind deutlich
niedriger. Vor allem das D3-Peptid 8 weist bei direktem Vergleich iiberraschenderweise eine
sehr schwache Wirkung auf und kann die Aggregation des Alzheimer-Peptids bei
sechsfachem Uberschuss nur auf 64 % reduzieren. Dagegen sind die Hybridsubstanzen 54, 55
und Trim-TEG-K-OMe 70 bereits bei substochiometrischen Mengen beziiglich AB(1-42) sehr
effizient. So konnte z. B. Trim-TEG-D3 55 die Aggregation schon bei 2 uM Konzentration
(0.2 eq bzgl. AB) auf ca. 26 % herabsetzen.
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Abbildung 4.12: Gegeniiberstellung der ,,dose-response“-Kurven von Trim-GABA-D3 54, Trim-
TEG-D3 55 und ihren Einzelkomponenten Trim-TEG-K-OMe 70 und D38 bei 10 uM Ay,-

Konzentration nach 72 Stunden Aggregationszeit.
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4.1.2 Circulardichroismus-Spektroskopie

4.1.2.1 Beschreibung der Methode

Die CD-Spektroskopie ist eine Form der Absorptionsspektroskopie im UV-/VIS-Bereich.!*'™
Die Grundlage dieser Methode ist die Wechselwirkung linear polarisierten Lichts mit optisch
aktiven Substanzen. Wird die linear polarisierte Welle beim Durchlaufen des Mediums
wellenldngenabhédngig in ihrer Polarisationsrichtung gedreht, so spricht man von einer
optischen Rotationsdispersion. Werden die beiden circular polarisierten Komponenten, aus
denen eine linear polarisierte Welle zusammengesetzt ist, zusitzlich verschieden stark
absorbiert, so liegt Circulardichroismus vor. Diese Methode beruht also auf dem Unterschied

in der Lichtabsorption von rechts- und linkspolarisiertem Licht.
Ae = & — &g (2)

Der Unterschied (Ag) ist die eigentliche MessgroBle. In der praktischen CD-Spektroskopie
wird jedoch aus historischen Griinden die Elliptizitit angegeben, wobei d die Schichtdicke in

cm, ¢ die Konzentration in g/cm’ und & der Extinktionskoeffizient in cm?/g ist.

180
0, = konst - (¢';, — €'g) - ¢ - d [Grad] (3) mit konst =1In10- o7~ 33
Die Abhingigkeit der Elliptizitidt von der Wellenlénge des Lichts ergibt das CD-Spektrum. Je
nachdem ob die rechts- oder linkscircular polarisierte Komponente stirker absorbiert wird,
entsteht ein positiver oder negativer Circulardichroismus in Form einer Absorptionsbande.*"”’
Ein CD-Effekt ist nur in Anwesenheit eines Chromophors in einer chiralen Umgebung

moglich.

Die CD-Spektroskopie stellt eine wertvolle Methode dar, um Proteine und Peptide

(2201 Das CD-Spektrum von Proteinen

hinsichtlich ihrer Struktur in Losung zu untersuchen.
kann in drei Bereiche unterteilt werden:
e fernes UV (< 250 nm): Peptidbindungen: n—n* (~216 nm), n—7* (~195 nm, ~175 nm)
e nahes UV (250-300nm): aromatische Aminosiurereste: n—n* (250 —300 nm),
Disulfidbriicken: n—c* (~260 nm)
e nahes UV bis sichtbarer Bereich (300 — 700 nm): Proteine mit chromophoren prosthetischen

Gruppen.?"!
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Das CD-Spektrum im fernen UV-Bereich resultiert aus elektronischen Ubergingen innerhalb
der Peptidgruppen, den hier zustindigen Chromophoren. Bei allen Aminosduren mit
Ausnahme von Glycin ist das der Peptidgruppe benachbartes o-C-Atom asymmetrisch
substituiert, das zur Asymmetrie in der Elektronenkonfiguration der Peptidbindung flihrt. So
weisen die CD-Spektren im fernen UV-Bereich fiir die jeweilige Sekundirstruktur-

Zusammensetzung eine charakteristische Gestalt auf?'® 22!

Durch Analyse des
aufgenommenen CD-Spektrums konnen die relativen Anteile der unterschiedlichen
Sekundérelemente in der vorliegenden Probe ermittelt werden. In der Abbildung 4.13 sind

schematisch typische CD-Spektren reiner Sekundérstrukturelemente dargestellt.
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Abbildung 4.13: Typische CD-Spektren fiir a-Helix, B-Faltblatt und Zufallsknauel.***!

Die Circulardichroismus-Spektroskopie ist heutzutage eine der Standardmethoden, mit der ein

Konformationswechsel von natiirlich gefalteten bzw. ungefalteten monomeren Proteinen in

B-Faltblatt-reiche Fibrillen veranschaulicht werden kann.**!
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4.1.2.2 Untersuchungen mit der Circulardichroismus-Spektroskopie

Die CD-Messungen konnten nur von Substanzen durchgefiihrt werden, die entweder in
reinem Wasser oder im Wasser/HFIP-Gemisch 16slich waren. Da DMSO in dem fiir die
Auswertung relevanten Bereich absorbiert, konnten lipophile Liganden, die nur in
Wasser/DMSO-Gemischen 19slich waren, nicht vermessen werden. Die Stammldsungen von
wasserunloslichen Liganden sowie von AP(1-42) wurden in HFIP angesetzt. Die
Endkonzentration an HFIP in den vermessenen Proben betrug 2 % (v/v) bei Trim-TEG-K-
OMe 70, Trim-TEG-KKKKKG-OH 72 und (Trim-K),-TEGDA 84 und 4 % (v/v) bei Trim-
TEG-OH 41, Trim-TEG-DD 45 und Trim-TEG-KLVFF-OH 77. Es wurden Losungen von
AB4r-Peptid alleine (10 uM, Kontrolle) bzw. in Gegenwart von Ligand in dquivalenter Menge
und reine Ligandenldsungen entsprechender Konzentration angesetzt. Die Messungen wurden
in gepufferter, wissriger Losung (Kaliumphosphatpuffer, pH 7.3) nach 48 Stunden
Aggregationszeit bei Raumtemperatur von Petra Schneider und Christine Kallweit (AK
Haberhauer, Universitdt Duisburg-Essen) durchgefiihrt. Die Ligandenspektren wurden von
den entsprechenden AP-Liganden-Spektren subtrahiert. Die resultierenden CD-Spektren
lassen sich anhand der Wirksamkeit der Liganden in drei Gruppen einteilen, wobei jede
Gruppe durch eine Abbildung (4.14, 4.16 und 4.17) reprisentiert wird. Zum Vergleich enthélt
jede Abbildung als Kontrolle ebenfalls ein CD-Spektrum des A4;-Peptids ohne Ligand. Das
aggregierte Peptid weist mit einer positiven Bande bei ca. 200 nm und einer negativen Bande

bei 218 nm das typische Spektrum eines parallelen B-Faltblatts auf.[’" 2%

Abbildung 4.14 zeigt die Wirkung der Liganden (Trim-K),-TEGDA 84 und Trim-TEG-
KKKKKG-OH 72 auf die Sekundirstruktur des AP4,-Peptids. Beide Verbindungen scheinen
die B-Faltblattstruktur stark zu destabilisieren, da die typischen Banden bei 200 nm und
218 nm aufgeldst werden. Auffallend sind zudem in beiden Fillen die neu gebildeten Banden
bei ca. 280 nm. In dem Bereich zwischen 260 nm und 320 nm absorbieren aromatische
Aminoséuren (Phe: 255-270 nm, Tyr: 275-282 nm, Trp: 290-305 nm).***! Da die Trimer-
Derivate in diesem Bereich keine CD-Aktivitit aufweisen (sieche Abbildung 6.4, Kapitel 6.13)
und im Bereich von 260-280 nm ein Absorptionsmaximum besitzen (siche Abbildung 4.15),
kann die Entstehung des neuen Maximums durch Komplexierung des Liganden in der
,Phenylalanintasche®, die zu einem induzierten CD-Effekt fiihrt, erklart werden. Das wiirde
bedeuten, dass die Liganden 72 und 84 jeweils einen stabilen Komplex mit dem Alzheimer-

Peptid bilden und dessen Polymerisation verhindern bzw. modulieren kdnnen. Der induzierte



98 Untersuchungen

CD-Effekt bekriftigt somit die nach MD-Rechnungen erhaltene Komplexstruktur fiir Trimer-
TEG-KKKKKG-OH 72, in der das Trimer-Grundgeriist in der ,Phenylalanintasche®
gebunden vorliegt (Abbildung 3.38). Im Gegensatz zu den Ergebnissen aus der CD-
Spektroskopie, in der die Liganden 72 und 84 jeweils in dquimolarem Verhéltnis zum
Alzheimer-Peptid eingesetzt wurden, zeigten beide Trimer-Derivate 72 und 84 im ThT-Test
sogar im sechsfachen Uberschuss beziiglich AP(1-42) nur eine partielle Reduktion der AP-
Aggregation. Diese wurde je nach gewéhlter Konzentration des Alzheimer-Peptids auf die

Hilfte bis maximal auf ein Drittel reduziert (siche Abbildungen 4.3 und 4.6).
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Abbildung 4.14: CD-Spektren der 10 uM AP(1-42)-Losungen nach 48 Stunden Aggregation
entweder alleine (schwarz) oder in Anwesenheit von 10 uM Trim-TEG-KKKKKG-OH 72 (rot) bzw.
10 uM (Trim-K),-TEGDA 84 (orange) in Kaliumphosphatpuffer (pH 7.3) bei Raumtemperatur.
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Abbildung 4.15: UV-Absorptionsspektren der Trimer-Derivate 41, 45, 70, 72, 77 und 84 10 pM in
Kaliumphosphatpuffer (pH 7.3).
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Abbildung 4.16 prisentiert den Einfluss der Trimer-Derivate 41 und 70 auf die AP-
Konformation. Trim-TEG-OH 41 bewirkt nahezu keine Anderung der B-Faltblattstruktur.
Beide entscheidenden Indizien fiir diese Anordnung bei 200 und 218 nm liegen immer noch
stark ausgeprégt vor, wobei die Amplitude der negativen Bande leicht reduziert wurde. Trim-
TEG-K-OMe 70 erzielte dagegen einen etwas stirkeren aggregationsinhibierenden Effekt.
Die Intensitdt der negativen Bande wurde reduziert, wobei die positive vollstindig aufgeldst
werden konnte. Beide Trimer-Derivate 41 und 70 zeigen ebenfalls einen induzierten CD-
Effekt bei ca. 280 nm. Dieser ist wahrscheinlich auch hier auf die stabile Komplexierung der
Liganden in der ,,Phenylalanintasche®, die auch nach Molekiildynamik-Rechnungen in beiden
Fillen stabil blieb (Abbildungen 3.28 und 3.35), zuriickzufiihren. Ubereinstimmend mit
diesen Ergebnissen zeigte die Trimer-TEG-Saure 41 im ThT-Test ebenfalls nur eine moderate
aggregationsinhibierende Wirkung (48 %).'®*! Im Gegensatz zu den Resultaten aus der CD-
Spektroskopie wurde im ThT-Test eine viel starkere Unterdriickung der AB-Agglomeration in
Gegenwart von Trimer-TEG-K-OMe 70 beobachtet. Dieser Ligand reduzierte im sechsfachen
Uberschuss beziiglich AB(1-42) die Aggregation auf 23 % (Abbildung 4.3) und war im
dquimolaren Verhiltnis zum Alzheimer-Peptid (10 uM) immer noch sehr wirksam, indem er

die Aggregation auf ca. 32 % herabsetzte (Abbildung 4.6).
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Abbildung 4.16: CD-Spektren der 10 uM AP(1-42)-Losungen nach 48 Stunden Aggregation
entweder alleine (schwarz) oder in Anwesenheit von 10 uM Trim-TEG-OH 41 (braun) bzw. 10 uM
Trim-TEG-Lys-OMe 70 (griin) in Kaliumphosphatpuffer (pH 7.3) bei Raumtemperatur.
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In der Abbildung 4.17 sind sehr dhnliche Effekte der Liganden 45 und 77 beziiglich der
Sekundérstruktur des Alzheimer-Peptids dargestellt. Die Anwesenheit dieser Verbindungen
bewirkte einerseits eine Verstarkung der Intensitit des negativen Maximums, andererseits ist
bei diesen Ligand-AB-Komplexen kein induzierter Effekt im Gegensatz zu den ersten beiden
Ligandengruppen zu beobachten. Die Trimer-Derivate 45 und 77 scheinen also die
[B-Faltblattstruktur zu stabilisieren, ohne dabei an die ,,Phenylalanintasche‘‘ des AB-Peptids zu
binden. Diese Befunde fiir Trim-TEG-DD 45 widersprechen den Ergebnissen der ThT-Tests
und MD-Simulationen. Im ThT-Test wurde die AP-Aggregation in Gegenwart dieses
Liganden auf 39 % reduziert (Abbildung 4.3). Nach den MD-Simulationen wurde eine
Komplex-Struktur mit einer stabilen Komplexierung der heterozyklischen Struktur in der
,Phenylalanintasche* erhalten (Abbildung 3.31). Allerdings dauerten die MD-Rechnungen
nur 20 ns, wogegen das CD-Spektrum nach 48 Stunden aufgenommen wurde. Es kann
deshalb nicht ausgeschlossen werden, dass der Trimer-F19/F20-Komplex bei ldnger
dauernden MD-Simulationen zerfallen wird. Trim-TEG-KLVFF-OH 77 wurde nur mittels
CD-Spektroskopie untersucht und kann deshalb mit keinen weiteren experimentellen

Ergebnissen verglichen werden.
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Abbildung 4.17: CD-Spektren der 10 uM A(1-42)-Losungen nach 48 Stunden Aggregation
entweder alleine (schwarz) oder in Anwesenheit von 10 uM Trim-TEG-KLVFF-OH 77 (blau) bzw.
10 uM Trim-TEG-DD 45 (lila) in Kaliumphosphatpuftfer (pH 7.3) bei Raumtemperatur.
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4.1.3 Transmissionselektronenmikroskopische Untersuchungen

Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ist eine bildgebende Methode, die unter
anderem zur Untersuchung der Struktur und Morphologie von amyloiden Fibrillen eingesetzt
wird.'® 226 2271 Bej dieser Betriebsart der Elektronenmikroskopie wird ein Elektronenstrahl
von einer beheizten Kathode bzw. einem Feldemitter als Strahlungsquelle erzeugt. Das von
Elektronen durchstrahlte Objekt, das zu diesem Zweck entsprechend diinn sein muss, wird mit
magnetischen Linsensystemen abgebildet. Als Detektoren konnen z. B. Phosphorschirme oder

photographische Emulsionen verwendet werden.!**"

Auch anhand der TEM-Bilder, die im AK Epple (Universitit Duisburg-Essen) aufgenommen
wurden, sollte der Einfluss der synthetisierten Liganden auf die AB-Polymerisation untersucht
werden. Die Liganden wurden hierbei im zehnfachen Uberschuss beziiglich AP(1-42)
eingesetzt. In der Abbildung 4.18 sind TEM-Aufnahmen von den inkubierten AP(1-42)-
Losungen in Anwesenheit von Trimer-Derivaten aufgefiihrt. Die TEM-Aufnahme 4.18A von
reinem AP-Peptid dient als Kontrolle. Dort wurden vor allem reife Fibrillen identifiziert.
Nach Goldbury et al. werden unverzweigte seilartige Aggregate, die eine Lange von 600 nm
bis mehreren pm aufweisen, als reife Fibrillen charakterisiert.**”) Ein weiteres Merkmal
dieser Aggregate sind die Windungen, die ,,twisted ribbons‘ genannt werden. Diese sind auch
in der Abbildung 4.18A, exemplarisch durch rote Pfeile markiert, zu finden. Die Dicke der
reifen Fibrillen betrdgt in der Regel 5-10 nm. In Anwesenheit des Liganden Trimer 16 werden
ebenfalls sehr lange (iiber 1 um) Fasern beobachtet (Abbildung 4.18B), die jedoch diinner
sind als die reinen AB-Fibrillen. An dieser Stelle ist jedoch anzumerken, dass Trimer 16 selbst
unter gleichen Aggregationsbedingungen diinne Fibrillen mit dhnlicher Morphologie bilden
kann (Abbildung 4.19, links). Trim-TEG-OH 41 bewirkt dagegen die Entstehung von
feineren, stark zusammengefassten Peptidfasern, die keine Windungen aufweisen und eine
Linge von ca. 200 nm haben. Die TEM-Aufnahme dieser Strukturen ist in der Abbildung
4.18C zu sehen. Die Beobachtung von Peptidfasern in Gegenwart von Trim-TEG-OH 41
widerspricht nicht den Ergebnissen aus ThT- und CD-Experimenten (Abbildung 4.16), da
auch dort nur eine moderate bis schwache Reduktion der Aggregation durch Trimer-
Derivat 41 festgestellt wurde.!'®! Im Gegensatz zum Trimer 16 weist dieser Ligand keine
Tendenz zur Selbstaggregation auf. Eine weitere Testverbindung Trim-TEG-K-OMe 70 kann
wiederrum selbst sowohl feine als auch sehr stark gewundene und bis zu 70 nm dicke Fasern,

die in der Abbildung 4.19 (rechts) zu beobachten sind, ausbilden. Im Komplex des Ap-
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Peptids mit diesem Rezeptor entstehen Fasern, deren Dicke sich kaum von Fibrillen des
reinen Amyloid-B-Peptids unterscheidet, die allerdings weniger langgestreckt und stark
vernetzt bzw. verklebt sind. Da der Ligand 70 unter den verwendeten Bedingungen zur
Faserbildung neigt, ist die TEM-Aufnahme des AP-Ligands 70 nur begrenzt interpretierbar
und kann nicht in Korrelation mit Ergebnissen aus weiteren Experimenten gebracht werden.
Weiterhin wurden auch die Liganden 72 und 79 mit Hilfe von TEM untersucht. Die
Aufnahmen dieser Verbindungen sind ebenfalls in den Abbildungen 4.18E und 4.18F
dargestellt. In Gegenwart von Trim-TEG-KKKKKG-OH 72 sind weder reife AB-Fibrillen
noch faserartige Uberstrukturen zu erkennen. Der Ligand 72 scheint also in Ubereinstimmung
mit ThT- und CD-Experimenten (siche Abbildungen 4.6 und 4.14) die AB3-Aggregation stark
zu unterdriicken. In Anwesenheit von Trim-TEG-LPFFD-OH 79 sind keine reifen Ap-
Fibrillen, sondern nur kurze sehr feine zum Teil faserartige Strukturen und runde bzw.
verklumpte Aggregate zu erkennen. Ubereinstimmend mit diesen Beobachtungen konnte der

Ligand 79 im ThT-Test die AB-Aggregation auf 34 % reduzieren (Abbildung 4.3)

Abbildung 4.18: TEM-Aufnahmen. A: AB(1-42)-Fibrillen. B-F: 20 uM AB(1-42) im Gemisch mit
Trimer-Derivaten (200 uM). B: Trimer-OMe 16, C: Trimer-TEG-OH 41, D: Trimer-TEG-Lys-
OMe 70, E: Trimer-TEG-KKKKKG-OH 72, F: Trimer-TEG-LPFFD-OH 79.
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Abbildung 4.19: TEM-Aufnahmen von 200 uM Liganden-Losungen ohne AB(1-42). Links: Trimer-
OMe 16, rechts: Trimer-TEG-Lys-OMe 41.

Die Abbildung 4.20(B-D) veranschaulicht die Effekte der Trimer-D1-Hybride auf die AB-
Aggregation, die mit der Kontrolle 4.20A zu vergleichen sind. Die D1-Hybridverbindungen
mit kurzem (51), mittellangem (52) und langem Spacer (53) unterscheiden sich laut den
TEM-Aufnahmen kaum voneinander. In allen Aufnahmen sind noch feine geordnete, meist
faserartige Strukturen zu erkennen, wobei die Abbildung 4.20B unscharf und demzufolge
nicht interpretierbar ist. Auch laut ThT-Experimenten waren die Trimer-D1-Hybride 51-53
nicht in der Lage die Aggregation stirker als auf ein Drittel zu unterdriicken (Abbildungen 4.4
und 4.8). AuBBerdem wurde festgestellt, dass Trim-GABA-D1 51 und Trim-TEG-D1 52 selbst
fibrillire Aggregate bilden kénnen. Wie in der Abbildung 4.21 aufgefiihrt ist, entstehen bei
Trim-GABA-D1 51 cher vernetzte und verklebte Fasern mit ca. 20 nm Dicke, dagegen

scheint Trimer-TEG-D1 52 verdrillte und verzweigte bis zu 100 nm dicke Fasern zu bilden.

Abbildung 4.20: TEM-Aufnahmen. A: AB(1-42)-Peptid alleine. B-D: 20 uM AP(1-42) im Gemisch
mit Trimer-D1-Hybriden (200 uM). B: Trimer-GABA-D1 51, C: Trimer-TEG-D1 52, D: Trimer-
(TEG),-D1 53.
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Abbildung 4.21: TEM-Aufnahmen von 200 uM Liganden-Losungen ohne AB(1-42)-Peptid: Trimer-
GABA-DI1 51 (A), Trimer-TEG-D1 52 (B) und Trimer-TEG-D3 55 (C).

Ferner wurde die Wirkung der Trimer-D3-Hybridverbindungen 54-56 auf das Alzheimer-
Peptid untersucht (Abbildung 4.22, A-D). Die TEM-Aufnahmen von allen drei Liganden sind
wiederum sehr dhnlich zueinander, enthalten aber im Gegensatz zu Trimer-D1-Verbindungen
51-53 keine Fasern, sondern nur ungeordnete groBe Aggregate. Dies kann moglicherweise
bedeuten, dass die Trimer-D3-Hybride 54-56 die Agglomeration des AB-Peptids zu groflen
Aggregaten, die keine p-Faltblattstruktur aufweisen, fordern. Trimer-D3-Hybride 54-56
zeigten im ThT-Test ebenfalls die stirkste aggregationsinhibierende Wirkung von allen
synthetisierten Liganden (Abbildungen 4.4 und 4.8). Die Aufnahme von Trim-TEG-D3 55,
ohne Af-Peptid in der Abbildung 4.22C veranschaulicht ebenfalls groBe Aggregate. Dabei
handelt es sich um sehr lange (mehrere um) geordnete, federartige Uberstrukturen, die zu

einer Schicht parallel angeordnet vorliegen.

Abbildung 4.22: TEM-Aufnahmen. A: AB(1-42)-Peptid alleine. B-D: 20 uM Af(1-42) im Gemisch
mit Trimer-D3-Hybriden (200 uM). B: Trimer-GABA-D3 54, C: Trimer-TEG-D3 55, D: Trimer-
(TEG),-D3 56.
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4.1.4 Dichtegradienten-Ultrazentrifugation (AK Willbold)

Um weitere Informationen iiber die detaillierte GroBenverteilung der AB-Aggregate zu
erhalten, sollten Hybridverbindungen mittels Dichtegradienten-Ultrazentrifugation untersucht
werden. Bis zu diesem Zeitpunkt wurde nur Trimer-TEG-D3 55 vermessen. Mit Hilfe dieser
Methode lassen sich Molekiil- oder Partikelgemische nach der GroBe der
Sedimentationskoeffizienten in einzelne Fraktionen auftrennen. Dazu wird zunichst ein
diskontinuierlicher Dichtegradient hergestellt, indem man Loésungen vom Boden eines
Zentrifugen-Rohrchens mit abnehmenden Dichten vorsichtig {iberschichtet. In diesem Fall
wurde eine Methode von Ward et al. verwendet, bei der das Gradientenmaterial aus einer
60 %igen Iodixanollssung mit dem Namen Optiprep' ™ bestand.*”) Mit Hilfe der durch
dieses Gradientenmaterial eingestellte hohe Dichte konnen auch sehr groBle Partikel
aufgetrennt werden. Zudem dient es dazu, die nach der Zentrifugation erhaltene Verteilung
fiir eine kurze Zeit zu stabilisieren. Der eingestellte Stufengradient wurde mit
AB42/(ABsxtLigand)-Losungen tiiberschichtet und bei 4°C und 259.000x g fiir 3 h
zentrifugiert. Das ,,Ernten* der Fraktionen erfolgte von oben nach unten durch vorsichtiges
Abpipettieren, wobei insgesamt 14 Fraktionen erhalten wurden. Somit waren die 1. Fraktion
mit der geringsten und die 14. Fraktion mit der héchsten Dichte. AnschlieBend wurden die
geernteten Fraktionen aufgekocht und mit SDS-PAGE (engl. sodium dodecylsulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) und anschlieBender Silberfirbung analysiert. In der
Abbildung 4.23 sind die Ergebnisse einer Dichtegradienten-Ultrazentrifugation von AB(1-42)
alleine, als Kontrolle und in Gegenwart von Trimer-TEG-D3 55, Trimer-TEG-Pentalysin 72
und Trimer-Pentalysin dargestellt. Trimer-Pentalysin wurde von Katrin Hochdoérffer
synthetisiert und unterscheidet sich von der Verbindung 72 durch das Fehlen des TEG-
Spacers. Vergleicht man die Verteilung der AB-Aggregate in Gegenwart von Hybrid-
verbindung 55 mit der entsprechenden Kontrolle, so fillt direkt auf, dass die AP(1-42)-
Peptidbanden im mittleren Bereich des Dichtegradienten fehlen. In diesem Bereich wiirden
die AB-Oligomere, die bei der Kontrolle vorhanden sind, vorliegen. Der grofite Teil des
Peptids befindet sich in der 12. Fraktion. Im ThT-Test konnten jedoch keine amyloiden
Fibrillen detektiert werden. Dies bedeutet, dass Timer-TEG-D3 55 oligomere bis
protofibrilldre AB4,-Formen aus der Losung prézipitiert bzw. in hochmolekulare ungeordnete
Komplexe umwandelt. Wahrscheinlich sind solche Prizipitat-dhnliche Aggregate auch in
TEM-Aufnahmen von Trimer-D3-Hybriden 54-56 zu beobachten (siche Abbildung 4.22). Die

Verschiebung des Aggregationszustandes in Richtung der monomeren AB-Spezies kann man
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ausschliefen, da die Proteinmenge in den oberen Fraktionen des Dichtegradienten in
Anwesenheit der Hybridverbindung 55 abnimmt. Die im Gel visualisierten monomeren und
evtl. dimeren AB-Banden sind deutlich schwécher, die tri- und tetrameren Peptidbanden

fehlen vollstindig.

12 3 4 56 7C 00z
Abbildung 4.23: Modulation des AP4-Aggregationsverhaltens durch Trimer-TEG-D3 55, Trimer-
TEG-Pentalysin 72 und Trimer-Pentalysin; analysiert mit Hilfe eines OptiprepTM Dichtegradienten.
Die Inkubationsgemische enthielten A: 125 uM AP(1-42); B: 125 uM AB(1-42) und 62.5 uM Trimer-
TEG-D3 55; C: 125 uM AB(1-42) und 125 pM Trimer-TEG-Pentalysin 72 und D: 125 uM AB(1-42)
und 125 pM Trimer-Lysin.

Wie aus der Abbildung 4.23C mit GroBenverteilung der AP-Aggregate in Anwesenheit von
Trim-TEG-Pentalysin 72 hervorgeht, prazipitiert dieser Ligand ebenfalls die AB4,-Oligomere
und Protofibrillen zu groBeren Aggregaten. Im Gegensatz zur Hybridsubstanz 55 sind jedoch
in diesem Fall noch kleinere Af4,-Oligomere in den Fraktionen 4-5 vorhanden. Auch die
Menge der mono- und dimeren Spezies in den Fraktionen 1-3 ist etwas grofer als bei
Verbindung 55, aber deutlich kleiner als bei der Kontrolle. Die Anzahl der entstehenden Aa;-
Ligand-Komplexe, die in der 12. Fraktion vorzufinden sind, ist geringer als bei Trimer-TEG-
D3 55. Die AB4r-Verteilung im Dichtegradienten mit Trimer-Pentalysin dhnelt stark der
Verbindung 72. Hier sind aber die oligomeren und protofibrilliren Banden in den Fraktionen
5-10 noch schwach zu sehen. Die entsprechenden Spezies werden also nicht prazipitiert. Die
Hybridsubstanz 55 ist also schon bei substochiometrischer Konzentration (62.4 uM) viel

wirksamer als die Pentamer-Derivate bei 4quimolarer Konzentration (125 uM).
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4.2 Biologische Experimente

Da die Trimer-D3-Hybridverbindungen 54-56 in ThT-Test, TEM-Aufnahmen und anderen
biophysikalischen Voruntersuchungen viel stirkere Effekte auf die AB-Aggregation zeigten,
als die entsprechenden Trimer-D1-Verbindungen 51-53 und Trimer-Derivate, wurden die
Ligangen 54-56 intensiver untersucht. In manchen Experimenten wurden Trim-TEG-D1 52
und Trimer-Derivate lediglich zum Vergleich herangezogen. Die meisten durchgefiihrten
Untersuchungen waren bis zu diesem Zeitpunkt auf Trimer-TEG-D3 55 eingeschriankt, weil

diese Testverbindung zuerst synthetisiert wurde.

4.2.1 Anti-Oligomerisierungsassay (AK Korth)

Mit Hilfe eines Anti-Oligomerisierungsassays wurde {iberpriift, ob die Hybridverbindungen in
der Lage sind die Bildung von AB-Oligomeren spezifisch zu unterdriicken. Bei diesem
Experiment wurde eine Cho-Zelllinie eingesetzt, die ein mutiertes APP (V717F)
tiberexprimiert und verstirkt das Alzheimer-Peptid sekretiert. Die Oligomerisierung verlauft
in diesem Fall, im Gegensatz zu Losungen aus synthetisch hergestelltem Ap-Peptid, unter
natiirlicheren Bedingungen, also in Gegenwart von Zellmembranen und weiteren zelluldren
Bestandteilen, die bei der Aggregation von Bedeutung sein konnten. Um den Einfluss der
synthetisierten Verbindungen auf die Oligomerbildung zu priifen, wurden die Zellen mit
Néhrmedium, das die zu untersuchenden Hybridsubstanzen enthélt, behandelt. Spéter wurde
das AB-Peptid aus dem Zelliiberstand mit immobilisiertem monoklonalem Antikdrper gegen
ABi-16 (IC16) immunprézipitiert und anschlieBend mittels Western Blot untersucht. In der
Abbildung 4.24 sind die Ergebnisse dieses Experiments visualisiert. Dabei sind die Effekte
von Trimer-TEG-D3 55 (JM169) bei unterschiedlichen Konzentrationen im Vergleich zu den
Effekten von den Einzelkomponenten, also D3-Peptid 8 und Trimer-TEG-Lysin 70 (AP), von
dem 1:1-Gemisch aus den beiden Verbindungen und von dem DI1-Peptid zu sehen. Trim-
TEG-Lys 70 ist zwar in der Hybridverbindung nicht enthalten, wurde jedoch aufgrund seiner
Wasserloslichkeit repréisentativ fiir die hydrophobe Trimer-TEG-Sdure 41 eingesetzt. Aus der
Abbildung 4.24 ist eindeutig zu erkennen, dass Trim-TEG-D3 55 konzentrationsabhéingig die
Oligomer-Bildung reduziert, wohingegen die Wirkungen von Trimer-Derivat 70, D3- und D1-
Peptiden viel schwiécher sind. Besonders wichtig war es zu iiberpriifen, ob sich der Effekt von

Hybridverbindung 55 mit zwei kovalent verbundenen aggregationsmodulierenden Einheiten
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von der Wirkung des 1:1-Gemisches der Einzelverbindungen (D3/AP) unterscheidet. Mit dem
Anti-Oligomerisierungsassay  konnte eindeutig nachgewiesen werden, dass die
Hybridverbindung 55 die Menge an Oligomeren viel effektiver reduziert als das 1:1-Gemisch
der Einzelkomponenten bei analogen Konzentrationen. In diesem Experiment wurde
demzufolge festgestellt, dass die Hybridverbindung neue Eigenschaften aufweist, die weder
die FEinzelkomponenten (Trimer-Derivat 70 und D3 8) noch ein 1:1-Gemisch dieser
Substanzen aufweist. Es scheint eine synergistische Wirkung beider aggregationshemmenden

Komponenten vorzuliegen, welche nur in kovalent verkniipfter Form moglich ist.
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Abbildung 4.24: Western-Blot von immunprézipitierten AB-Oligomeren und -Monomeren aus 7PA2-
Zelllinien, die mit unterschiedlichen Substanzen (JM169: Trim-TEG-D3 55; AP: Trim-TEG-Lys 70)
behandelt wurden. 1, 5 und 10 sind die Konzentrationen der Testsubstanzen in uM. Die Proteinbanden
fiir AB-Oligomere und -Monomere fehlen bei Wildtyp Cho-Zellen (C) und bei Zellen, die mit dem
amyloidogene APP-Prozessierung hemmenden vy-Sekretase-Inhibitor LY411575 (ysi) behandelt
wurden. Die Proteinmengen bei B dienten als Kontrolle. Die Zellen wurden in diesem Fall nur mit
DMSO in gleichen Konzentrationen wie bei den Testsubstanzen behandelt. Das APP wurde iiberall in
groBBer Menge, ausgenommen in den nicht transfezierten Zellen (C), nachgewiesen. Um direkten
Einfluss der Testsubstanzen auf die y-Sekretase-Aktivitit zu untersuchen, wurde in einem Kontroll-
Blot das C-terminale Fragment von APP (CTF) dargestellt. Dies wird verstiarkt bei Inhibierung der
y-Sekretase gebildet (siche ysi).

Als die Synthese von allen drei Trimer-D3-Hybriden mit variabler Spacerldnge 54, 55 und 56
abgeschlossen war, konnte thre Wirkung im Anti-Oligomerisierungsassay verglichen werden.

Die ersten Hinweise darauf, dass der vorhandene Spacer die Effizienz der
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Hybridverbindungen beeinflusst, waren bereits im ThT-Fluoreszenztest zu erkennen
(Abbildung 4.10). Im nachfolgenden Experiment sollte gepriift werden, ob eine
Spacerlédngenabhéngigkeit auch in Bezug auf die Reduktion der AB-Oligomere besteht. Die
Ergebnisse dieses Oligomerisierungsassays, der analog zu dem zuvor erlduterten Test
durchgefiihrt wurde, sind in der Abbildung 4.25 veranschaulicht. Auch in diesem Fall zeigt
das GABA-Derivat 54 den stirksten wihrend die Trimer-(TEG),-Verbindung 56 einen zu
Trimer-TEG-D3 55 vergleichbaren Effekt auf die AB-Oligomerisierung aufweist. Trimer-
GABA-D3 54 konnte die Oligomer-Bildung sogar bei 1 pM Konzentration signifikant
reduzieren, wohingegen Trimer-TEG-D355 und Trimer-(TEG),-D3 56 bei diesen
Konzentrationen keinen Effekt ausiiben konnten. Daraus ergeben sich folgende ECso-Werte:

~1 uM fiir Trim-GABA-D3 54 und ~5 pM fiir Trim-TEG,-D3 56.
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Abbildung 4.25: Effekt der variablen Spacerldnge auf die AB-Oligomerisierung in 7PA2-Zelllinien. 1,
5 und 10 sind die Konzentrationen der Testsubstanzen 54, 55 und 56 in uM. Oben: Western Blot;

unten: prozentuale Darstellung der Bandenintensitét aus dem Western Blot.

Die AnschlieBende Untersuchung von Trim-D3 57 (Abbildung 4.26) ergab, dass diese
Hybridverbindung ebenfalls eine stirkere Wirkung als Trim-TEG-D3 55 beziiglich der AB-
Oligomerbildung aufweist (Abbildung 4.26, rechts) und deshalb dem Hybrid 54 mit dem
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GABA-Spacer dhnelt. AuBBerdem zeigte dieser Test, dass der Ligand Trim-TEG-KKKKKG-
OH 72, welcher ebenfalls fiinf positive Ladungen tragt die Oligomerbildung nicht
unterdriicken kann, sondern diese sogar verstirkt. Zuvor wurde wéhrend der
Molekiildynamik-Rechnungen festgestellt, dass die Komplexierung der Glutamatleiter durch

die D3-Komponente von 55 viel stabiler ist als die Komplexierung durch die Pentalysin-

Komponente von 72 (Abbildung 3.14 und 3.38).
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Abbildung 4.26: Effekt von Trim-D357 und Trim-TEG-KKKKKG-OH 72 auf die Ap-
Oligomerisierung in 7PA2-Zelllinien. 1, 5 und 10 sind die Konzentrationen der Testsubstanzen 57 und
70 in uM. Links: Western Blot; Rechts: prozentuale Darstellung der Bandenintensitit von 57 und 55

aus dem Western Blot.

4.2.2 Synaptische Ubertragung (AK Gottmann)

Nach dem derzeitigen Forschungsstand wirken die AB-Oligomere neurotoxisch, weil sie unter
anderem die synaptische Ubertragung und Aktivitit schidigen. Bezug nehmend auf den
Oligomerisierungsassay, in dem die Hybridverbindungen die Oligomerbildung unterdriicken
konnten, sollte im nédchsten Experiment untersucht werden, ob die Substanzen in der Lage
sind, die Synapsen vor schidlicher Einwirkung der Fibrillogenese-Intermediate zu schiitzen.
Bis zu diesem Zeitpunkt konnte nur Trimer-TEG-D3 55 untersucht werden. Die Messungen
wurden im AK Gottmann (Institut fiir Neuro- und Sinnesphysiologie, Heinrich Heine
Universitdt, Diisseldorf) durchgefiihrt. Mittels einer physiologischen Methode, der Patch-
clamp-Technik, wurden die Verdnderungen der Miniatur exzitatorischer postsynaptischer

Strome (mEPSC) des AMPA-Rezeptors in Anwesenheit von Hybridsubstanz 55
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aufgenommen. Die mEPSC entstehen durch spontane Freisetzung einer konstanten
Transmittermenge aus einem mit der présynaptischen Membran verschmelzenden Vesikel
und bilden die Grund- bzw. Spontanaktivitit von Neuronen. Der wichtigste Neurotransmitter
im zentralen Nervensystem ist Glutamat. Der AMPA-Rezeptor (o-Amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoazolpropionat) ist einer der ionotropen, glutamatabhingigen Rezeptoren, der
schnelle exzitatorische Transmission im Gehirn vermittelt.”*"] Als Modell dienten hierbei die
Primérkulturen der kortikalen Mausneuronen. Nach der Behandlung der Gehirnzellen mit
dem Zelliiberstand aus dem Oligomerisierungsassay (sieche Kapitel 4.2.1), in dem Ap-
Oligomere enthalten waren, wurde eine signifikante Reduktion der mEPSC-Frequenz
beobachtet. Enthielt der Zelliiberstand zusitzlich Trim-TEG-D3 55, so war die AB-induzierte
Reduktion mEPSC-Frequenz stark gehemmt, wobei die mEPSC-Amplitude nicht
beeintrdachtigt wurde (Abbildung 4.27). Die Hybridsubstanz 55 selbst hatte keinen
schidigenden Einfluss auf die synaptischen Funktionen, die Frequenz und Amplitude blieben
unverdndert. Mit diesem Experiment wurde also gezeigt, dass Trim-TEG-D3 55 die Ap-

Oligomer-induzierte Synapsentoxizitit vorbeugen kann.
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Abbildung 4.27: mEPSC-Frequenz und -Amplitude von Neuronen ohne (schwarz) und nach

Behandlung mit 7PA2-Zelliiberstand aus dem Oligomerisierungsassay (grau).

4.2.3 Synaptische Plastizitat (AK Reymann)

In einem weiteren Experiment wurde iberpriift, wie effizient Trim-TEG-D3 55 die
Beeintrdachtigung der synaptischen Plastizitit durch das AP(1-42)-Peptid aufheben kann.

Diese Untersuchungen wurden im AK Reymann (Leibniz-Institut fiir Neurobiologie,
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Magdeburg) durchgefiihrt. Unter synaptischer Plastizitét versteht man die Regulierbarkeit der
Synapse beziiglich der Effektivitit ihrer synaptischen Ubertragung. Man unterscheidet die
Langzeit- von der Kurzzeitplastizitit. Die langandauernde Verdnderung der synaptischen
Effektivitit ist fiir die Entwicklung und das Lernen von entscheidender Wichtigkeit. Ein
experimentelles Korrelat ist die sog. Langzeitpotenzierung (LTP), bei deren Funktionsweise
die NMDA-Rezeptoren eine essentielle Rolle spielen. LTP stellt heutzutage ein allgemein
anerkanntes Modell fiir neuronale Vorginge wie Lernen und Gedichtnis, das auch zur

21 Im  vorliegenden

Untersuchung von Trimer-TEG-D3 55 herangezogen wurde, dar.!
Experiment wurden Maushirnschnitte mit AB(1-42)-Oligomeren bzw. Hybridsubstanz 55 oder
mit dem Gemisch aus den beiden behandelt. Die Oligomere mussten zuvor aus synthetischem
AB(1-42)-Peptid prépariert werden. Spater wurden in den behandelten und unbehandelten
Hippocampus-Schnitten exzitatorische postsynaptische Feldpotentiale (fEPSP) induziert und
abgeleitet. Wie aus der Abbildung 4.28 hervorgeht, konnte Trim-TEG-D3 55 die durch Af-
Oligomere herabgesetzte Langzeitpotenzierung wieder auf Werte, die sogar etwas hoher als

die entsprechenden Kontrollergebnisse liegen, anheben. Die Testsubstanz 55 alleine

beeinflusst die Langzeitpotenzierung dagegen nicht.
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Abbildung 4.28: Langzeitpotenzierung von Maus-Hirnschnitten: unbehandelt (control) und behandelt
nur mit AB(1-42)-Oligomeren bzw. nur mit Trim-TEG-D3 55 (JM169) oder mit AB(1-42)-Oligomeren
und Trim-TEG-D3 55.
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4.2.4 Antiprion-Aktivitat der Hybridverbindung 55 (AK Korth)

Neben den bekannten bereits beschriebenen Gemeinsamkeiten der amyloiden Proteine, wie
z. B. die Anfarbbarkeit mit Thioflavin T und Kongorot, sind seit einigen Jahren Antikorper
bekannt, die spezifisch diverse oligomere Aggregate, unabhingig von deren Sequenz,
erkennen. Dazu gehoren Oligomere oder Protofibrillen von o-Synuclein, Diabetes-
assoziiertes Amylin (IAPP), Polyglutamin, Lysozym und Prion-Protein./*** *** Diese Befunde
lassen darauf schlieBen, dass es an der Oberfliche dieser verschiedenen Arten von

Oligomeren gemeinsame bzw. typische Strukturen (Epitope) existieren.

Eine strukturelle Analogie zwischen A-Peptid und Prionprotein konnte nachgewiesen
werden, als bekannt wurde, dass der ~145-223-Sequenzabschnitt des aggregierten Prion-

Proteins in einer parallelen nichtverdrillten B-Faltblatt-Konformation vorliegt.[**>***
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Abbildung 4.29: Struktureller Vergleich der fibrilliren AB- und Prion-Proteine miteinander. Die
Modelle zeigen Q15-S28-Sequenzabschnitte von AB-Peptid (links) und W145-R156-

Sequenzabschnitte von PrP*® (rechts) aus jeweils einer nonameren Fibrille.

Wie sich dann nach molekularem Modellig herausstellte, liegt auch im Prion-Modell ein di-
aromatisches Motiv in der rdumlichen Nachbarschaft zu einem sauren Aminosdurerest vor.
Genau die gleiche Anordnung diente im AP-Modell als Bindungsmotiv fiir die Trimer-D3-
Hybridverbindungen. Beim Prion-Modell befindet sich ein Glutamat 152 (E152) in der Néhe
von zwei Tyrosinen Y149 und Y150 analog zum AB-Modell, in dem Glutamat 22 (E22) von
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zwei Phenylalaninen F19, F20 benachbart ist (Abbildung 4.29). Der Abstand zwischen den
beiden strukturellen Merkmalen ist in beiden Modellen somit identisch. Da also eine exakte
Ubereinstimmung der dreidimensionalen Anordnung des Bindungsmotivs vorhanden sein
konnte, lag es nahe eine Wechselwirkung der Trimer-D3-Hybridsubstanzen auch beziiglich

des Prionprotein PrP* zu untersuchen.

Eine qualitative Analyse der Interaktionen der Hybridsubstanz und ihrer Einzelkomponenten
mit Prion-Proteinen erfolgte mittels eines Pulldown-Experimentes (AK Korth). Bei dieser in
vitro-Methode wurden die Testsubstanzen Trimer-TEG-Lys 70 oder D3 8 bzw. Trimer-TEG-
D3 55 zuerst an eine feste Phase gebunden. Diese Immobilisierung erfolgte an einer NHS-
Sepharose, diese reagiert unter physiologischen Bedingungen bevorzugt mit primédren
aliphatischen =~ Aminogruppen. Da Trimer-TEG-Lysin 70 nur eine reaktionsfdhige
Aminogruppe an der Lysinseitenkette enthdlt, wird die Affinitdt des Trimer-Grundgeriists
nach der Immobilisierung nicht negativ beeinflusst. Das D3-Peptid 8 dagegen besitzt neben
dem Aminoterminus fiinf Arginine, die im Falle einer Nebenreaktion auch mit der NHS-
Sepharose reagieren konnten. Trimer-TEG-D3 (JM169) weist sogar keine einzige aliphatische
Aminogruppe auf und kann nur iiber eines der fiinf Arginine immobilisiert werden. Auf dieser
Annahme basierend wurden alle Testsubstanzen an eine mit NHS-Sepharose versehene feste
Phase gebunden. Es ist jedoch hierbei zu bedenken, dass bedingt durch Blockierung der
moglicherweise essentiellen Arginine bei D3 und Trimer-TEG-D3 55 es zu einem
Aktivitdtsverlust kommen kann. Dessen zundchst ungeachtet wurden alle immobilisierten
Liganden mit einem Mausgehirn-Homogenat, in dem das normale (N) oder das Scrapie-Prion-
Protein (Sc) enthalten waren (Abbildung 4.30, ,,Input®), behandelt. Danach wurde das Prion-
Protein aus dem immobilisierten Protein-Ligand-Komplex eluiert und mittels Western Blot
detektiert (Abbildung 4.30). Da im Scrapie-Prion-Homogenat auch das PrP® enthalten war,
kann aus dem Experiment nur folgende Schlussfolgerung gezogen werden. Das D3-Peptid 8
weist eine ausgeprigte Selektivitit fiir PrP%, moglicherweise indem es die Glutamatleiter
komplexiert. Dagegen bindet das Trimer-Derivat 70 zumindest das PrP® wahrscheinlich tiber
Wasserstoftbriicken und mn-n-Stapelwechselwirkungen. Kombiniert man nun die beiden
Einzelverbindungen 70 und D3 8 zum TrimTEG-D3 55, so ist eine verstirkte und bevorzugte
Bindung an das Scrapie-Prion-Protein zu erwarten. Allerdings kann aufgrund der oben
beschriebenen Schwierigkeiten bei der Immobilisierung von Trim-TEG-D3 55 keine
qualitative Aussage liber die Bindungsstirke und Selektivitét dieser Hybridsubstanz getroffen
werden. Aus den gewonnenen Ergebnissen ist lediglich abzuleiten, dass Trim-TEG-D3 55 in

der Lage ist an PrP zu binden.
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Abbildung 4.30: Western-Blot eines Pulldown-Experiments zeigt wie viel Prion-Protein an
immobilisierte Liganden Trim-TEG-D3 55 (JM169), D3 und Trimer-TEG-Lysin 70 (AP) aus einem

Mausgehirn-Homogenat (Input) gebunden wurde. Mock: Kontrolle.

Um zu untersuchen ob Trimer-D3-Hybridverbindungen in der Lage sind die Bildung von
PrP* zu inhibieren, wurden Zellexperimente mit Trim-TEG-D3 55 (JM169), durchgefiihrt
(AK Korth). Zur Untersuchung der Modulation der Prion-Replikation wurden Prion-infizierte
Neuroblastomzellen mit Trimer-TEG-D3 55 und zum Vergleich mit Trimer-TEG-Lysin 70
oder D3-Peptid behandelt. Der Zelliiberstand wurde danach mittels Western Blot untersucht
(Abbildung 4.31). Die Hybridverbindung 55 zeigte einen signifikanten dosisabhingigen
Effekt auf PrP* in Gegenwart von Proteinase K (PK). Die Zugabe von PK erfolgte, damit nur
das infektidse und Protease-resistente PrP> detektiert werden kann. Wie aus der Abbildung
4.31 (rechts) zu erkennen ist, konnte dagegen das Gemisch aus den Einzelkomponenten des

Hybrides, in entsprechenden Konzentrationen, keinen Effekt auf PrP®° ausiiben.
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Abbildung 4.31: Western Blot aus dem Uberstand der Prion-infizierten Zellen, die mit verschiedenen
Testsubstanzen bei unterschiedlichen Konzentrationen mit (rechts) oder ohne (links) Proteinase K

(PK) behandelt wurden. AP: Trimer-TEG-Lysin 70, IM169: Trimer-TEG-D3 55.
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4.2.5 Oberflachenplasmonresonanz-Spektroskopie (AK Willbold)

Die Affinitit der Hybridverbindungen zum AB-Peptid und zu ihren jeweiligen eigenen
Peptidkomponenten wurde anhand der Oberflichenplasmonresonanz-Spektroskopie (engl.
surface plasmon resonance spectroscopy, SPR) bestimmt. Die SPR-Spektroskopie ist ein
Verfahren zur Erfassung minimaler Anderungen des Brechungsindexes im Analyten oder der
Schichtdicke eines Filmes. Die Technik bedient sich dabei der Anregung einer Plasmonwelle
in einem dinnen Film, z. B. aus Gold oder Silber.”*”) Mit Hilfe dieser Methode kénnen
biomolekulare Interaktionen in Echtzeit detektiert werden. Die Anderung der Lichtintensitit
und des Resonanzwinkels, welche von der Konzentration an Molekiilen auf der Oberfldche
abhidngen, werden gemessen und in ,resonance units“ (RU) angegeben. Basis dieser
Technologie ist die Immobilisierung eines Interaktionspartners auf einem Sensorchip. Nach
Injektion steigender Konzentration des zweiten Partners iiber den Sensorchip, kann sowohl
die Bindungskinetik als auch die Affinitit eines Liganden anhand von Anderungen im
optischen Signal ermittelt werden.**"!

Das primire Ziel des hier vorliegenden Experimentes war es, die Affinititen von Trimer-
TEG-D1 52 und Trimer-TEG-D3 55 zum monomeren und fibrilliren AB(1-42)-Peptid zu
untersuchen. Die beiden Formen des AP-Peptids wurden dazu immobilisiert und mit
Hybridverbindungen, in 1 x PBS geldst, iiberstromt. Die Ergebnisse dieses Experimentes sind
in der Abbildung 4.32 dargestellt. Der Ligand 52 konnte weder an das monomere noch an das
fibrillire AB-Peptid binden. Trimer-TEG-D3 55 zeigte dagegen eine starke Wechselwirkung
mit beiden Formen des [(-Amyloid-Peptids. Eine quantitative Auswertung dieses
Experimentes erfordert allerdings eine Ubereinstimmung in der Geometrie und Anstiegshdhe
(in RU) der Kurven bei Wiederholung des Experimentes. Diese Kriterien wurden jedoch nach
dem zweiten Versuch nicht erfiillt. Dies kann moglicherweise durch eine Bildung
unterschiedlicher Aggregate und deren Interaktion mit Alzheimer-Peptid erklart werden.
Diese Hinweise auf eine Selbstassoziation des Trim-TEG-D3 55 wurden im nachfolgenden
SPR-Experiment weiter bekréftigt. Hier wurde tberpriift, ob die Hybridsubstanzen eine
Bindungsaffinitdt zu der jeweiligen Peptidkomponente, also D1 oder D3, die auf einem
Sensorchip immobilisiert vorlagen, aufweisen und somit zur Selbstassoziation neigen. In
beiden Féllen wurde ein Anstieg der Schichtdicke detektiert. Insbesondere band Trimer-TEG-
D3 55 sehr stark an immobilisiertes D3-Peptid. Die Ergebnisse der SPR-Spektroskopie deuten
also einerseits darauf hin, dass die Hybridsubstanzen in irgendeiner Weise an ihre jeweiligen

Peptidkomponenten binden und somit zur Selbstaggregation neigen, andererseits ist vor allem
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Trim-TEG-D3 55 in der Lage starke Interaktionen sowohl mit dem monomeren als auch mit
dem fibrilliren AP(1-42)-Peptid einzugehen. Fiir eine genauere Untersuchung der
Interaktionen zwischen den Hybriden und dem Alzheimer-Peptid ist zur Vermeidung der

Aggregatbildung eine weitere Optimierung der Loslichkeit der Hybridsubstanzen notwendig.
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Abbildung 4.32: SPR-Bindungsexperimente: von Timer-TEG-D3 55 (JM169) an AB-Monomere
(oben links), an AB-Fibrillen (unten links) und an das D3-Peptid (unten rechts); von Trimer-TEG-

D1 52 (Apz-TEG-D1) an APB-Monomere (oben links), an AB-Fibrillen (unten links) und an das D1-
Peptid (oben rechts).

4.2.6 MTT-Test (AK Bitan, AK Willbold)

Der MTT-Test ist ein Zytotoxizitits-Test, bei dem Zellen in vitro mit dem gelben
Tetrazoliumsalz behandelt werden, um ihre Lebensfahigkeit bzw. den Anteil lebender Zellen
im Vergleich zu einer Kontrollprobe zu messen. Der Nachweis der Zellaktivitit mittels MTT-
Test beruht auf der Reduktion des gelben, wasserloslichen Farbstoffes 3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2-2,5-diphenyltetrazolimbromid (MTT) zum blau-violetten, wasser-

unloslichen Formazan. Diese Umwandlung kann nur in intakten Mitochondrien lebender
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Zellen durch die mitochondriale Dehydrogenase stattfinden. Nach der Lyse der Zellen kann
der gebildete Farbstoff photometrisch gemessen und daraufhin quantifiziert werden.**!

Anhand des MTT-Tests sollte ermittelt werden, ob die hergestellten Verbindungen die Zellen
vor schidlicher Wirkung des AB-Peptids schiitzen konnen. Dazu wurden Zellen in An- oder
Abwesenheit der Testsubstanzen mit AfB-Peptid behandelt. Mittels Vergleich der Werte
konnte ermittelt werden, welche Verbindungen die grofite protektive Wirkung besitzen. Die
Zellvitalitdat ist dabei in Prozent, bezogen auf die jeweilige Kontrolle angegeben. Die
Kontrollwerte wurden aus Zellen ermittelt, die weder mit AB-Peptid noch mit der
Testsubstanz, sondern, falls die Verbindung wasserunldslich war, nur mit DMSO-haltigem

Puffer behandelt wurden.

4.2.6.1 Trimer-Derivate

Verbindungen, die zum Schutz von Zellen eingesetzt werden sollen, diirfen selbst keine
Zelltoxizitit aufweisen. Nachdem in Zellexperimenten nachgewiesen wurde, dass keine von
den zu untersuchenden Verbindungen zelltoxisch wirkt, konnten alle Trimer-Derivate im
MTT-Test mit AB-Peptid untersucht werden. Wie aus der Abbildung 4.33 zu erkennen ist,
wiesen alle Verbindungen eine protektive Wirkung auf, wobei in den meisten Fillen die
Zellaktivitdt in Anwesenheit der Testsubstanzen sogar deutlich {iber 100 % der Kontrolle

anstieg. Fiir die potentesten Liganden wurden spiter die ICso-Werte bestimmt (Tabelle 4.1).
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120 I I I Trimer-TEG-OH 41
£ 100 I 1 Trimer-TEG-Lys-OMe 70
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£ 80 Trimer-TEG-KLVFF-OH 77
3 ® Trimer-TEG-KKKKKG-OH 72
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40 (Trimer-K),-TEGDA 84
Trimer-TEG-DD 45
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Abbildung 4.33: MTT-Test mit Trimer-Derivaten (100 uM) an PC12-Zellen. Zellaktivitdt der
ungeschidigten Zellen ist 100 % (griin), der mit AP4, (10 uM) geschidigten Zellen ist 79 %. Alle
Verbindungen erhohen die Zellvitalitit in Gegenwart von AB(1-42).
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Obwohl Trimer-TEG-Lysin 70 bei 100 uM Konzentration die B-Amyloid-Zytotoxizitdt am
besten unterdriicken konnte, zeigte diese Verbindung im ,,dose-response“-Experiment im
Vergleich zu anderen Substanzen den hochsten ICsp-Wert (Tabelle 4.1). Dagegen konnte
Trim-TEG-LPFFD-OH 79 die Zellaktivitit schon bei 10 uM Konzentration signifikant

erhohen, indem es die Zahl der durch AB-Peptid geschéddigten Zellen um 50 % reduzierte.

Tabelle 4.1: ICso-Werte der effektivsten Trimer-Derivate im MTT-Test.

Trimer-Derivat 1Cso [UM]
Trim-TEG-OH 41 353
Trim-TEG-K-OMe 70  52.7
(Trim-K),-TEGDA 84 21.5
Trim-TEG-LPFFD 79  10.1

4.2.6.2 Hybridverbindungen

Ferner erfolgten Ermittlungen der eigenen Zelltoxizitit von Trim-TEG-D1 52 und Trim-TEG-
D355 und ihrer Wirksamkeit gegen AP-Zytotoxizitdt. Dabei wurden auch ihre
Einzelkomponenten separat und im Gemisch mit 25 uM Konzentration zu den Zellen
gegeben. Bis auf das D1-Peptid 7, das die Zellvitalitit auf ca. 80 % herabsetzte, zeigte keine
Testverbindung eine ausgepragte Zelltoxizitit (Abbildung 4.34, oben). In Anwesenheit von
12.5 uM AB(1-42) konnten sowohl die Einzelkomponenten in isolierter und gemischter Form
(Trim-TEG-K-OMe 70, D1 7) als auch die Hybridsubstanz 52 selbst die Zellvitalitit erh6hen
(Abbildung 4.34, unten links). Sie wirkten bei 25 uM Konzentration sehr dhnlich und lieBen
die Anzahl der iiberlebenden Zellen von ca. 50 % auf ca. 70 % ansteigen. Trim-TEG-D3 55
erhohte dagegen bei der gleichen Konzentration die Zellvitalitidt von ca. 35 % auf ca. 60 %
(Abbildung 4.34, unten rechts), allerdings nicht so stark wie das D3-Peptid 8 und das
Gemisch aus Trim-TEG-Lys 70 (ca. 80 %) und D3 8 (ca. 90 %). Die Ergebnisse aus dieser
Untersuchung widersprechen den Resultaten des Anti-Oligomerisierungsassays. Dort war ein
Gemisch aus Einzelkomponenten weniger effektiv als die Hybridverbindung 55 mit kovalent

verbundenen Aggregationsinhibitoren.
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Abbildung 4.34: MTT-Test mit Trimer-TEG-D1/D3 52/55, D1- 7, D3-Peptid 8 und Trim-TEG-
Lys 70 an PC12-Zellen. Zellaktivitdt der ungeschéadigten Zellen ist 100 % (griine Linie) und der mit
AB(1-42) geschéddigten Zellen durch rote Linie gekennzeichnet. Apz-TEG-Lys: Trim-TEG-K-
OMe 70; IM169: Trim-TEG-D3 55; Apz-TEG-D1: Trim-TEG-D1 52.

4.3 Experimente zu Kolloiden

Neben den vielen Inhibitoren von Enzymen sowie von verschiedenen Rezeptoren sind derzeit
mehrere Inhibitoren der Fibrillenbildung bekannt, deren aktive Form Kolloide sind. Solche
kolloidalen Partikel bestehen oft aus kleinen organischen Molekiilen und kénnen von 30 bis
zu 1000 nm groB3 sein. Ein wahrscheinlicher Wirkungsmechanismus solcher Partikel ist

Bindung bzw. Adsorption des Enzyms oder Fibrillen-bildenden Peptids/Proteins an deren



Untersuchungen 121

(242 28] Einige derartiger Inhibitoren

Oberflache und somit sein Ausschluss aus der Losung.
wurden mittels virtuellen Screening und Hochdurchsatz-Screening (high-throughput
screening, HTP) identifiziert, wiesen jedoch bei weiteren Untersuchungen keine
Strukturaktivitdtsbeziechung auf und stellten sich als unselektiv, nicht kompetitiv und
Tonenstirke-abhingig heraus.!?** 2%

Aus den Untersuchungen mit Transmissionselektronenmikroskopie gab es bereits Hinweise
darauf, dass manche Liganden zur Selbstassoziation neigen, indem sie Fasern bilden. Runde
kolloidale Aggregate wurden in TEM-Aufnahmen dagegen nicht beobachtet. Dennoch galt es
mittels weiterer Untersuchungsmethoden zu iberpriifen, in welchem Zustand die
synthetisierten Liganden in durchgefiihrten Experimenten tatsidchlich vorlagen. Die grofBte
Wahrscheinlichkeit zur Aggregatbildung besteht bei hohen Ligandenkonzentrationen, wie
z. B. bei der im ThT-Test gewihlten Konzentration von 200 pM. In diesem Zusammenhang
sollten Losungen einiger synthetisierter Verbindungen mit Konzentrationen analog zum ThT-
Test darauf untersucht werden, ob sie im monomeren oder aggregierten Zustand vorliegen. Es
wurden insgesamt sieben Trimer-Derivate 41, 45, 68, 70, 72, 79 und 84 sowie weitere von

Katrin Hochdorffer synthetisierte Liganden 98, 99, 100, 101 und 102 (siche Abbildung 4.35)

untersucht.
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Abbildung 4.35: Ubersicht weiterer Liganden (hergestellt von Katrin Hochdorffer), die auf
Kolloidbildung untersucht wurden: Trim-TEG-OEt 98, Trim-CHE 99, Trim-K-CHE 100, Trim-
GABA-OMe 101 und Trim-LPFFD-OH 102.
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4.3.1 UV-Messungen

Liegen in den angesetzten Losungen kolloidale Aggregate und/oder ungeldste Partikel vor,
sollten sich diese durch Zentrifugation bzw. Filtration zumindest zum Teil abtrennen lassen.
Diese Konzentrationsabnahme kann photometrisch quantitativ erfasst werden. Hierzu wurden
UV-Messungen von den Liganden-Ldsungen vor und nach dem Zentrifugieren bzw. Filtrieren
durchgefiihrt. Die Resultate sind in den Abbildungen 6.5 und 6.6 (Kapitel 6.14) dargestellt.
Die nach der Filtration und Zentrifugation aufgenommenen Absorptionsspektren waren fiir
die jeweilige Verbindung in der Regel anndhernd identisch. Dies bedeutet, dass durch
Filtration und Zentrifugation die gleichen Mengen an Partikeln abgetrennt wurden. Anhand
der aufgenommenen Absorptionsspektren lassen sich alle untersuchten Liganden in drei

Gruppen A-C einteilen (siche Abbildung 4.36).
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Abbildung 4.36: Drei typische Spektren von Trimer-Derivaten vor und nach der Zentrifugation oder

Filtration.

Fiir die Gruppe A wurde keine Reduktion der Absorption beobachtet, das heifit die Losungen
enthielten weder ungeldste Partikel noch grofere Kolloide. Dazu zédhlen Trim-TEG-
KKKKKG-OH 72, Trim-TEG-LPFFD-OH 79 und Trim-LPFFD 102. Fiir die Gruppe B

wurde ein signifikanter Riickgang der UV-Absorption festgestellt, so dass schitzungsweise
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halbkonzentrierte Filtrate und Uberstinde erhalten wurden. Zu dieser Gruppe gehdren Trim-
TEG-K-OMe 70, Trim-TEG-OH 41 und Trim-TEG-OEt 98. Bei der letzten Gruppe C wurde
eine fast vollstindige Abnahme der Absorption beobachtet, was darauf hindeutet, dass diese
Verbindungen entweder zum groften Teil ungeldst oder aggregiert vorlagen. Trim-DD 45,
Trim-GABA-OMe 101, Trim-CHE 99, Trim-K-CHE 100 und Trim-K-OMe 68 besitzen
solche Eigenschaften. Insgesamt konnten Konzentrationsabnahmen bei hydrophoben sowie
amphiphilen Trimer-Derivaten mit einem einfach geladenen Substituenten festgestellt
werden. Bei semipeptidischen Liganden war dagegen keine Konzentrationsdnderung zu

beobachten.

4.3.2 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

4.3.2.1 Beschreibung der Methode

Die dynamische Lichtstreuung (DLS) ist auch als Quasielastische Lichtstreuung (QELS) oder
Photonen-Korrelations-Spektroskopie (PCS) bekannt. Sie eignet sich zur Messung von
Partikeln zwischen einigen Nanometer und ca. 1 pm. Suspendierte Teilchen streuen das Licht
mit einer geringen Intensitdt in alle Raumrichtungen nahezu gleich, weshalb die alleinige
Messung des Streulichts als Mal3 fiir die PartikelgroBBe nicht geeignet ist. Suspendierte
Nanopartikel und Makromolekiile unterliegen der Brown’schen Molekularbewegung. Diese
hat zur Folge, dass das gestreute Licht in seiner Intensitdt schwankt. Die Streulichtfrequenz
korreliert mit der PartikelgroBe. Bei der dynamischen Lichtstreuung werden daher die
Fluktuationen des gestreuten Lichts erfasst und zur Ermittlung einer PartikelgroBenverteilung
genutzt. Kleine Partikel bewegen sich aufgrund der Brown’schen Molekularbewegung
schneller als groe. Darauf beruht auch ihre schnelle Diffusion, so dass der
Diffusionskoeffizient D ein Mal} fiir diese Schwankungsbewegung darstellt. Mit Hilfe der
Stokes-Einstein-Beziehung kann aus dem Diffusionskoeffizienten D der hydrodynamische

Radius R;, der Probenbestandteile berechnet werden:

o KT
" 6mnD

(4)

Der Parameter k ist die Boltzmann-Konstante (~1.4-10% J/K), T ist die Temperatur und 1 die

Viskositit des Losungsmittels.*** 27!
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4.3.2.2 TeilchengroRenanalyse

Um die GroBe der moglicherweise vorhandenen kolloidalen Partikel bestimmen zu kénnen,
wurden DLS-Messungen von Jolanta Polkowska durchgefiihrt. Mit dieser Methode wurden
allerdings nur die Verbindungen, fiir die es bereits in den UV-Messungen Hinweise auf
Kolloidbildung gab (Gruppe B und C), untersucht. Um mechanische Verunreinigungen wie
z. B. Staub und feine Fusseln aus der Losung zu entfernen, wurden alle Losungen zunéchst
durch Filter mit einer Porenweite von 650-750 nm filtriert. Da die meisten aus organischen
Molekiilen aufgebauten Kolloide diese GroBe nicht iiberschreiten, sollten die gegebenfalls
vorhandenen Assoziate diesen Filter passieren konnen und im erhaltenen Filtrat nachweisbar
sein. Fiir das Abtrennen von groBlen Aggregaten bzw. Kolloiden wurden Filter mit der
Porenweite von 200 nm eingesetzt. In der Tabelle 4.2 sind Ergebnisse der untersuchten
Liganden mit PdI < 0.4 dargestellt. Der Polydispersititsindex (PdI) ist ein Mal} fir die
GroBenverteilung der Partikel in der Losung. Eine ungefdhre Teilchengréf3enbestimmung ist
nur mit Pdl <0.3 mdglich. Lésungen mit PdI> 0.3 sind uneinheitlich, also sehr stark

(248, 249) AuBerdem ist zu beachten, dass mit dieser Methode nur Partikel mit einem

polydispers.
Durchmesser groBer als 1 nm detektierbar sind, so dass die Proben mit einem ermittelten
hydrodynamischen Durchmesser unter 1 nm als aggregat- und kolloidfrei eingestuft werden
konnen. Dazu zdhlen gemifl der Tabelle 4.2 Trim-CHE 99, Trim-K-CHE 100 und Trim-
GABA-OMe 101. Nach der Filtration mit dem groben Filter wurden Partikel in Losung von
Trim-TEG-K-OMe 70 (~18 nm) detektiert. Eine weitere Filtration dieses Filtrates durch einen
feineren Filter filhrte zur Erhohung des PdI-Wertes. Dies kann moglicherweise durch
weiterhin stattfindende Aggregationsvorginge erklirt werden. Bestitigende Hinweise auf
Selbstassoziation des Trimer-Derivates 70 gab es bereits neben den UV-Messungen in TEM-
Aufnahmen, wo Fasern zu beobachten waren. Eine weitere Verbindung, bei der Partikel
(~17 nm) nachgewiesen wurden, ist Trim-TEG-OEt 98. Da die detektierten Partikel relativ
klein sind, sollten sie auch den feinen Filter mit Porenweite von 200 nm passieren konnen.
Uberraschenderweise waren nach der Filtration keine Partikel mehr nachweisbar. Die
untersuchte 200 uM Losung von 98 zeigte eine schwache Konzentrationsabnahme nach der
Zentrifugation und Filtration. Im Gegensatz zu Trim-TEG-K-OMe 70 konnten in TEM-
Aufnahmen von Trim-TEG-OEt 98 weder Fasern noch kolloidale Partikel beobachtet werden.
Fiir detektierte Partikel von Trim-TEG-OH 41 gab es ebenfalls keine weiteren bestdtigenden

Hinweise (TEM-Aufnahmen) fiir die Bildung von Selbstassoziaten.
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Tabelle 4.2: Ergebnisse aus den DLS-Messungen. Die Durchmesser sind auf das Volumen bezogen.

Filter 650-750 nm Filter 200 nm
Verbindung Pdl Durchmesser [nm] Pdl Durchmesser [nm]
Trim-TEG-K-OMe 70 0.35 17.6 (86 %) Pdl > 0.5

81.8 (10 %)

Trim-CHE 99 0.30 0.7 0.26 0.7
Trim-K-CHE 100 0.21 0.7 0.44 0.7
Trim-TEG-OH 41 0.36 51.1 (99 %)
Trim-TEG-OEt 98 0.22 15.6 (80 %) 0.34 0.6
Trim-GABA-OMe 101 0.33 0.7 0.41 0.7

4.3.3 Rasterkraftmikroskopie (AFM)

4.3.3.1 Beschreibung der Methode

Ein sehr flexibel einsetzbares Verfahren zur Untersuchung von Oberflichen ist die
Rasterkraft-Mikroskopie (engl. atomic force microscopy, AFM). Das AFM misst die von Ort
zu Ort wechselnde anziehende und abstoende Wechselwirkungskraft, die bei hinreichend
kleinem Abstand zwischen Unterlage und der dariiber gefiihrten Spitze messbar wird. Die
Messgrole ist hier die Auslenkung des biegsamen Auslegers, an dem die Mess-Spitze
befestigt ist. Man kann die Mess-Spitze beispielsweise mit einem am Ausleger reflektierten
Lichtzeiger messen. Der Mechanismus der Bild-Entstehung ist sehr komplex. Er hdngt von
spezifischen Eigenschaften der Oberfliche und der physikalischen Natur der
Wechselwirkungspotentiale ab. So kdnnen van-der-Waals-Kréfte, ionische, magnetische und
elektrostatische Kréfte zur Abbildung beitragen. AFM ist besonders gut zur Abbildung von

Polymeren und Biomolekiilen geeignet.[**”

4.3.3.2 Untersuchungen mit AFM

Um herauszufinden in welcher Form (monomer oder kolloidal) die im ThT-Test untersuchten
Trimer-Derivate vorlagen, wurden AFM-Aufnahmen (AK Schmuck, Universitdt Duisburg-
Essen) von zwei exemplarisch ausgewihlten Liganden aufgenommen. Hierzu wurde die

polare Verbindung 70, die bereits in TEM und DLS Tendenz zur Selbstassoziation aufwies,
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und das lipophile Derivat Trim-CHE 99, das zumindest nach der Filtration in DLS monomer
vorlag, ausgewédhlt. Die Untersuchungen konnten bei analogen Konzentrationen (198 uM)
durchgefiihrt werden. Um Kristallisationsvorgdnge des Puffers zu vermeiden, wurden die
Proben in Wasser/DMSO (90:10) angesetzt. Zusétzlich wurden die Proben auf pH 7.4
eingestellt. Wie in der Abbildung 4.37 (links) dargestellt ist, konnten fiir Trim-TEG-K-
OMe 70 Vesikel verschiedener GroBen detektiert werden. AuBBerdem sind dort verschmolzene
grolere Spezies zu erkennen. Die Auswertung der Aufnahmen ergab, dass die Vesikel
kollabiert vorliegen, weil sie wahrscheinlich mit der Mica-Trageroberflache interagieren. Der
Durchmesser dieser kollabierten Vesikel variiert zwischen 40 und 50 nm, ihre Hohe dagegen
zwischen 2.5 und 12 nm. Der exakte Durchmesser der kugelformigen Partikel ist aus den
Aufnahmen alleine nicht abzulesen. Durch Korrelation zu DLS-Messungen, in denen ein
Durchmesser von ca. 18 nm ermittelt wurde, ist davon auszugehen, dass die Vesikelgrofle in
der AFM-Aufnahme mit der Grofe aus DLS-Messungen ungefahr iibereinstimmt. Die AFM-
Aufnahme von Trim-CHE 99 (Abbildung 4.37, rechts) zeigt nur die Mica-Trégeroberflache.
Dies bedeutet, dass dieser Ligand unter den gewihlten Bedingungen keine Selbstassoziation
eingeht. Auch in TEM-Aufnahmen waren fiir diesen lipophilen Liganden keine Kolloide zu

beobachten.

Abbildung 4.37: Reprisentative AFM-Aufnahme fiir eine 198 uM Losung von Trim-TEG-K-OMe 70
(links) und Trim-CHE 99 (rechts) in Wasser/DMSO (90:10), pH 7.

4.3.4 Untersuchungen mit DOSY-NMR

Mit Hilfe eines DOSY-NMR-Experiments (engl. diffusion ordered spectroscopy) lésst sich

der Diffusionskoeffizient eines Molekiils und damit indirekt seine Grof3e bestimmen. Von
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allen untersuchten Verbindungen wurde nur Trim-TEG-K-OMe 70 konsequent in allen
Experimenten als eine zur Selbstassoziation neigende Verbindung eingestuft. In einem
parallelen Versuch sollte die VesikelgroB3e anhand eines DOSY-NMR-Experiments ermittelt
werden. Hierzu musste allerdings eine im Vergleich zu anderen Versuchen konzentriertere
Loésung (ca. 1 mM) in einem D,O/DMSO-d¢-Gemisch (90:10) angesetzt werden. Aufgrund
der unterschiedlichen Konzentrationen und Abwesenheit von Puffer, kann das Ergebnis
deshalb von den Werten aus DLS und AFM abweichen. Im resultierenden zweidimensionalen
Spektrum wird bei einem DOSY-NMR die chemische Verschiebung des 'H-NMR-Spektrums
von Trim-TEG-K-OMe 70 gegen den Logarithmus des Diffusionskoeffizienten aufgetragen.
Aus dem DOSY-Spektrum wurde ein Diffusionskoeffizient von 5.01-10™"" m%/s ermittelt.
Dieser Diffusionskoeffizient wurde zusammen mit der Boltzmann-Konstante (1.4-107 J/K)
und der von dem Wasser/DMSO-Gemisch (9:1) ermittelten Viskositdt (0.0012 Pa-s) zur

Berechnung des hydrodynamischen Radius in die Stokes-Einstein-Gleichung (4) eingesetzt.

1.4.10"% kg;‘;;{- .298 K
Ry = X 2 ==37-10""m~ 4nm
6-m-0.0012—2.5,01 .10-11 T
ms S

Aus der Abbildung 4.38 ist allerdings zu erkennen, dass der bestimmte Diffusionskoetfizient
aus einem Bereich gemittelt werden musste. Dies entspricht einer Schwankung des
hydrodynamischen Radius von 1.8-11.5 nm. Der gemittelte hydrodynamische Radius von
~4 nm ergibt einen Durchmesser von ~8 nm. Dieser liegt somit unterhalb des aus DLS

ermittelten Radius (~18 nm).
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Abbildung 4.38: DOSY-NMR von Trim-TEG-K-OMe 70, 'H-NMR-Spektrum auf der Abszisse ist
gegen den Diffusionskoeffizienten auf der Ordinate aufgetragen, 1 mM in D,O/DMSO-d¢ (90:10).
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4.3.5 Bestimmung der kritischen Mizellenkonzentration

Da in AFM-Aufnahmen von geldstem Trim-TEG-K-OMe 70 Vesikel zu beobachten waren
(Abbildung 4.37, links), sollte im ndchsten Schritt untersucht werden, ob es sich dabei um
Assoziationskolloide (Mizellen) handelt. Zusétzlich wurde Trim-TEG-KKKKKG-OH 72
analysiert. Dieser Ligand ist ebenfalls ein Amphiphil, besitzt aber im Gegensatz zu Trim-
TEG-K-OMe 70 mehrere positive Ladungen. Die Mizellenbildung setzt erst oberhalb einer
bestimmten Konzentration ein. Diese wird als kritische Mizellenkonzentration (cmc)
bezeichnet und kann anhand einer abrupten Anderung von verschiedenen physikalischen
GroBen erfasst werden wie z. B. der Oberflichenspannung, den Lichtstreueigenschaften oder
anhand fluoreszenzspektroskopischer Untersuchungen, wie im Folgenden nidher erldutert
wird.!”’"! Die fluoreszenzspektroskopische Bestimmung der kritischen Mizellenkonzentration
erfolgt iiber die Aufnahme von Fluoreszenzspektren von Pyren in Anwesenheit des
mizellenbildenden Amphiphils steigender Konzentration. Dabei macht man sich die
Intensitdtsdnderung der charakteristischen Feinstruktur des Pyrens in Losung zunutze. Wie
von Kalyanasundaram et al. gezeigt wurde, ist das Fluoreszenzspektrum stark abhdngig von

(2521 Da Pyren unpolar ist, befindet es sich, falls

der Polaritdt in der Umgebung des Pyrens.
Assoziationskolloide vorhanden sind, im unpolaren Kern der Mizellen. Aufgrund der
hydrophoben Umgebung erfihrt der Fluoreszenzfarbstoff so eine Anderung seines
Fluoreszenzspektrums. Sollte diese Anderung und somit eine kritische Mizellenkonzentration
fiir beide zu untersuchenden Liganden 70 und 72 festgestellt werden, konnte dies als Beweis
fiir die Ausbildung mizellarer Strukturen dienen. Zur Bestimmung der Kkritischen
Mizellenkonzentration in 1xPBS mit 10 % DMSO wurden die Intensititen der Peaks bei
372.8 nm und 392.2 nm aus den Fluoreszenzspektren steigender Ligandenkonzentration
(Abbildungen 4.39 und 4.40, links) zueinander ins Verhiltnis gesetzt und gegen den
Logarithmus der Ligandenkonzentration aufgetragen (Abbildungen 4.39 und 4.40, rechts).
Dabei ist auBBerdem bei steigender Ligandenkonzentration eine Abnahme der Gesamtintensitit
des Fluoreszenzspektrums zu beobachten, die durch die Abnahme der Loslichkeit zu erkliren
ist. Die ermittelten kritischen Mizellenkonzentrationen sind fiir beide untersuchten Liganden
70 und 72 sehr dhnlich und betragen ca. 17 uM fiir Trim-TEG-K-OMe 70 und ca. 12 uM fiir
Trim-TEG-KKKKKG-OH 72. Dies bedeutet, dass die Liganden 70 und 72 ab der
entsprechenden Konzentration in 1xPBS mit 10 % DMSO Mizellen bilden. Dementsprechend
muss es sich bei den im AFM detektierten Vesikeln von Trim-TEG-K-OMe 70 um Mizellen

handeln.
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Abbildung 4.39: Links: Fluoreszenzemissionsspektren von Pyren (1 uM) entweder alleine oder in
Gegenwart von Trim-TEG-K-OMe 70 bei Konzentrationen von 0.01-500 pM in 1xPBS mit 10 %
DMSO; Rechts: Die Anderung des Intensitiitsverhiltnisses Is,/I3725 aus den Fluoreszenz-

Emissionsspektren von Pyren in Gegenwart von Trim-TEG-K-OMe 70.

320 1,02 .
o
2= 1,00 -
% 280 © '_
0,98 - {
g 260 B P
o ™
N 240 o 096 4 cmc =12 uM )
w o =
o 2] v
o 220 -
=3
(TS 0,94 4 N . /
200 . ;
180 T . j . 7 : 1 092 e
360 370 380 390 400 410 420 0,01 0.1 1 10 100 1000
7. [nm] log [Trim-TEG-KKKKKG-OH, pM]

Abbildung 4.40: Links: Fluoreszenzemissionsspektren von Pyren (1 pM) entweder alleine oder in
Trim-TEG-KKKKKG-OH 72 bei von 0.1-500 uM
1xPBS/DMSO-Gemisch (90:10); Rechts: Die Anderung des Intensititsverhiltnisses I30,,/137,5 aus den

Gegenwart von Konzentrationen im

Fluoreszenz-Emissionsspektren von Pyren in Gegenwart von Trim-TEG-KKKKKG-OH 72.

4.3.6 Aktivitat der filtrierten Liganden-Losungen im ThT-Test

Nachdem die Liganden-Losungen darauf untersucht wurden, ob sie Kolloide bzw. ungeldste
Partikel enthalten und in welcher Form diese gegebenfalls vorliegen, erfolgten im
nachfolgenden Schritt die Aktivitdtsmessungen der erhaltenen Filtrate (Porenweite 200 nm).

Zuvor mussten die Liganden-Konzentrationen in den Filtraten bestimmt werden. Hierzu
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wurden UV-Absorptionsspektren von Liganden-Losungen mit folgenden Konzentrationen
aufgenommen: 6.25-200 uM fiir Trim-TEG-K-OMe 70 und 3.13-200 uM fiir Trim-Lys-
CHE 100 (Abbildungen 4.41 und 4.42, links). Aus diesen UV-Spektren wurde fiir die
jeweilige Verbindung die Absorption bei 260 nm gegen die Konzentration aufgetragen
(Abbildungen 4.41 und 4.42, rechts). GemiB dem Lambert-Beer-Gesetz konnten die
Konzentrationen der Liganden in den Filtraten aus dem linearen Bereich dieser Auftragung
abgelesen werden. Diese betrugen 90 uM fiir Trim-TEG-K-OMe 70 und 5.2 uM fiir Trim-
Lys-CHE 100. Die ermittelten Konzentrationen einiger Liganden sind in der Tabelle 4.3

zusammengefasst.
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Abbildung 4.41: Links: Absorptionsspektren von Trimer-TEG-K-OMe 70 bei verschiedenen

Konzentrationen; Rechts: konzentrationsabhidngige Absorptionszunahme bei 260 nm. Konzentration

von 70 im Filtrat betrdgt 90 pM.
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Abbildung 4.42: Links: verschiedenen

Konzentrationen; Rechts: konzentrationsabhidngige Absorptionszunahme bei 260 nm. Konzentration

Absorptionsspektren von Trimer-Lys-CHE 100  bei

von 100 im Filtrat betrdgt 5.2 uM.
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Nach der Konzentrationsbestimmung wurden die erhaltenen Filtrate im ThT-Test auf ihre
aggregationsinhibierende Wirkung untersucht. Fiir dieses Experiment mussten die
Bedingungen der bereits beschriebenen Aggregation mit 33 uM AP(1-42) gewéhlt werden.
Wenn Aggregate der Liganden fiir die Aggregationshemmung verantwortlich sind, sollte
deren Entfernung aus der Losung z. B. durch Filtration zur Abnahme der inhibierenden
Wirkung fiihren. Die erhaltenen Aggregationsreduktionen mit den Filtraten sind den zuvor
bestimmten Werten mit 198 uM Losungen in der Tabelle 4.3 gegeniibergestellt. Uberraschend
starke Inhibition wurde fiir Verbindungen 68 und 100 festgestellt, obwohl diese in sehr
niedrigen Konzentrationen in Filtraten vorlagen. Besonders auffallend ist die starke
Aggregationsinhibition auf 25 % von Trim-K-OMe 68 aus einer filtrierten Losung, da dieser
Ligand in friitheren Untersuchungen die Agglomeration des Alzheimer-Peptids kaum
unterdriicken konnte (86 %).'®* Erwartungsgemif sollten die Liganden 72 und 103 keine
Anderung in ihrer Effektivitit zeigen, da die Filtration in diesen Fillen die Liganden-
Konzentration nicht beeintrachtigte. Trim-TEG-KKKKKG-OH 72 wies nach dem Filtrieren
tiberraschenderweise stérkere Inhibition auf, indem es die AB-Aggregation auf 16 % anstelle
von zuvor ermittelten 52 % herabsetzte. Obwohl fiir Trim-TEG-K-OMe 70 und Trim-TEG-
OH 41 eine signifikante Abnahme der Konzentrationen in den Filtraten von 198 uM auf
90 uM und 150 uM festgestellt wurde, &nderte sich ihre Wirkung nur geringfiigig. Da die
Bildung der Assoziationskolloide fiir Trim-TEG-K-OMe 70 bei ca. 17 uM liegt, waren diese
Uberstrukturen auch im eingesetzten 90 pM Filtrat enthalten. Zudem wurden mittels DLS
Partikel im Filtrat dieser Verbindung detektiert. Dies bedeutet, dass anhand dieses
Experimentes nicht geklart werden konnte, ob die monomere oder kolloidale Form von Trim-

TEG-K-OMe 70 gegen die AB-Agglomeration aktiv ist.

Table 4.3: Inhibierung der Aggregation von 33 uM AP(1-42)-Peptid im ThT-Test durch Liganden-

Losungen: gesamt (links) und filtriert (rechts).

gesamt filtriert
Verbindung ¢ [uM] Inhib. auf [%] ¢ [uM] Inhib. auf [%0]
Trim-TEG-K-OMe 70 198 24 £ 8 90 35+5
Trim-TEG-KKKKKG-OH 72 198 52+13 198 16+3
Trim-K-CHE 100 198 30+9 5 37+£16
Trim-LPFFD-OH 102 198 33+9 198 45+ 14
Trim-K-OMe 68 198 86+ 2 ~5 25+3

Trim-TEG-OH 41 198 48 + 14 ~150 59+13
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4.3.7 Untersuchungen des Wirkmechanismus von Trimer-Derivaten

Da die in ThT-Test eingesetzten filtrierten Losungen weiterhin teilweise Kolloide enthielten,
konnte anhand dieses Experimentes nicht gekldrt werden, ob die Assoziate oder die
monomere Form der Liganden als Aggregationshemmer wirken. Die Gegebenheit von
monomeren Liganden ist von grundlegender Bedeutung fiir die parallel zu Experimenten
durchgefiihrten in silico Berechnungen der AB-Liganden-Komplexe, die auf monomerer Form
der Rezeptormolekiile basieren. Falls die Wirkung der hergestellten Aggregationshemmer von
den gebildeten Uberstrukturen, z. B. Mizellen oder Kolloiden ausgeht, liegt hier ein
unspezifischer Wirkmechanismus vor. Die Anwesenheit von z. B. mizellaren Strukturen muss
jedoch nicht zwangsliufig bedeuten, dass diese die aktiven Spezies darstellen. Es ist denkbar,
dass die Assoziate selbst inaktiv sind und die durch AB-Komplexierung verbrauchte und

wahrscheinlich im Gleichgewicht zu Uberstrukturen stehende Monomere nachliefern.

Die ersten typischen Kriterien einer kolloidalen Aggregationshemmung wurden durch
Shoichet et al. fiir das Prion-Protein aufgestellt. Eine Aggregationsinhibition, die durch
kolloidale Formen vermittelt wird, zeichnet sich durch drei charakteristische Merkmale aus.
Dazu gehoren die Zeitabhéngigkeit der Inhibition (A), Konzentrationsabhéngigkeit von dem
Zielprotein (B) und die Empfindlichkeit der Inhibition zu einer gréferen Menge eines
sekundiren Proteins, wie bovines Serumalbumin (BSA, C).**

Bezug nehmend auf diese Definition sollte im néchsten Schritt durch ThT-Test {iberpriift
werden, ob die synthetisierten Trimer-Derivate die beschriebenen Kriterien erfiillen und somit
als Kolloide wirken. Fiir dieses ThT-Experiment wurden einerseits das Mizellen- sowie Faser-
bildendes Trimer-Derivat 70 und andererseits der als Monomer eingestufte Ligand 102
gewdhlt. Trim-LPFFD-OH 102 sollte in diesem Fall also als Negativkontrolle bzw. als
Vergleich mit dem mdglicherweise als Kolloid wirkenden Liganden 70 dienen. Zur
Untersuchung des Wirkmechanismus im ThT-Test mussten die in der Literatur oft
beschriebenen Bedingungen einer Keim-induzierten Aggregation gewidhlt werden. Durch
Zugabe von frisch priparierten Af4-Keimen (engl. seeds) sollte die ,,lag-phase™ der AB-
Agglomeration aufgehoben und die Aggregation somit beschleunigt werden.”” Die Kinetik
der aufgenommenen Keim-induzierten AP(1-42)-Aggregation ist der Aggregation von
monomerem AB(1-42) in der Abbildung 4.43 gegeniibergestellt. Aus dieser Darstellung ist zu
erkennen, dass die Aggregation vor allem in den ersten zwei Stunden durch Zugabe von

AP4r-Keimen stark beschleunigt wurde.
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Abbildung 4.43: Aggregationskinetik von 33 pM monomerem Afg4-Peptid alleine (durchgezogen)

oder in Gegenwart von 10 % AB4,-Keimen (gestrichelt).

Sollten die Liganden einen auf Kolloide basierenden Wirkmechanismus aufweisen, so muss
die Preinkubation der APs-Keime mit dem Liganden vor dem Aggregationsstart die
aggregationshemmende Wirkung verstirken. Dieses Experiment stellt das Kriterium A, die
Zeitabhingigkeit, dar und ist in der Abbildung 4.44 (links) dargestellt. Die Wirkung der
Liganden 70 und 102 verschlechterte sich durch Preinkubation von 24 % auf 36% und von
14 % auf 24 %. Auch die Uberpriifung auf Konzentrationsabhiingigkeit (B) fiel negativ aus
(Abbildung 4.44, rechts). In diesem Experiment sollte sich die Aggregationsinhibition bei
einer hoheren Konzentration an Af4-Keimen im Falle eines kolloidalen Mechanismus
verschlechtern. Eine leichte, jedoch nicht signifikante Abnahme der Inhibition wurde bei
Trim-LPFFD-OH 102 festgestellt. Diese Verbindung wurde aber anhand der zuvor
beschriebenen Experimente als monomer eingestuft. Bei Trim-TEG-K-OMe 70 wurde kein
Unterschied in der Wirkung in Gegenwart von 5 % zu 10 % Aggregationskeime und somit
keine Konzentrationsabhéngigkeit festgestellt. Die Durchfiihrung des ThT-Aggregationstests
in Gegenwart von 5 mg/mL war nicht auf das AB(1-42) von dem Prion-Protein {ibertragbar,
da das BSA selbst die AB-Aggregation vollstindig hemmte. Die Zugabe dieses sekundiren
Proteins sollte die Kolloide nicht auflosen, sondern diese moglicherweise durch Adsorption
an deren Oberfldche absittigen, so dass diese keine Interaktion mit dem Zielprotein, in diesem

Fall Ap(1-42), eingehen konnen.! >
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A: Zeitahangigkeit B: Konzentrationsabhangigkeit
Ap(1-42) Ap(1-42)
alleine alleine
& 100 100
% 90 90
€ 80 80
E 70 70
5 60 + 60
'g 50 50
T 40 B 40 10%
= 30 30 . o, 10%
2 20 20 57 10 L
£ _
s " - 6
0 0

L J [1 J L J [} J

T T
Trim-LPFFD-OH Trim-TEG-K-OMe Trim-LPFFD-OH Trim-TEG-K-OMe

Abbildung 4.44: Inhibierung der Keim-induzierten Aggregation von 33 uM AB(1-42).
Zeitabhingigkeit A: Inhibierung durch Trim-LPFFD-OH 102 und Trim-TEG-K-OMe 70 in
Gegenwart von 10 % Aggregationskeime mit (+) und ohne 5 Minuten Preinkubation (-).
Konzentrationsabhéngigkeit B: Inhibierung durch Trim-LPFFD-OH 102 und Trim-TEG-K-OMe 70 in
Gegenwart von 5 % und 10 % Aggregationskeime.

4.3.8 Zusammenfassung Experimente zu Kolloiden

Zur Untersuchung der hergestellten Trimer-Derivate auf mogliche Kolloidbildung wurde eine
Reihe von Experimenten (UV- und DLS-Messungen, DOSY-NMR, AFM-Aufnahmen und
cmc-Bestimmung) durchgefiihrt. Trim-TEG-K-OMe 70, das einzige Trimer-Derivat, das
schon zuvor in TEM-Aufnahmen als potentieller Assoziat-Bildner eingestuft wurde, musste
mit weiteren Techniken genauer untersucht werden. Dabei stellte sich heraus, dass dieses und
das weitere Amphiphil Trim-TEG-KKKKKG-OH 72 Mizellenkolloide bilden. Die Trim-
TEG-Derivate 41 und 98, die nur in DLS jedoch teilweise mit nicht reproduzierbaren
Ergebnissen Hinweise auf Selbstassoziation lieferten, wurden dagegen nicht genauer
untersucht. Die filtrierten Ligandenlosungen wiesen im Vergleich zu nicht filtrierten
Losungen trotz zum Teil starker Konzentrationsabnahme keinen signifikanten Riickgang der
aggregationshemmenden Wirkung im ThT-Test auf, was bei Kolloiden als aktive Spezies zu
erwarten wére. Aufbauend auf diesen Resultaten erschien es somit sinnvoll den
Wirkungsmechanismus der Trimer-Derivate genauer zu untersuchen. Dabei galt es die
Verbindungen auf Gegebenheit von charakteristischen Merkmalen einer kolloidalen

Aggregationshemmung zu iiberpriifen. Doch weder Zeit- noch Konzentrationsabhéngigkeit
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der AB-Aggregationsinhibierung konnten in Anwesenheit des Mizellen- und Faser-bildenden
Trimer-Derivates 70 nachgewiesen werden. Dies bedeutet, dass selbst Trim-TEG-K-OMe 70
bei dem eine ausgepriagte Tendenz zur Selbstassoziation vorliegt, als Monomer wirken muss.
Die vorhandenen Assoziate sind also inaktiv und beeinflussen die Inhibition nicht. Eine
weitere Bestirkung des nicht kolloidalen Wirkmechanismus lieferten die Disaggregations-
versuche im ThT-Test. Nach bisherigem Forschungsstand interagieren die kolloidalen Partikel
mit Peptiden und Proteinen, indem sie diese an der Oberfldche adsorbieren und somit aus der
Losung ausschlieBen. Fibrillenbildende Proteine und Peptide kdnnen wahrscheinlich nur im
monomeren oder oligomeren Zustand an der Oberfliche von Kolloiden adsorbiert werden.
Der Ausschluss der reifen Fibrillen aus der Losung und somit deren Zerstdrung bzw.
Nichtnachweisbarkeit im ThT-Test ist auf diese Weise nicht denkbar. Deshalb dient der
Befund iiber die anndhernd gleiche Effektivitit von Trim-TEG-K-OMe 70 im ThT-Test
sowohl im Inhibierungs- als auch im Disaggregationsversuch als weiteres Argument fiir den
nichtkolloidalen Wirkmechanismus. AuBlerdem wirkten die Liganden 70 und 72 bei 10 uM
Konzentration, also unterhalb der kritischen Mizellenkonzentration, im monomeren Zustand
in CD-spektroskopischen Untersuchungen und ,,dose-response“-ThT-Test aggregations-
hemmend. Auf diese Erkenntnisse aufbauend kann davon ausgegangen werden, dass Trim-
TEG-OH 41, Trim-TEG-OEt 98 und Trim-TEG-KKKKKG-OH 72, die n
Einzelexperimenten Tendenz zur Selbstassoziation zeigten, ebenfalls sehr wahrscheinlich
einem nicht kolloidalen Wirkmechanismus unterliegen. Um diese Annahme zu untermauern,

miissten diese Liganden analog zu 70 und 102 mit weiteren Techniken untersucht werden.

Auch fir die Hybridverbindungen wurden die ersten Hinweise auf ihre Selbstassoziation
gesammelt. So zeichneten sich einige Hybridverbindungen durch eine schlechte
Wasserloslichkeit aus und mussten zur Herstellung der Stammldsungen leicht erhitzt werden.
Zudem wiesen die 'H-NMR-Spektren dieser Verbindungen sehr breite Signale auf, welche
sich erst bei ca. 90 °C verschirften (siche Kapitel 6.10). Des Weiteren waren in TEM-
Aufnahmen Assoziate der Verbindungen 51, 52 und 55 zu beobachten. AuBBerdem neigten die
Hybridsubstanzen zur Selbstassoziation in SPR-spektroskopischen Experimenten. Weitere
Untersuchungen der Hybridverbindungen beziiglich deren Selbstassoziation wurden im

Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht durchgefiihrt.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

5.1 Zusammenfassung

Hybridverbindungen

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Reihe neuer B-Faltblattliganden auf Basis des trimeren
Aminopyrazolliganden 16 synthetisiert werden. Eines der priméren Ziele war es, die
B-Faltblatt-brechende Aktivitit des Trimers 16 mit der spezifischen AB-Erkennung der
D-Peptide 6 und 7 aus der Phagen-Display-Bibliothek in bifunktionellen Hybridverbindungen
zu vereinen. Mittels manueller und automatisierter Fmoc-Festphasen-Peptid-Synthese
konnten insgesamt sieben Hybride 51-57 mit variabler Spacerlinge (Null-Spacer, GABA,
TEG und TEG-TEG, Abbildung 5.1) in hoher Reinheit hergestellt werden.

Trimer-GABA-D1/D3-Peptid
(kurzer Spacer)

Trimer-D3-Peptid
(Null-Spacer)

D1-Peptid

D3-Peptid Trimer-(TEG),-D1/D3-Peptid

(langer Spacer)

Trimer-TEG-D1/D3-Peptid
(mittellanger Spacer)

Abbildung 5.1: Ubersicht der hergestellten Trimer-D1/D3-Hybridverbindungen.

Die synthetisierten Hybridverbindungen wurden im ThT-Fluoreszenztest, TEM sowie Anti-
Oligomerisierungsassay (AK Korth) untersucht. Dabei wurden die Liganden, die das an Ap-
Oligomere bindende D3-Peptid 8 enthalten, als effiziente Inhibitoren der ApB-Aggregation und
-Oligomerisierung identifiziert. Die Bifunktionalitidt dieser Hybride ist in Abbildung 5.2
veranschaulicht. In Gegenwart von Trimer-D3-Hybriden konnten im Vergleich zu Trimer-D1-
Verbindungen eine geringere Anzahl der anfarbbaren Fibrillen im ThT-Test, keine
fibrillenartigen Strukturen in TEM-Aufnahmen und bei vergleichbaren Konzentrationen eine
effektivere Unterdriickung der AB-Oligomerbildung beobachtet werden.

Im Anti-Oligomerisierungsassay stellte sich zudem heraus, dass Trimer-D3-Hybride sich
durch neue Eigenschaften auszeichnen, die weder die Einzelkomponenten noch deren
Gemisch aufweisen. Dies bedeutet, dass die resultierende Wirksamkeit der Trimer-D3-
Hybride nicht auf der Summe der einzelnen Substanzen beruht, sondern auf eine

synergistische Wirkung des Trimers 16 und D3-Peptids 8 zuriickzufiihren ist. So wurde in
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Anwesenheit von Trim-TEG-D3 55, im Vergleich zum 1:1-Gemisch der Einzelkomponenten
bei analogen Konzentrationen, eine wesentlich geringere Menge an Af-Oligomeren

detektiert.

- N

B-Faltblatt-brechende

Einheit
AB-
Oligomer
bifunktionelle
Hybridverbindung
flexibler

Ap-ansteuernde Spacer
Einheit ~

Abbildung 5.2: Oben: Schematische Darstellung der Bifunktionalitit der Trimer-D3-Hybride. Unten:
Modell eines Komplexes bestehend aus AB-Nonamer und Trim-TEG-D3 55. AB-Bandermodell: gelb,

Glutamat 22-Reste: orange, Phenylalanin-Reste: violett, Trimer: rot, Spacer: blau, D3: griin.

Zur Berechnung der passenden Spacerldnge, die fiir eine optimale kooperative Wirkung der
AB-ansteuernden und [-Faltblatt-brechenden Domidnen von entscheidender Bedeutung ist,
wurden MD-Simulationen von Trim-TEG-D3 55 mit AB-Peptid im AK Sticht durchgefiihrt.
Dabei stellte sich heraus, dass fiir ideale rdumliche Entfernung der Einzelkomponenten im
angenommenen Bindungsmodus (Abbildung 5.2, unten) der GABA-Spacer die geeignete
Léange aufweisen sollte. Deshalb werden derzeit weitere Molekiildynamik-Rechnungen mit

den Verbindungen Trim-GABA-D3 54 und Trim-D3 57 durchgefiihrt.

Weiterhin wurde sowohl im ThT-Fluoreszenztest als auch im Anti-Oligomerisierungsassay
eine ausgepragte Dosis- und Spacerlangen-Abhingigkeit bei den Trimer-D3-Hybridliganden
festgestellt. Hierbei setzten sich die Verbindungen mit dem kurzen GABA-Spacer 54 und

dem Null-Spacer 57 als ungefdhr gleich starke und potenteste Inhibitoren durch. Diese
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Resultate bestétigten also teilweise die aus den MD-Berechnungen gewonnenen Annahmen.
So konnten Trimer-GABA-D3 54 und Trim-D3 57 im ThT-Test die APB-Aggregation auf
jeweils 7 % und 6 % erheblich unterdriicken und &hneln in ihrer Stirke dem aus der Literatur
bekannten polyphenolischen Aggregationsinhibitor EGCG (13). Fiir Liganden 54 und 57

wurden in beiden durchgefiihrten Experimenten dhnliche ICso-Werte von ca. 1 pM ermittelt.

Basierend auf den Ergebnissen der Untersuchungen mittels Dichtegradienten-
Ultrazentrifugation (AK Willbold) und TEM wurde eine erhohte Aggregation des Alzheimer-
Peptids mit gleichzeitiger Umwandlung von Oligomeren und Protofibrillen in groBere
unstrukturierte Komplexe mit Trimer-D3-Hybriden als wahrscheinlicher Wirkmechanismus

dieser Liganden postuliert.

Des Weiteren wurde exemplarisch an Trim-TEG-D3 55 gezeigt, dass die Trim-D3-Hybride
die AB-Oligomer-induzierte Reduktion der Synapsenaktivitit vorbeugen sowie die
Beeintriachtigung der synaptischen Plastizitit autheben konnen. Die ersten Ergebnisse des
MTT-Zytotoxizititstests veranschaulichten zudem, dass Trimer-D1- sowie Trim-D3-Hybride
selbst nicht zelltoxisch sind und Zellen vor einem schéidlichen Einfluss des AB(1-42)-Peptids

schiitzen konnen.

Im Rahmen eines Kooperationsprojektes mit dem AK Korth wurden die ersten Versuche zur
Herstellung von Hybridverbindungen bestehend aus Trimer 16 und einem scFv-Fragment des
anti-Prion-aktiven W226-Antikorpers unternommen. Zu diesem Zweck konnte in einer
achtstufigen Synthese Trim-TEG-NTA 66 hergestellt werden. Bei der Komplexierung iiber
ein Ni*"-Ion stellte sich jedoch heraus, dass der Chelator 66 nur eine sehr schwache Bindung
zum scFv-W226 eingehen kann. Aus diesem Grund wird im AK Korth derzeit versucht das

W226-Antikorperfragment mit einem His-Tag aus zehn Histidinen zu gewinnen.

Trimer-Derivate

Neben der Herstellung der Hybridverbindungen 51-57 umfasste der synthetische Teil dieser
Arbeit die Modifizierung der Leitstruktur 16. Es konnten unter anderem mittels Festphasen-
Synthese Trimer-Derivate mit kleinen Substituenten (41, 45 und 70), semipeptidische
Liganden (72, 74, 77 und 79) sowie dimere Trimer-Rezeptoren (81 und 84) erhalten werden.
Wihrend der MD-Simulationen mit dem AB-Pentamer (AK Sticht) wurde festgestellt, dass der
Triethylenglykolrest sich in die B-Turn-Region einlagern und diese dadurch destabilisieren

kann, der Dodecylrest von 45 eine Affinitdt zum hydrophoben AB-Abschnitt im Bereich von
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Ile32 bis Met35 aufweist und die positiv geladenen Reste von 70 und 72 nur schwache
Interaktionen mit der negativ geladenen Glutamatleiter eingehen konnen. GemiB3 den
Ergebnissen aus Experimenten (ThT-Test, CD-Spektroskopie und TEM) wurden Trim-TEG-
K-OMe 70, Trim-TEG-KKKKKG-OH 72 und Trim-TEG-LPFFD-OH 79 als effizienteste
Inhibitoren der AB-Aggregation identifiziert. Die effektivste Wirkung im ThT-Test mit einer
ausgepriagten Dosis-Wirkungsbeziehung und einer substochiometrischen Aggregations-
hemmung konnte Trim-TEG-K-OMe 70 vorweisen. Der Ligand Trim-TEG-KKKKKG-
OH 72 erwies sich sowohl im ThT-Test (nach der Filtration der Losung) als auch in der CD-
Spektroskopie als ein sehr starker Aggregationshemmer. Der Ligand 72 konnte des Weiteren
zusammen mit Trim-TEG-LPFFD-OH 79 in TEM-Untersuchungen die AB-Agglomeration
effizient unterdriicken. Alle Trimer-Derivate waren in der Lage die Toxizitdt des AB(1-42)
auf die Zellkulturen im MTT-Test zu reduzieren, wobei die Verbindungen selbst nicht toxisch
wirkten. Auch in diesem Experiment stellte sich Trim-TEG-LPFFD-OH 79 mit dem ICs,-
Wert von 10 uM als der potenteste Wirkstoft heraus.

Unter Beriicksichtigung der in den Vorarbeiten gewonnenen Erkenntnisse iliber Trimer-
Derivate wurden vorwiegend iiber einen Spacer modifizierte hydrophobe und hydrophile
Trimere als wirksame Liganden identifiziert. Lipophile Haftgruppen konnten in MD-
Berechnungen hydrophobe Wechselwirkungen mit unpolaren Regionen des Ap-Peptids
eingehen und AB-Aggregation im ThT-Test effektiv inhibieren. Die Wirksamkeit der polaren
Trimer-Derivate erhdhte sich mit steigender Anzahl von Ladungen sowohl im Bezug auf AB-
Aggregation (CD-Spektroskopie, ThT-Test) als auch hinsichtlich der Stabilitit der AB-
Ligand-Komplexe wihrend der Molekiildynamik-Rechnungen.

Derzeit stehen einige organische Verbindungen, unter anderem Inhibitoren der
Fibrillenbildung, unter Verdacht nur als Kolloide und deshalb unspezifisch zu wirken. In
diesem Zusammenhang wurde der Wirkmechanismus der Trimer-Derivate untersucht. Durch
eine Reihe von Experimenten wie UV- und DLS-Messungen, TEM, AFM, DOSY-NMR und
cmc-Bestimmung kristallisierte sich vor allem Trim-TEG-K-OMe 70 als ein Mizellen- und
Faser-bildendes Trimer-Derivat heraus. Allerdings konnte in weiteren Experimenten
nachgewiesen werden, dass die Wirkung von Verbindung 70 trotz vorhandener Kolloide von
der monomeren Form ausgeht und deshalb selektiv sein muss. Fiir Trim-TEG-OH 41, Trim-
TEG-OEt 98 und Trim-TEG-KKKKKG-OH 74 konnte die Neigung zur Selbstassoziation nur
in Einzelexperimenten nachgewiesen werden. Diese Verbindungen sowie andere amphiphile

Liganden miissen noch genauer untersucht werden.
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5.2 Ausblick

Weitere Untersuchungen und Modifizierungen der Hybridverbindungen

In der vorliegenden Arbeit konnten bifunktionelle Hybridverbindungen auf Basis des
Trimers 16 und der D-Peptide 7 und 8 hergestellt und durch Variation der Spacerlidnge
optimiert werden. Wéhrend Trim-TEG-D3 55 in einer Vielzahl von Experimenten wie
Dichtegradienten-Ultrazentrifugation, Beeinflussung der synaptischen Aktivitit und
Plastizitit sowie MTT-Zytotoxizititstests eingesetzt wurde, fehlen bislang solche
Untersuchungen sowohl fiir die effektivsten Inhibitoren 54 und 57 der Trimer-D3-Serie als
auch fiir das Gemisch aus Einzelverbindungen. Diese Methoden kdnnten wahrscheinlich die
bereits im Anti-Oligomerisierungsassay und ThT-Test erkannte synergistische Wirkung des
B-Faltblattbrechers 16 und der AB-spezifischen Einheit 8 sowie die Spacerldngenabhéngigkeit
der Hybride weiter bekréftigen.

Mit einer Fluoreszenzsonde markiertes Trimer-D3-Hybrid konnte z. B. in der analytischen
Ultrazentrifugation eingesetzt werden. Dort wére ein direkter Nachweis der Komplexierung
des Alzheimer-Peptids moglich. Das Einfiihren einer Fluoreszenzsonde kann durchgefiihrt
werden, indem man das Amino-Spacer-Trimer-D3 mit dem aminoreaktiven FITC umsetzt

(Abbildung 5.3). Als Spacer wiirde sich eine kurze Alkylkette eignen.

Q
Oy OH

s QH ,
\ /U\ H o o) _ N—D3-Peptid
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H H \ = N\
HN N N/NH
Q N—NH \ e H
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Abbildung 5.3: FITC-Spacer-Trimer-D3.

Ferner konnten die Trim-D1-Verbindungen analog zu Trimer-D3-Hybriden genauer darauf
untersucht werden, ob auch innerhalb dieser Serie eine Spacerldngenabhidngigkeit besteht. Die
Entdeckung einer potentiellen Bindungsstelle fiir das D1-Peptid 7 in der Protofibrille wiirde
auch fir die Trimer-D1-Hybride die Komplexberechnung mittels Molekiildynamik
ermoglichen.

Die nédchste zwangsldufige Instanz fiir Verbindungen auf dem Weg zum Wirkstoff sind die
Tierexperimente. Es ist zu erwarten, dass der in Kiirze geplante Start der in vivo Versuche im
APP-transgenen Mausmodell mit Trim-D3 57 wertvolle Erkenntnisse iiber die Wirksamkeit

der entwickelten Hybridverbindungen im lebenden Organismus liefern wird.
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Von essentieller Bedeutung sind die Untersuchungen der synthetisierten Hybridverbindungen
51-57 auf die Selbstaggregation und Kolloidbildung. Die schlechte Loslichkeit und teilweise
in TEM-Aufnahmen registrierte Aggregate deuten auf die Selbstassoziation hin. Insbesondere
zeichnen sich die Trimer-D3-Hybride 54-57 durch schlechte Wasserloslichkeit aus. Die
Trimer-D3-Verbindungen enthalten mehrere Arginine und &hneln somit dem Trimer-Derivat
Trim-TEG-RRRRR-OH 74. Da beide Verbindungen schlecht 16slich sind, konnte hier die
Anwesenheit von Argininen eine besondere Rolle spielen und die Selbstassoziation auf eine
noch ungeklirte Weise fordern. Der auBergewdhnlich starke Beitrag der Arginine zur
Selbstassoziation konnte z. B. anhand einer Kristallstruktur aufgeklart werden. Die Analyse
auf Kolloidbildung konnte andererseits analog zu der vorgenommenen Studie der Trimer-
Derivate mit Experimenten wie UV- und DLS-Messungen, AFM, DOSY-NMR und cmc-
Bestimmung durchgefiihrt werden. Des Weiteren sind Untersuchungen des Wirkmechanismus
nach Shoichet et al. notwendig.!**”

Der in dieser Arbeit entworfene Trimer-Spacer-Chelator 66 zur Herstellung von
Hybridverbindungen mit scFv-Fragmenten des AfB-spezifischen IC16- und anti-Prion-aktiven
W226-Antikorpers konnte keine ausreichend starke Bindung iiber einen Ni*'-Komplex
eingehen. Um die Affinitidt von Trim-TEG-NTA 66 zum Histidin-Tag zu erhéhen und somit
einen stabileren Komplex zwischen Trimer und einem Antikdrperfragment zu erhalten,
konnte anstelle von NTA- ein Tris-NTA-Rest eingefiihrt werden (Abbildung 5.4). Dies

ermdglicht eine gleichzeitige Komplexierung von bis zu zehn Histidinen.!**!

NNH [ j 007)) o)
R|\)R )

Abbildung 5.4: Struktur von Trimer-TEG-Tris-NTA.

Neue Modifizierungen des Trimers 16 sowie weitere Untersuchungen seiner Derivate

Neben weiteren Untersuchungen von amphiphilen Trimer-Derivaten Trim-TEG-KKKKKG-
OH 72, Trim-TEG-OH 41 und Trim-TEG-OEt 98 in Experimenten wie AFM, DOSY-NMR,
cmc-Bestimmung sollten die genauen Loslichkeitsgrenzen fiir alle Trimer-Derivate ermittelt

werden. Dies kann durch Messung der UV-Absorption in den Filtraten bzw.
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Zentrifugationsiiberstinden geschehen. Um die Anwesenheit der ungeldsten Partikel und
somit die Verfilschung der Ergebnisse zu vermeiden, diirfen die ermittelten

Konzentrationsgrenzen in keinem Experiment tiberschritten werden.

Unter Verwendung der NMR-Spektroskopie bei physiologischem pH-Wert im
Natriumphosphatpuffer konnten zudem die Wechselwirkungen zwischen dem AP(1-40)-
Peptid und einem wasserldslichen nicht aggregierenden Trimer-Derivat vermessen werden.
Die vermutlich durch Komplexierung induzierte Verschiebung der aromatischen und
Aminopyrazol-Signale konnte zusammen mit dem festgestellten induzierten CD-Effekt als

Beweis fiir den postulierten Bindungsort im AB-Peptid dienen.

Durch Einfithrung verschiedener Substituenten wurde eine Reihe neuer Trimer-Derivate
erhalten. Da die vorgenommenen Modifizierungen C-terminal erfolgen, wurden durch die
Einfiihrung von polaren Gruppen amphiphile Verbindungen erhalten. Wie die spéteren
Untersuchungen zeigen konnten, neigen Verbindungen dieser Art aufgrund ihrer Struktur zur
Bildung von Assoziationskolloiden. Die Anwesenheit von hydrophilen Resten ist jedoch fiir
die Erhohung der Wasserloslichkeit der Leitstruktur 16 unerldsslich. Um wasserldsliche
jedoch nicht zur Selbstassoziation neigende Liganden zu erhalten, sollten die Modifizierungen
zukiinftig auf beiden Seiten des Grundgeriistes erfolgen. Zur Erh6hung der Wasserloslichkeit
konnten Substituenten mit mehreren Hydroxygruppen eingefiihrt werden. Die Analyse der
derzeit bekannten AB-Aggregationshemmer von TOrok et al. ergab, dass die Hydroxygruppe
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eine der verbreitetsten funktionellen Gruppen darstellt.!
Zuckerderivate und Sulfonatgruppen eingefiihrt werden. In der Abbildung 5.5 sind einige

Modifizierungsvorschlige zusammengefasst.

Q H H.

CH H 0 _ N—Spacer—N--R
R—N— Spacer M
) \ = N\ _NH
\\( NN

o N—NH HN \N/NH H

O
NN
N § ~OH

@)

Abbildung 5.5: Vorschlage fiir Modifizierungen der Leitstruktur 16.
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Auch der Versuch, die Rezeptoren Trimer 16 und Pinzette 88 zu einer Verbindung zu
vereinen, sollte fortgesetzt werden. Das Ersetzen der kritischen Esterbindung durch eine
Etherbindung sollte dem Molekiill eine ausreichende Stabilitit fiir den PMB-
Entschiitzungsschritt  verleihen. Als Spacer konnte in diesem Fall wieder ein

Triethylenglykolderivat eingesetzt werden.

ON
N’\N\ = o o 2Na®
H NN
N—NH HN\N‘\Q

Abbildung 5.6: Struktur Trimer-Spacer-Phosphatpinzette ohne Esterbindung.

Alle bisher am Trimer 16 durchgefiihrten Modifizierungen mussten den drastischen
Reaktionsbedingungen der PMB-Entschiitzung standhalten. Dagegen waren die
Modifizierungen am entschiitzten Trimer 16 nur in seltenen Fillen moglich, da die
Aminogruppen der Pyrazole unerwiinschte Reaktionen eingehen konnen. So ist es
wahrscheinlich, dass der Ersatz der PMB- durch die THP-Schutzgruppe, welche unter viel
milderen Bedingungen abgespalten werden kann, den Zugang fiir weitere Modifizierungen
ermdglicht. Ausgehend von einem veresterten Z- und THP-geschiitzten monomeren Baustein
konnte das THP-geschiitzte Trimer analog zum PMB-geschiitzten Trimer in einer fiinfstufigen

Synthese (Abbildung 3.1) hergestellt werden.

ZHN

’\{ OEt \
THP N=N
TH

0 ZHN o o o
08 e ™
r\{ HN N\ N
THP Ho N"Spp
P

Abbildung 5.7: Schematische Darstellung der Synthese eines THP-geschiitzten Trimers.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Material und Methoden

Losungsmittel

Je nach Bedarf wurden die verwendeten Losungsmittel vor Gebrauch destilliert bzw. nach den
in der Literatur beschriebenen Methoden getrocknet.> Das verwendete entionisierte Wasser

wurde im Bedarfsfall nochmals iiber eine Purelab UHQ Anlage (ELGA Berkefeld GmbH,

Celle) entionisiert.

Chemikalien

Die verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen Across, Aldrich, Lancaster und Merck
bezogen. Aminosduren, Kupplungsreagenzien und Harze fiir Festphasensynthese wurden von

Firma Novabiochem bezogen. AB(1-42) wurde von Firma Bachem bezogen.

Chromatographie

Die Durchfithrung der analytischen Diinnschichtchromatographie (DC) zur Verfolgung des
Reaktionsverlaufs erfolgte mit DC-Platten Polygram® SIL G/UVjs4 bzw. Alugram® SIL
G/UV,s4 der Firma Macherey-Nagel.

Die priparative Sdulenchromatographie wurde mit Kieselgel 60 (Korngréfie 0.063-0.200 mm)

als stationdres Fiillmaterial einer Fallsdule durchgefiihrt.

Sprihreagenzien

Ninhydrin-Lésung:  0.75 mg Ninhydrin wurden in 237.5 mL Isopropanol geldst. Dazu
wurden 12.5 mL Essigsédure (96 %) gegeben.
CAM-Losung: 2 g Cersulfat, 50 g Ammoniummolybdat(VI)-Hexahydrat, 50 mL konz.

Schwefelsdure und 400 ml Wasser.
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HPLC-Chromatographie

HPLC-Chromatographie wurde an einer Jasco-Anlage (PU-980 Pumpe, UV-975 Detektor,
DG-2080-53 Losungsmittelentgaser, LG-980-02S 3-Kanal-Losungsmittel-Mischer, Saule:
Macherey-Nagel EC250/4 Nucleosil 100-3 C18) durchgefiihrt.

Schmelzpunkte

Die Bestimmung der Schmelzpunkte erfolgte mit dem Gerdt Biichi Melting Point B-540.

Diese wurden unkorrigiert angegeben.

Fluoreszenzspektroskopie

Die Thioflavin T Fluoreszenzmessungen wurden an einem Spektrometer InfiniTe 200
(Teecan GmbH, Crailsheim, Deutschland) durchgefiihrt.
Die Aufnahme der Fluoreszenzspektren erfolgte an dem Jasco FP-6500-Spektrofluorometer.

Alle Losungen wurden in einer Quarz-Rundkiivette der Schichtdicke 1 cm vermessen.

UV/Vis-Spektren

Die UV/Vis-Spektren wurden mit dem Jasco V-550-Spektrometer aufgenommen. Die

entsprechenden Losungen wurden in einer Quarzkiivette der Schichtdicke 1 cm vermessen.

CD-Spektren

Die CD-Spektren wurden am Jasco J-815 CD-Spektrometer im Arbeitskreis von Herrn Prof.
Dr. Haberhauer an der Universitidt Duisburg-Essen (Standort Essen) durch Frau Schneider und
Frau Kallweit durchgefiihrt. Die jeweiligen Losungen wurden in einer Quarz-Kiivette der
Schichtdicke 1 cm vermessen. Verwendete Geréteeinstellungen: Start: 400 nm, Ende: 190 nm,
data pitch 1 nm, Response: 1s, Sensitivity: Standard, Scanning speed: 100 nm/min,

Accumulation: 1, Temperatur: 22 °C.
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DLS-Messungen

Messungen der dynamischen Lichtstreuung (DLS) zur Bestimmung der Partikelgrofe wurden
an einem Malvern Zetasizer Nano ZS ZEN 3600 bei 25 °C und einer Laserwellenléinge von

633 nm durchgefiihrt.

Massenspektren

Alle Massenspektren wurden von Herrn Dipl.-Ing. Karow und Herrn Dipl.-Ing. van Hoof an

dem Bruker BioTOF II-Massenspektrometer mit Elektronensprayionisation aufgenommen.

NMR-Spektren

Die NMR-Messungen wurden sowohl am Bruker DMX 300 als auch am Bruker DRX 500
durchgefiihrt. Alle NMR-Experimente, die zur Aufkldrung neuer Verbindungen dienten, d. h.,
eindimensionale (IH; 13C; DEPT 90; DEPT 135; 31P) sowie zweidimensionale (IH,IH—COSY;
'H,"*C-COSY; HMBC; HMQC) Messungen, wurden ausschlieBlich am Bruker DRX 500 von
Herrn Dipl.-Ing. Bandmann und Herrn Dr. Schaller durchgefiihrt. Fiir die Kennzeichnung der
Signal-Multiplizititen wurden folgende Abkiirzungen verwendet: Singulett: s; Dublett: d;
Triplett: t; Quartett: q; Multiplett: m; Dublett von Dublett: dd; breites Singulett: bs.

Loésungen fur SPPS
Kaiser-Test: 5 % Ninhydrin in Ethanol (w/v)
80 % Phenol in Ethanol

2 mL der I mM wissrigen KCN-Losung in 98 mL Pyridin/*>®
NF31-Test: 2 mM Losung in Acetonitril

Bromphenol-Test:  0.05 % Bromphenolblau in N,N-Dimethylacetamid (DMA)
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Verwendete Puffer

PBS-Puffer (phosphate buffered saline) pH 7.3
137 mM NacCl

2.70 KCl1

1.40 mM KH,PO4

4.30 mM Na,HPOg4

Kaliumphosphat-Puffer (pH 7.2) / Natriumphosphat-Puffer (pH 7.4)[25 7
100 mM NazHPO4/NaH2PO4
100 mM K,HPO4/KH,PO,4

Hydrogen- und Dihydrogen-Losungen wurden gegeneinander auf den gewiinschten pH-Wert

titriert.

Carbonat-Puffer (pH 9.8)
1.6 g Na,CO; und 2.9 g NaHCO3 wurden in 500 mL Wasser gelost.

Ammoniumchlorid-Puffer (pH 8.25)

9.5 mL einer 2 M Ammoniumchloridlosung wurden mit 0.5 mL der 2 M NH4OH-L6sung

Versetzt.[zsg]

Kraftfeldrechnungen

Kraftfeldrechnungen wurden mit dem Programm MacroModel 8.0 der Firma Schroedinger
durchgefiihrt. Dabei wurden die Komplexstrukturen mit dem Kraftfeld OPLS-2005 im

Wasser minimiert.
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6.2 Synthese der Linker 28, 29 und 30

Darstellung von Ethyl-(2-(2-(2-chlorethoxy)-ethoxy)-ethoxy)-acetat 35

O
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35

Unter Argon wurden 5.00g, 4.31 mL (30.0 mmol, 1.00eq) 2-(2-Chlorethoxy)-ethoxy-
ethanol 34 in 90 mL absolutem Dichlormethan geldst. Zu der auf 0 °C gekiihlten Losung
wurden 3.15 mL (3.40 g, 30.0 mmol, 1.00 eq) Ethyldiazoacetat und 4-5 Tropfen Bortrifuorid-
Diethyletherat zugegeben (Gasentwicklung). Das Reaktionsgemisich wurde 30 Minuten lang
bei 0°C und weitere 24 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Um Vollstindigkeit der
Reaktion zu tiberpriifen wurden weitere 2-3 Tropfen Bortrifuorid-Diethyletherat zugegeben.
Da keine Gasentwicklung mehr zu beobachten war, wurde das Reaktionsgemisch mit 15 mL
10 %iger Natriumhydroxid-Losung versetzt und 10 Minuten lang geriihrt. Die organische
Phase wurde dreimal mit je 50 mL Wasser gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet.
Nach dem Entfernen des Losungsmittels wurde das Rohprodukt bei 120-128°C/0.02 mbar
fraktionierend destilliert. Es konnten 3.49 g (13.3 mmol, 45 %) eines farblosen Ols erhalten

werden.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.28 (t, 3H, H-10, *J{H-10, H-9 = 7.26 Hz}), 3.60-
3.77 (m, 12H, H-(1-6)), 4.14 (s, 2H, H-7), 4.20 (q, 2H, H-9, *J{H-9, H-10 = 7.26 Hz}).
HRMS (ESI): [M + Na]" = m/z fiir C;oH;9CINaOs: ber.: 277.0813; gef.: 277.0827.
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Darstellung von Ethyl-(2-(2-(2-azidoethoxy)-ethoxy)-ethoxy)-acetat 36
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Unter Argon wurden 3.30 g (12.6 mmol, 1.00 eq) Ethyl-(2-(2-(2-chloroethoxy)-ethoxy)-
ethoxy)-acetat 35 und 1.23 g (18.9 mmol, 1.50 eq) Natriumazid in 40 mL absolutem DMF
suspendiert und anschlieBend 5 h bei 100 °C zum Riickfluss erhitzt. Das Reaktionsgemisch
farbte sich wihrend dieser Zeit orange. Nach dem Abkiihlen wurde das DMF in vacuo
abkondensiert. Der Riickstand wurde in 50 mL Dichlormethan aufgenommen und dreimal mit
je 30 mL Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde iiber Natriumsulfat getrocknet,
abfiltriert und das Losungsmittel abdestilliert. Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch
an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat (2:1) gereinigt. Es konnten 1.58 mg (6.05 mmol,

48 %) eines farblosen Ols isoliert werden.

'H-NMR (500 MHz, CDCL3): & [ppm] = 1.28 (t, 3H, H-10, *J{H-10, H-9 = 7.17 Hz}), 3.39 (t,
2H, H-1, *J{H-1, H-2 = 5.10 Hz}), 3.66-3.76 (m, 10H, H-(2-6)), 4.25 (s, 2H, H-7), 4.21 (q,
2H, H-9 3J{H-9, H-10 = 7.17 Hz}). HRMS (ESI): [M + Na] = m/z fiir C1oH;sN;NaOs;: ber.:
284.1217; gef.: 284.1237.
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Darstellung von Ethyl-2-(2-(2-(2-aminoethoxy)-ethoxy)-ethoxy)-acetat 28
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0.30g (1.15mmol, 1.00eq) Azid 36 wurden in 7 mL Ethanol gelost, mit 2.30 mL
(2.30 mmol, 2.00eq) 1 M HCI und 30 mg (10 %) Pd/C versetzt und unter Wasserstoff-
atmosphére bei Raumtemperatur bis zum vollstindigen Umsatz (ESI-Kontrolle) hydriert.
Danach wurde der Katalysator iiber Celite abfiltriert und das Losungsmittel in vacuo
abkondensiert. Das erhaltene Hydrochlorid des Produktes 28 ist im Gegensatz zum freien
Amin mehrere Monate bei -18°C lagerbar. So wurde die Aufarbeitung zum Amin unmittelbar
vor dessen weiterer Umsetzung durchgefiihrt. Dazu wurden 350 mg (1.29 mmol) des
Hydrochlorids in 20 mL Chloroform gelost und erst mit 3 mL gesittigter K,COs-Losung,
dann mit 2 mL Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde {liber Magnesiumsulfat
getrocknet, das Losungsmittel wurde schnell am Rotationsverdampfer entfernt. Nach dem
Trocknen im Hochvakuum konnten 210 mg (0.89 mmol, 69 %) einer farblosen Fliissigkeit

erhalten werden.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.28 (t, 3H, H-11, *J{H-11, H-10 = 7.16 Hz}), 1.85
(bs, 2H, H-1), 2.88 (t, 2H, H-2, *J{H-2, H-3 = 5.42 Hz}), 3.53 (t, 2H, H-3, *J{H-43, H-42 =
5.42 Hz}), 3.61-3.76 (m, 8H, H-(4-7)), 4.15 (s, 2H, H-8), 4.21 (q, 2H, H-10, *J{H-10, H-1 =
7.16 Hz}). *C-NMR (125.7 MHz, CDCl3): & [ppm] = 14.3, 41.8, 60.9, 68.8, 70.4, 70.6, 70.7,
71.0, 73.2, 170.6. HRMS (ESI): [M+H]" = m/z fiir C,(H»nNOs: ber.: 236.1492; gef.:
236.1511, [M + Na]"= m/z fiir C1oH2NNaOs: ber.: 258.1312; gef.: 258.1325.
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Darstellung von tert-Butyl-3-(2-(2-(3-aminopropoxy)-ethoxy)-ethoxy)-propyl-
carbamat 38
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Unter Argon wurde eine Losung aus 1.75 g (8.00 mmol, 0.50 eq) Di-tert-butyldicarbonat in
30 mL Dichlormethan tropfenweise zu einer Losung aus 3.52 g (16.0 mmol, 1.00 eq) 4,7,10-
Trioxatridecan-1,13-diamin 31 und 1.2 mL (8.80 mmol, 0.60 eq) Triethylamin in 40 mL
Dichlormethan zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 18 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt und anschlieend bei vermindertem Druck eingeengt. Die sdulenchromatographische
Reinigung mit dem Laufmittelgemisch aus Propylamin/Methanol/Dichlormethan (0.5:1:30)
ergab 1.80 g (6.00 mmol, 75 %) eines farblosen Ols.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.43 (s, 9H, H-1), 1.71-1.82 (m, 4H, H-4, H-11),
2.35 (bs, 2H, H-13), 2.84-2.88 (m, 2H, H-3/12), 3.18-3.25 (m, 2H, H-3/12), 3.51-3.66 (m,
12H, H-(5-10)), 5.10 (bs, 1H, H-13). HRMS (ESI): [M + H]" = m/z fiir C;5sH33N,0s: ber.:
321.2384; gef.: 321.2434, [M + Na]+= m/z fiir C15H3,N,NaOs: ber.: 343.2203; gef.: 343.2257.
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Darstellung von N-(3-(2-(2-(3-tert-Butoxycarbonylaminopropoxy)-ethoxy)-ethoxy)-
propyl)-bernsteinsdureamid 30
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Unter Argon wurden 0.50 g (1.56 mmol, 1.00 eq) der Verbindung 38 in 7 mL Chloroform
gelost, mit 0.43 g (4.30 mmol, 2.75eq) Bernsteinsdureanhydrid und 1.10 mL (0.80 g,
7.93 mmol, 5.08 eq) Triethylamin versetzt und iiber Nacht bei RT geriihrt. Die
Reaktionsmischung  farbte sich  dunkelbraun. Nach einer DC-Kontrolle mit
Propylamin/Methanol/Dichlormethan (0.5:1:30) wurde das Reaktionsgemisch mit 7.5 mL
Wasser versetzt und mit einer gesattigten Kaliumhydrogensulfat-Losung auf pH 3 eingestellt.
Anschlieend wurde die wissrige Phase schnell dreimal mit je 10 mL Chloroform extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 30 mL dest. Wasser gewaschen und {iber
Natriumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck
wurde der oOlige Riickstand im Hochpumpenvakuum getrocknet. Es konnten 656 mg

(1.56 mmol, quant.) eines braunen Ols isoliert werden.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dq): & [ppm] = 1.37 (s, 9H, H-1), 1.56-1.63 (m, 4H, H-6, H-13),
2.28 (t, 2H, H-17/18, ] = 6.90 Hz), 2.41 (t, 2H, H-17/18, *J = 6.90 Hz), 2.93-2.97 (m, 2H, H-
5/14), 3.05-3.08 (m, 2H, H-5/14), 3.36-3.39 (m, 4H, H-7, H-12), 3.45-3.52 (m, 8H, H-(8-11)),
6.74 (t, 1H, H-4/15, °J = 5.60 Hz), 7.79 (t, 1H, H-4/15, °J = 5.34 Hz), 12.04 (bs, 1H, H-20).
BC-NMR (125.7 MHz, DMSO-de): 8 [ppm] = 28.3, 29.2, 29.4, 29.7, 30.0, 35.8, 37.2, 68.0,
68.1, 69.5, 69.8, 77.4, 79.2, 155.6, 170.9, 173.8. HRMS (ESI): [M-H] = m/z fir
Ci9H3sN,Og: ber.: 419.2399; gef.: 419.2401; [M+Na]+= m/z fur C;9H3sN;NaOs: ber.:
443.2364; gef.: 443.2381.
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Darstellung von 2-(2-(2-Benzyloxycarbonylaminoethoxy)-ethoxy)-ethoxyethansaure-

ethylester 37
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320mg  (1.36 mmol, 1.00eq) 2-(2-(2-(2-Aminoethoxy)-ethoxy)-ethoxy}-essigsdure-
ethylester 28 und 128 mg (1.52 mmol, 1.20 eq) Natriumhydrogencarbonat wurden in 12 mL
dest. Wasser suspendiert. Zu dieser Reaktionsmischung wurden 192 pL (232 mg, 1.36 mmol,
1.00 eq) Chlorameisensdurebenzylester in 30 mL Diethylether gelost zugetropft.
Anschliefend wurden weitere 128 mg (1.52 mmol, 1.20 eq) Natriumhydrogencarbonat
zugegeben. Die Mischung wurde dann iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit 30 mL Diethylether versetzt. AnschlieBend wurden die Phasen
getrennt. Die organische Phase wurde {iber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen
des Losungsmittels am Rotationsverdampfer konnte der Riickstand sdulenchromatographisch
an Kieselgel mit Cyclohexan/Ethylacetat (2:1) gereinigt werden, um 350 mg (0.95 mmol,

70 %) eines farblosen Ols zu erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.26 (t, 3H, H-15, *J{H-15, H-14 = 7.10 Hz}), 3.37-
3.42 (m, 2H, H-6), 3.55-3.70 (m, 10H, H-(7-11)), 4.10 (s, 2H, H-12), 4.19 (q, 2H, H-14,
3J{H-14, H-15 = 7.10 Hz}), 5.10 (s, 2H, H-3), 5.37 (bs, 1H, H-5), 7.30-7.37 (m, 5H, H-1). Rf:
0.05 in Cyclohexan/Ethylacetat (2:1). HRMS (ESI): [M + Na]" = m/z fiir C;sH,7NNaO-: ber.:
392.1680; gef.: 392.1709.
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Darstellung von 2-(2-(2-Benzyloxycarbonylaminoethoxy)-ethoxy)-ethoxyethansaure 29
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350 mg (0.95 mmol, 1.00eq) (2-(2-(2-Benzyloxycarbonylaminoethoxy)-ethoxy)-ethoxy)-
ethansdureethylester 37 wurden in Ethanol geldst, mit 7.50 mL dest. Wasser und 137 mg
(5.70 mmol, 6.00 eq) Lithiumhydroxid versetzt und 24 Stunden lang bei Raumtemperatur
geriihrt. Die gelbgefirbte triibbe Losung wurde mit 1 M Salzsdure auf pH 2 eingestellt, wobei
die Losung klar wurde. AnschlieBend wurde dreimal mit je 30 mL Diethylether extrahiert und
die vereinigten organischen Phasen iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel
wurde bei vermindertem Druck entfernt, wonach der 6lige Riickstand im Hochvakuum

getrocknet wurde. Es konnten 230 mg (0.67 mmol, 71 %) eines farblosen Ols isoliert werden

'H-NMR (300 MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 3.28-3.30 (m, 2H, H-6), 3.45-3.65 (m, 10H, H-(7-
11)), 4.04 (s, 2H, H-12), 5.02 (s, 2H, H-3), 5.32 (bs, 1H, H-5), 7.21-7.27 (m, 5H, H-1).
HRMS (ESI): [M + Na]" = m/z fiir C4H,3NNaO-: ber.: 364.1367; gef.: 364.1395.
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6.3 Synthese der PMB-geschiitzten Trimer-Spacer-Sauren 40, 48, 50

Darstellung von 1-(1-(4-Methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxy-
benzyl)-3-nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-

yl)-1-o0x0-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-carbonsaureethylester 39
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Unter Argon wurden 1.22 g (1.66 mmol, 1.00 eq) Trimer(PMB)-OH 27 in 70 mL absolutem
Dichlormethan vorgelegt. Zu der auf 0 °C gekiihlten Suspension wurden anschlieBend in
Intervallen von 10 Minuten 436 mg (3.66 mmol, 3.00 eq) HOBt, 699 mg (3.66 mmol,
3.00 eq) EDC*HCI und 700 mg (2.98 mmol, 1.80 eq) 2-(2-(2-Aminoethoxy)-ethoxy)-ethoxy-
essigsdureethylester zugegeben und 48 Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt. Die
organische Phase wurde mit jeweils 50 mL 1 M Salzsdure, geséttigter Natriumhydrogen-
carbonatlosung und gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen und iliber Magnesiumsulfat
getrocknet. Nach dem Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck konnte der
Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol (70:1)
gereinigt werden, um 1.32 g des leicht gelblichen Feststoffes (1.39 mmol, 84 %) zu erhalten.
'H-NMR (500 MHz, CDCLs): & [ppm] = 1.21 (t, 3H, H-43, *J{H-43, H-42 = 7.00 Hz}), 3.55-
3.58 (m, 2H, H-34), 3.61-3.68 (m, 10H, H-(35-39)), 3.72-3.75 (3s, 9H, H-9, H-20, H-31),
4.11 (s, 2H, H-40), 4.14 (q, 2H, H-42, *J{H-42, H-43 = 7.00 Hz}), 5.57-5.77 (3s, 6H, H-4,
H-15, H-26), 6.76-6.81 (m, 6H, CHaromat), 7.09 (bs, 2H, H-33, C-Hpyrazol), 7.19-7.23 (m, 5H,
CHaromats, CHpyrazo1), 7.29 (s, 1H, CHpyrazol), 7.35-7.36 (m, 2H, CHaromar), 8.67 (s, 1H, N-
Hamia), 9.05 (s, 1H, NHamia). “C-NMR (125.7 MHz, CDCl3): &[ppm] = 14.3, 39.6, 53.8,
54.0, 55.3, 56.0, 61.0, 68.7, 69.7, 70.4, 70.6, 70.9, 98.4, 99.1, 103.8, 114.0, 114.1, 114.2,
127.3, 128.9, 129.3, 129.4, 129.5, 130.2, 134.9, 135.9, 136.3, 144.8, 144.9, 154.2, 155.3,
156.3, 159.3, 159.4, 159.7, 159.9, 170.6. Rf: 0.10 Dichlormethan/Methanol (70:1). Schmp.:
62 °C. HRMS (ESI): [M+H]" = m/z fiir C46Hs3N1¢O13: ber.: 953.3788; gef.: 953.3808;
[M + Na]" = m/z fiir C46Hs5:N;oNaO3: ber.: 975.3608; gef.: 975.3633.
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Darstellung von 1-(1-(4-Methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxy-
benzyl)-3-nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-

yl)-1-o0x0-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-carbonsaure 40
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842 mg (0.88 mol, 1.00 eq) Trimer(PMB)-TEG-OEt39 wurden in 40 mL THF/Ethanol-
Gemisch (1:1) geldst und mit 106 mg (4.42 mmol, 5.00 eq) Lithiumhydroxid versetzt. Das

w
O

Reaktionsgemisch wurde bis zur vollstindigen Umsetzung bei Raumtemperatur geriihrt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel entfernt, der Riickstand in 50 mL Wasser
aufgenommen und die Losung mit 1 M Salzsdure angesduert. Der ausgefallene Feststoff
wurde abfiltriert, mit 1 M Salzsdure gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Es konnten

753 mg (0.81 mmol, 92 %) eines farblosen Feststoffes erhalten werden.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 3.36-3.40 (m, 2H, H-34), 3.52-3.58 (m, 10H, H-
(35-39), 3.70-3.71 (2s, 9H, H-9, H-20, H-31), 4.00 (s, 2H, H-40), 5.60-5.80 (3s, 6H,
CHaBenzy1), 6.87-6.91 (m, 6H, CHaroma)), 7.17-7.19 (m, 4H, CHaroma)), 7.26-7.28 (m, 2H,
CHaromat)s 7-33 (5, 1H, CHpyrazot), 7.71 (s, 1H, CHpyrazor), 7.98 (s, IH, CHpyrazol), 8.71 (t, 1H, H-
33), 11.3 (s, 1H, NHamia), 11.5 (s, 1H, NHamia), 12.6 (bs, 1H, H-42). *C-NMR (125.7 MHz,
DMSO-dg): o [ppm] = 38.7, 52.7, 53.2, 55.0, 55.05, 55.1, 55.2, 67.6, 68.6, 69.5, 69.6, 69.7,
69.8, 99.6, 101.0, 105.1, 113.8, 113.9, 114.0, 128.0, 128.8, 129.0, 129.4, 129.6, 129.8, 134.3,
134.9, 136.8, 144.9, 145.2, 153.6, 155.4, 156.9, 158.6, 158.7, 159.1, 159.1, 171.6. Schmp.:
211°C. HRMS (ESI): [M + Na]" = m/z fiir C44H4sNoNaO,3: ber.: 947.3295; gef.: 947.3315;
[M + 2Na—H]+= m/z fiir C44H47N19Na,013: ber.: 969.3114; gef.: 969.3131.
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Darstellung von 4-(1-(4-Methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxy-
benzyl)-3-nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-

carboxamido)-butansduremethylester 47
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Unter Argon wurden 100 mg (136 umol, 1.00 eq) Trimer-Sdure 27 in 30 mL absolutem
Dichlormethan vorgelegt. Zu dieser Suspension wurden 82.0 mg (90.0 uL, 816 umol, 6.00 eq)
N-Methylmorpholin, 212 mg (407 pmol, 3.00 eq) PyBOP und 42.0 mg (272 umol, 2.00 eq)
H),N-GABA-OMe 33 zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 4 Tage lang bei 40 °C
geriihrt. Das Losungsmittel wurde bei vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol (100:1) gereinigt um

101 mg (120 pmol, 88 %) eines farblosen Feststoffes zu erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.90-1.99 (m, 2H), 2.42 (t, 2H), 3.44-3.50 (m, 2H),
3.71 (s, 3H, H-38), 3.76-3.77 (2s, 9H, H-9, H-20, H-31), 5.62-5.80 (3s, 6H, H-4, H-15, H-26),
6.48 (t, 1H, H-33 *J{H-33, H-34 = 5.54 Hz}), 6.80-6.85 (m, 6H, CHaromay), 7.10 (s, 1H,
CHbpyrazol), 7.25-7.29 (m, 5H, CHpyrazol, CHaromat), 7.37-7.40 (m, 2H, CHaromat), 7.47 (bs, 1H,
C-Hpyrazol), 8.45 (s, 1H, NHamia), 8.50 (s, 1H, NHamiq). R¢: 0.09 in Dichlormethan/Methanol
(100:1). Schmp.: 199 °C. HRMS (ESI): [M+Na]" = m/z fir C4H4NoNaOo: ber.:
857.2978; gef.: 857.3004.
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Darstellung von 4-(1-(4-Methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxy-
benzyl)-3-nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-

carboxamido)-butansdure 48
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95.0mg (114 umol, 1.00 eq) Trimer(PMB)-GABA-OMe 47 wurden in 50 mL THF/
Methanol-Gemisch (1:1) geldst, mit 2 mL dest. Wasser und 20.0 mg (835 umol, 7.32 eq)
Lithiumhydroxid versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde bis zur vollstdndigen Umsetzung bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel entfernt, der Riickstand in
10 mL Wasser aufgenommen und die Losung mit 1 M Salzséure angesduert. Der ausgefallene
Feststoff wurde abfiltriert, mit 1 M Salzsdure gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Es

konnten 83.0 mg (101 pmol, 89 %) eines farblosen Feststoffes erhalten werden.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 1.72-1.78 (m, 2H, H-35), 2.27 (t, 2H, H-36,
3J{H-36, H-35 = 7.67 Hz}), 3.24-3.28 (m, 2H, H-34), 3.71-3.73 (3s, 9H, H-9, H-20, H-31),
5.62-5.83 (3s, 6H, H-4, H-15, H-26), 6.87-6.92 (m, 6H, CHaroma), 7.18-7.21 (m, 4H,
CHaromat), 7.27-7.29 (m, 2H, CHaromar), 7.30 (s. 1H, CHpyrazol), 7.72 (s, 1H, CHpyrazor), 7.99 (s,
1H, CHpyrazo1), 8.68-8.70 (bs, 1H, H-33), 11.34 (s, IH, NHamiq), 11.52 (s, 1H, NHamia), 12.10
(bs, 1H, H-38). ®C-NMR (125.7 MHz, DMSO-d¢): & [ppm] = 24.3, 31.1, 38.2, 52.7, 53.2,
55.0, 55.05, 55.06, 55.1, 99.5, 100.9, 105.1, 113.8, 113.9, 114.0, 127.9, 128.7, 129.0, 129.4,
129.6, 129.8, 134.4, 135.1, 136.8, 144.9, 1452, 153.6, 155.5, 156.9, 158.6, 158.7, 159.0,
159.1, 174.2. Schmp.: 210 °C. HRMS (ESI): [M+H]" = m/z fiir C4H3oN;oOyo: ber.:
819.2856; gef.: 819.2978.
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Darstellung von 1-(1-(4-Methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxy-
benzyl)-3-nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-
yl)-1,13-dioxo-5,8,11,17,20,23-hexaoxa-2,14-diazapentacosan-25-carbonsaure-
ethylester 49
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Unter Argon wurden 120 mg (0.13 mmol, 1.00 eq) Trimer-TEG-Sdure 40 in 12 mL absolutem

3}0

Dichlormethan vorgelegt. Zu der auf 0 °C gekiihlten Suspension wurden anschlieBend in
Intervallen von 10 Minuten 46.0 mg (0.39 mmol, 3.00 eq) HOBt, 74.0 mg (0.39 mmol,
3.00 eq) EDC*HCI und 61.0 mg (0.26 mmol, 2.00 eq) H,N-TEG-OEt 28 zugegeben und zwei
Tage lang bei Raumtemperatur geriihrt. Die organische Phase wurde mit jeweils 15 mL 1 M
Salzsédure, gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung und geséttigter Natriumchloridlosung
gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen des Losungsmittels
unter vermindertem Druck konnte der Riickstand sédulenchromatographisch an Kieselgel mit
Dichlormethan/Methanol (40:1) gereinigt werden, um 127 mg (0.11 mmol, 86 %) eines
farblosen viskdsen Ols zu erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCL;): & [ppm] = 1.25, (t, 3H, H-52, *J{H-52, H-51 =7.14 Hz}),
3.41-3.45 (m, 2H, H-43), 3.48-3.50 (m, 2H, H-44), 3.53-3.62 (m, 20H, H-(34-39)), H-(45-48),
3.72-3.75 (3s, 9H, H-9, H-20, H-31), 4.00 (s, 2H, H-49), 4.10 (s, 2H, H-40), 4.18 (q, 2H,
J{H-51, H-52=7.14 Hz}), 5.59-5.78 (3s, 6H, H-4, H-15, H-26), 6.76-6.81 (m, 6H,
CHaromat), 7.14-7.25 (m, 7H, CHaromat» CHpyrazol, H-33, H-42), 7.36-7.40 (m, 3H, CHaromat, C-
Hbpyrazol), 8.72 (s, 1H, NHamia), 9-18 (s, 1H, NHamiq)- BC.NMR (125.7 MHz, CDCls): 6 [ppm]
=14.3, 38.8, 39.6, 53.8, 54.0, 55.4, 56.0, 61.0, 68.7, 69.7, 69.9, 70.2, 70.3, 70.4, 70.52, 70.56,
70.6, 70.7, 70.8, 70.9, 98.4, 99.3, 104.0, 114.0, 114.1, 114.2, 127.4, 129.0, 129.4, 129.5,
130.2, 134.8, 135.8, 136.4, 144.9, 154.2, 155.3, 156.5, 159.3, 159.4, 159.7, 159.9, 170.5,
170.7. Rf: 0.04 in Dichlormethan/Methanol (40:1). Schmp.: 87.3 °C. HRMS (ESI):
[M+H]+ = m/z fir CssHgsN11017: ber.: 1142.4789; gef.: 1142.4902; [M+Na]Jr = m/z fur
Cs4Hg7N 1 NaOj7: ber.: 1164.4609; gef.: 1164.4733.
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Darstellung von 1-(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxy-
benzyl)-3-nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-
yl)-1,13-dioxo-5,8,11,17,20,23-hexaoxa-2,14-diazapentacosan-25-carbonsaure 50
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127mg (111 pmol, 1.00 eq) Trimer(PMB)-TEG-TEG-OEt49 wurden in 20 mL THF/
Methanol-Gemisch (1:1) geldst und mit 20.0 mg (835 mmol, 7.50 eq) Lithiumhydroxid

3}0

50

versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde bis zur vollstindigen Umsetzung bei Raumtemperatur
geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel entfernt, der Riickstand in 15 mL Wasser
aufgenommen und die Losung mit 1 M Salzsdure angesduert. Der ausgefallene Feststoff
wurde iiber eine Fritte abfiltriert. Der klebrige Feststoff wurde anschlieBend mit THF aus der
Fritte ausgewaschen. Nach dem Entfernen des Losungsmittels bei vermindertem Druck und
der anschliefenden Trocknung des Riickstands im Hochvakuum konnten 117 mg (105 pmol,
95%) eines gelben viskdsen Ols erhalten werden.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢): & [ppm] = 3.24-3.28 (m, 2H, H-43), 3.37-3.43 (m, 4H, H-
34, H-44), 3.49-3.61 (m, 18H, H-(35-39), H-(45-48)), 3.70, 3.71, 3.72 (3s, 9H, H-9, H-20, H-
31), 3.87 (s, 2H, H-49), 4.01 (s, 2H, H-40), 5.62, 5.67, 5,81 (3s, 6H, H-4, H-15, H-26), 6.86-
6.91 (m, 6H, CHaromat), 7.17-7.19 (m, 4H, CHaromat), 7.27-7.28 (m, 2H, CHaromat), 7.33 (s, 1H,
CHbpyrazol), 7.63 (t, 1H, H-33/42), 7.71 (s, 1H, CHpyrazo1), 7.98 (s, 1H, CHpyrazo1), 8.70 (t, 1H, H-
33/42), 11.34 (s, 1H, NHamiq), 11.50 (s, 1H, NHamiq), 12.56 (bs, 1H, H-51). *C-NMR (125.7
MHz, CDCls): ¢ [ppm] = 21.0, 25.1, 29.2, 30.4, 34.4, 38.0, 38.7, 52.8, 53.2, 55.00, 55.05,
55.06, 55.09, 67.0, 67.6, 68.6, 68.9, 69.4, 69.5, 69.6, 69.7, 69.8, 69.9, 70.2, 99.6, 100.9, 105.1,
113.7, 113.8, 114.0, 124.9, 127.9, 128.8, 129.0, 129.4, 129.6, 129.8, 134.3, 134.9, 136.8,
139.2, 144.9, 145.3, 153.6, 155.5, 156.9, 158.6, 158.7, 159.1, 159.2, 169.2, 171.6. HRMS
(ESI): [M + H]'= m/z fiir CggH77N19014: ber.: 1473.5615; gef.: 1473.5580; [M + Na] = m/z
fiir CgsH76N10NaOj4: ber.: 1495.5435; gef.: 1495.5417.
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6.4 Synthese der Trimer-Derivate 41, 45, 70, 81, 84

Darstellung von 1-(3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carbox-
amido)-1H-pyrazol-5-yl)-1-0x0-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-13-carbonsaure 41
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53.0 mg (57.4 pumol) Trimer(PMB)-TEG-OH 41 wurden unter Argon in Trifluoressigsiure
(3 mL) geldst und unter Rithren fiir 5 Stunden auf 70 °C erhitzt. Die lila bis braun gefarbte
Losung wurde langsam mit eiskaltem Diethylether versetzt. Der hierbei ausgefallene
Niederschlag wurde abzentrifugiert, die Mutterlauge entfernt und der farblose Feststoff
dreimal mit kaltem Diethylether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Es konnten

30 mg (53.2 umol, 94 %) eines farblosen Feststoffes isoliert werden.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢): & [ppm] = 3.39-3.40 (m, 2H, H-19), 3.52-3.57 (m, 10H, H-
(20-24)), 4.01 (s, 2H, H-25), 7.16 (bs, 1H, NHamia), 7.57 (s, 1H, CHpyrazo1), 7.94 (s, 1H,
CHpyrazol), 8.55 (s, 1H, CHpyrazo1), 11.09 (s, 1H, NHamiq), 11.43 (bs, 1H, NHamia), 12.75 (s, 1H,
NHbpyrazol), 13.09 (s, 1H, NHpyrazo1), 13.51 (bs, 1H, H-27), 14.98 (s, 1H, NHpyrazol). BC-NMR
(125.7 MHz, DMSO-d¢): ¢ [ppm] = 39.5, 68.4, 69.7, 70.5, 70.56, 70.6, 70.7, 103.2, 139.6,
155.9, 156.8, 172.5. Schmp.: Zersetzung ab 349°C. HRMS (ESI): [M +Na] =m/z fiir
Ca0H24N1oNaOjo: ber.: 587.1569; gef.: 587.1553; [M + 2Na - H]+= m/z fur CyoH23NoNaO10:
ber.: 609.1389, gef.: 609.1388.
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Darstellung von 15-(4-(tert-Butoxycarbonylamino)-butyl)-1-(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-
(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-
pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-yl)-1,13-dioxo-5,8,11-trioxa-2,14-diazahexadecan-
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Unter Argon wurden 105 mg (0.11 mmol, 1.00 eq) Trimer(PMB)-TEG-OH 40 in 30 mL
absolutem Dichlormethan vorgelegt. Die erhaltene Suspension wurde mit 39 uL (35 mg,
0.34 mmol, 3.00 eq) N-Methylmorpholin 178 mg (0.34 mmol, 3.00 eq) PyBOP und 60.0 mg
(0.20 mmol, 1.80 eq) N-Amino-N°-(tert-butyloxycarbonyl)-(S)-lysin-carbonsduremethylester-
hydrochlorid versetzt und fiir 4 Tage unter Riithren auf 40 °C erhitzt. Das Losungsmittel
wurde entfernt und der zuriickbleibende Feststoff sdulenchromatographisch an Kieselgel mit

Dichlormethan/Methanol 50:1 gereinigt, um 108 mg (0.11 mmol, 82 %) eines farblosen

Feststoffes zu erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.25-1.41 (m, 13H, H-45, H-46, H-51), 1.58-1.83
(m, 2H, H-44), 3.00 (bs, 2H, H-47), 3.56-3.58 (m, 2H, H-34), 3.61-3.67 (m, 13H, H-(35-39),
H-53), 3.72-3.76 (3s, 9H, H-9, H-20, H-31), 4.02 (s, 2H, H-40), 4.61-4.65 (m, 1H, H-43),
5.60-5.79 (2s, 6H, H-4, H-15, H-26), 6.76-6.81 (m, 6H, CHaromat), 7.09-7.40 (m, 11H,
CHaromats CHpyrazot, H-33, H-42), 8.68 (s, 1H, NHamia), 9.25 (s, 1H, NHamia). BC-NMR (125.7
MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 22.8, 28.6, 29.6, 32.2, 39.6, 40.3, 51.5, 52.5, 53.9, 54.0, 55.4, 56.1,
69.7, 70.3, 70.4, 70.5, 70.6, 71.0, 98.4, 99.3, 104.0, 114.0, 114.1, 114.2, 127.4, 129.0, 129.3,
129.4, 129.5, 130.2, 134.9, 135.8, 136.4, 114.9, 154.3, 155.4, 156.2, 156.5, 159.3, 159.4,
159.7, 159.9, 170.3, 172.9. Rs: 0.16 in Dichlormethan/Methanol (50:1). Schmp.: 79 °C.
HRMS (ESI): [M + H]" = m/z fiir Cs¢H71N12016: ber.: 1167.5106; gef.: 1167.5169; [M + Na]+
=m/z fiir CssH70N12NaOye: ber.: 1189.4925, gef.: 1189.4979.
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Darstellung von 15-(Methoxycarbonyl)-1-(3-(3-(3-nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-
pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-yl)-1,13-dioxo-5,8,11-trioxa-2,14-diaza-

nonadecan-19-ammonium Trifluoracetat 70

o 32
CF,CO0 3 "g'z

2 30
29
3 0]
AN \ 15 O\)X\ O
13 1 /\/O\/\ /\/ pl ” 28 35
N\NH N/NH 27 O

70

Unter Argon wurden 50.0 mg (42.9 umol) Trimer(PMB)-TEG-Lys(Boc)-OMe 69 in
Trifluoressigsdure (3 mL) gelost und unter Rithren fiir 5 Stunden auf 70 °C erhitzt. Die lila bis
braun gefirbte Losung wurde langsam mit eiskaltem Ether versetzt. Der hierbei ausgefallene
Niederschlag wurde abzentrifugiert, die Mutterlauge entfernt und der farblose Feststoff
dreimal mit Diethylether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Es konnten 32.0 mg

(39.0 umol, 91 %) eines farblosen Feststoffes isoliert werden.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 1.30-1.36 (m, 2H, H-30), 1.50-1.57 (m, 2H,
H-31), 1.62-1.80 (m, 2H, H-29), 2.77 (bs, 2H, H-32), 3.40-3.44 (m, 2H, H-19), 3.54-3.60 (m,
10H, H-(20-24)), 3.64 (s, 3H, H-35), 3.95 (s, 2H, H-25), 4.31-4.34 (m, 1H, H-28), 7.28 (s, 1H,
CHbpyrazol), 7.60-7.63 (m, 4H, H-33, CHpyrazot), 7.95-7.98 (m, 2H, H-27, CHpyrazo1), 8.64 (bs,
1H, H-18), 11.13 (s, 1H, NHamiqa), 11.41 (s, 1H, NHamia), 13.24 (s, 1H, NHpyrazo1), 13.47 (s,
1H, NHpyraro1), 14.97 (s, 1H, NHpyrazo). °C-NMR (125.7 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 22.3,
26.5, 30.2, 38.6, 51.1, 52.0, 68.8, 69.5, 69.7, 70.2, 97.2, 98.4, 102.2, 146.7, 158.6, 169.6,
172.2. Schmp: Zersetzung ab 360 °C. HRMS (ESI): [M+H]+:m/z fir C,7H39N12011:
ber.:707.2856; gef.: 707.2851; [M +Na]+= m/z fir CyH3sN;pNaOy: 729.2675; gef.:
729.2670.
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Darstellung von 1-(4-Methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-
nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-N-(11-ox0-3,6,9-trioxa-
12-azatetracosyl)-1H-pyrazol-5-carboxamid 67
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Unter Argon wurden 0.05 g (54.1 umol, 1.00 eq) Trimer-TEG-Séure 40 in 10 mL absolutem
Dichlormethan vorgelegt. Zu der auf 0 °C gekiihlten Suspension wurden anschlieBend in
Intervallen von 10 Minuten 19.0 mg (0.16 mmol, 3.00 eq) HOBt, 31.0 mg (0.16 mmol,
3.00 eq) EDC*HCI und 20.0 mg (0.11 mmol, 2.00 eq) Dodecylamin zugegeben und zwei
Tage lang bei Raumtemperatur geriihrt. Die organische Phase wurde mit jeweils 15 mL 1 M
Salzsdure, gesittigter Natriumhydrogencarbonatlésung und geséttigter Natriumchloridlosung
gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen des Losungsmittels
unter vermindertem Druk konnte der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel mit
Dichlormethan/Methanol (50:1) gereinigt werden, um 44.3 mg (40.6 pmol, 75 %) eines leicht
gelblichen Feststoffes zu erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 0.86 (t, 3H, H-54), 1.22 (bs, 18H, H-(45-53)), 1.42-
1.50 (m, 2H, H-44), 3.20-3.26 (m, 2H, H-43), 3.56-3.64 (m, 12H, H-(34-39)), 3.72-3.75 (3s,
9H, H-9, H-20, H-31), 4.00 (s, 2H, H-40), 5.59-5.78 (2s, 6H, H-4, H-15, H-26), 6.75-6.81 (m,
6H, CHaromat), 6.88 (t, 1H, H-42), 6.97 (t, 1H, H-33), 7.11 (s, 1H, CHpyrazol), 7.17-7.26 (m,
SH, CHaromat, CHpyrazo1), 7.34-7.38 (m, 3H, CHaromat, CHpyrazo1), 8.62 (s, 1H, NHamia), 9.13 (s,
1H, NHamia). °C-NMR (125.7 MHz, CDCl): & [ppm] = 14.2, 22.8, 27.9, 29.4, 29.5, 29.6,
29.7,29.8, 29.9, 32.0, 39.1, 39.6, 53.9, 54.0, 55.4, 56.1, 69.8, 70.4, 70.5, 70.6, 70.7,70.8, 98.2,
99.1,103.9, 114.0, 114.1, 114.2, 127.3, 128.9, 129.3, 129.4, 129.5, 130.2, 134.8, 135.8, 136.4,
144.9, 154.2, 155.3, 156.5, 159.3, 159.5, 159.6, 159.9, 170.1. Schmp.: 105 °C. R¢: 0.27 in
Dichlormethan/Methanol  (50:1). HRMS (ESI): [M+H] =m/z fiir CsgH74N;012:
ber.:1092.5513; gef.: 1092.5521; [M +Na]+= m/z fir CseH73N(1NaOj,: 1114.5332; gef.:
1114.5345.
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Darstellung von 3-Nitro-N-(5-(5-(11-ox0-3,6,9-trioxa-12-azatetracosylcarbamoyl)-1H-
pyrazol-3-ylcarbamoyl)-1H-pyrazol-3-yl)-1H-pyrazol-5-carboxamid 45
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20.0 mg (18.3 pumol) Trim(PMB)-TEG-DD 67 wurden unter Argon in Trifluoressigsdure
(2 mL) gelost und unter Riihren fiir 5 Stunden auf 70 °C erhitzt. Die Reaktionslosung wurde
langsam mit eiskaltem Diethylether versetzt. Der hierbei ausgefallene Niederschlag wurde
abzentrifugiert, die Mutterlauge entfernt, der farblose Feststoff dreimal mit kaltem
Diethylether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Es konnten 9.50 mg (12.7 umol,

70 %) eines farblosen Feststoffes isoliert werden.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dq): & [ppm] =0.83 (t, 3H, H-39), 1.21 (bs, 18H, H-(30-38), 1.39
(m, 2H, H-29), 3.05-3.09 (m, 2H, H-28), 3.31-3.43 (bs, 2H, H-19), 3.56 (bs, 10H, H-(20-24)),
3.85 (s, 2H, H-25), 7.26 (bs, 1H, CHpyrazo/NHamia), 7.59-7.63 (m, 2H, CHpyrazol, H-27), 7.95
(s, 1H, CHpyrazo1), 8.62 (bs, 1H, CHpyrazot/NHamia), 11.12 (bs, 1H, NHamiq), 11.43 (bs, 1H,
NHamia), 13.22 (bs, 1H, NHpyrazor), 13.47 (bs, 1H, NHpyrart). “C-NMR (125.7 MHz,
DMSO-dg): 6 [ppm] = 13.9, 22.1, 26.4, 28.7, 29.0, 29.1, 31.3, 38.1, 68.8, 69.5, 69.6, 69.7,
69.9, 70.2, 98.2, 102.3, 155.1, 156.0, 169.1. Schmp.: Zersetzung ab 348 °C. HRMS (ESI):
[M + Na]+= m/z fiir C3,H49N11NaOo: ber.: 754.3607; gef.: 754.3646; [M + 2Na - H]+= m/z fir
C3HysN11NaxOg: 776.3426; gef.: 776.3449.
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Darstellung von N,N'-(3,3'-(2,2'-Oxy-bis(ethan-2,1-diyl)-bis(oxy))-bis(propan-3,1-diyl))-
bis(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-nitro-1H-

pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamid) 80
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60.0 mg (81.6 umol, 2.00 eq) Trimer(PMB)-OH 27 wurden unter Argon in 10 mL absolutem
Dichlormethan vorgelegt. Zu der auf 0 °C gekiihlten Suspension wurden in zehn Minuten
Intervallen 19.4 mg (0.16 mmol, 4.00 eq) HOBt, 31.0 mg (0.16 mmol, 4.00 eq) EDC*HCI
und 9 pL, 9.00 mg (40.8 umol, 1.00 eq) 4,7,10-Trioxa-1,13-tridecandiamin 31 zugegeben.
Die Reaktionsmischung wurde 48 Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt. Das Reaktions-
gemisch wurde mit jeweils 15 mL 1 M HCI, gesittigter Natriumhydrogencarbonatlésung,
gesdttigter Natriumchloridlosung gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Die sdulenchromatographische
Reinigung an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol (70:1) ergab 42.0 mg (25.4 umol, 62 %)

eines farblosen Feststoffes.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.75-1.80 (m, 2H, H-35), 3.43-3.45 (m, 2H, H-34),
3.51-3.55 (m, 4H, H-36, H-37/38), 3.68-3.69 (m, 2H, H-37/38), 3.70-3.74 (3s, 9H, H-9, H-20,
H-31), 5.57-5.73 (3s, 6H, H-4, H-15, H-26), 6.73-6.81 (m, 6H, CHaroma), 6.97 (t, 1H, H-33),
7.09-7.24 (m, 7H, CHaromat, CHpyrazol), 7.33-7.34 (m, 2H, CHaromar), 8.76 (s, 1H, NHamiq), 8.85
(s, 1H, NHamia). “C-NMR (125.7 MHz, CDCl3): & [ppm] = 29.1, 38.7, 54.1, 54.3, 55.6, 56.3,
70.6, 70.7, 98.5, 99.5, 103.9, 114.3, 114.4, 114.5, 127.6, 129.2, 129.6, 129.7, 129.8, 130.4,
135.1, 136.3, 136.5, 145.0, 145.1, 154.4, 155.6, 156.8, 159.6, 159.7, 159.8, 160.2. Schmp.:
158 °C. Rs: 0.45 in Dichlormethan/Methanol (30:1).
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Darstellung von N,N’-(5,5'-(5,5'-(3,3'-(2,2"-Oxy-bis(ethan-2,1-diyl)-bis(oxy))-bis(propan-
3,1-diyl))-bis-(azanediyl)-bis(oxomethylen)-bis(1H-pyrazol-5,3-diyl))-bis(azanediyl)-bis-
(oxomethylen)-bis(1H-pyrazol-5,3-diyl))-bis(3-nitro-1H-pyrazol-5-carboxamid) 81
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42.0 mg (25.4 pmol) der Verbindung 80 wurden unter Argon in Trifluoressigsdure (3 mL)
gelost und unter Riihren fiir 5 Stunden auf 70 °C erhitzt. Die Reaktionsldsung wurde langsam
mit eiskaltem Diethylether versetzt. Der hierbei ausgefallene Niederschlag wurde
abzentrifugiert, die Mutterlauge entfernt und der farblose Feststoff dreimal mit kaltem
Diethylether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Es konnten 23.0 mg (24.6 umol,

97 %) eines farblosen Feststoffes isoliert werden.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢): & [ppm] = 1.75-1.80 (m, 2H, H-20), 3.30-3.32 (m, 2H, H-
19), 3.48 (t, 2H, H-21), 3.51-3.58 (m, 4H, H-22, H-23), 7.27-7.98 (3s, 3H, CHpyraz1), 8.57 (bs,
1H, H-18), 11.14 (s, 1H, NHamig), 11.45 (s, 1H, NHamia), 13.21 (s, 1H, NHpyrzo1), 13.49 (s,
1H, NHpyrazor), 14.99 (s, 1H, NHpyraro1). *C-NMR (125.7 MHz, DMSO-dg): &[ppm] = 29.3,
36.1, 68.1, 69.7, 97.0, 98.3, 102.2, 136.5, 136.9, 138.7, 146.5, 155.0, 155.9, 156.3, 158.5.
Schmp.: Zersetzung ab 281 °C. HRMS (ESI): [M + Na]" = m/z fiir C34H3sN20NaO;3: ber.:
957.2819; gef.: 957.2940.
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Darstellung von 2-(1-(4-Methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-
methoxybenzyl)-3-nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-

pyrazol-5-carboxamido-6-(tert-butoxycarbonyl)-lysin-carbonsauremethylester 82

Unter Argon wurden 100 mg (136 umol, 1.00eq) Trimer(PMB)-OH 27 in 10 mL
Dichlormethan vorgelegt. Die Suspension wurde danach mit 71.0 uL. (53.0 mg, 408 umol,
3.00 eq) versetzt. Nach vollstindiger Losung des Feststoffes, wurden der Losung 52.0 mg
(204 umol, 1.50 eq) Mukaiyama-Reagenz und 61.0 mg (204 pmol, 1.50 eq) N-Amino-N°-
(tert-butyloxycarbonyl)-(S)-lysin-carbonséduremethylester-hydrochlorid zugesetzt. Danach
wurde die Reaktionslosung 24 Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt. Die organische
Phase wurde mit 1 M Salzsdure, gesittigter Natriumhydrogencarbonat- und geséttigter
Natriumchloridlosung gewaschen. Die Trocknung der vereinigten organischen Phasen
erfolgte iiber Magnesiumsulfat. Nachfolgende Entfernung des Losungsmittels und sdulen-
chromatographische Reinigung mit n-Pentan/Ethylacetat (2:1) erbrachten eine Ausbeute von
75.0 mg (76.7 umol, 56 %) des gewiinschten Produktes.

'H-NMR (500 MHz, CDCl;): & [ppm] = 1.37-1.54 (m, 13H, H-42, H-36, H-37), 1.71-1.83
(m, 1H, H-35), 1.88-1.99 (m, 1H, H-35), 3.05-3.14 (m, 2H, H-38), 3.75-3.76 (2s, 9H, H-9, H-
20, H-31), 3.80 (s, 3H, H-44), 4.35-4.42 (m, 1H, H-34), 5.58, 5.68, 5.81 (3s, 6H, H-4, H-15,
H-26), 6.80-6.85 (m, 7H, H-33, CHaromat), 7.10-7.29 (m, 6H, CHaromat), 7.45, 7.72, 7.98, (3s,
3H, CHpyrazol), 8.96 (bs, 1H, H-39), 11.38, 11.51 (2s, 2H, NHamid)- BC-NMR (125.7 MHz,
CDCl): o [ppm] = 13.9, 14.4, 19.4, 21.2, 21.3, 22.9, 28.6, 29.9, 30.9, 32.3, 40.4, 52.5, 53.9,
54.0, 54.3, 55.5, 56.3, 64.6, 98.4, 99.0, 99.1, 103.8, 14.2, 114.4, 127.4, 129.2, 129.6, 130.3,
134.9, 135.3, 136.3, 145.0, 154.4, 156.4, 159.5, 160.0, 173.1. Schmp.: 94 °C. R¢: 0.10 in n-
Pentan/Ethylacetat 2:1. HRMS (ESI): [M +H] =m/z fiir C4sHs¢N;;012: ber.: 978. 4104;
gef.: 978.4144; [M + Na]+= m/z fiir C4gHssN11NaOy;: ber.: 1000.3924; gef.: 1000.3942.
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Darstellung von 2-(1-(4-Methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-
methoxybenzyl)-3-nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-
pyrazol-5-carboxamido-6-(tert-butoxycarbonyl)-lysinyl-carbonsaure 83
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30 mg (30.7 umol, 1.00 eq) Trimer(PMB)-(S)-Lysin(Boc)-OMe 82 wurde in 2.50 mL THF
gelost und mit 2.50 mL Methanol und 2.20 mg (92.1 umol, 3.00 eq) Lithiumhydroxid
versetzt. Die Reaktionslosung wurde 7 Tage lang bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wurde
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde in 2.5 mL dest.
Wasser aufgenommen und mit 1 M Salzsdure auf pH 2-3 angesduert. Der ausgefallene
Niederschlag wurde abfiltriert, mit dest. Wasser nachgewaschen und im Hochvakuum

getrocknet. Es wurden 20.0 mg (21.1 umol, 69 %) des gewiinschten Produkts erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dq): 6 [ppm] = 1.21-1.41 (m, 13H, H-36, H-37, H-42), 1.67-1.86
(m, 2H, H-35), 2.87-2.91 (m, 2H, H-38), 3.70-3.71 (3s, 9H, H-9, H-20, H-31), 4.29 (bs, 1H,
H-34), 5,56, 5.68, 5.81 (3s, 6H, H-4, H-15, H-26), 6.78-6.91 (m, 7H, H-33, CHaromat), 7.16-
7.28 (m, 6H, CHaromat), 7.41, 7.71, 7.98, (3s, 3H, CHpyrazo1), 8.78 (bs, 1H, H-34), 11.34, 11.50
(2s, 2H, NHamia). “C-NMR (125.7 MHz, CDCls): & [ppm] = 23.1, 28.1, 29.0, 30.0, 52.3,
52.7, 53.0, 55.0, 77.2, 99.9, 100.9, 105.0, 113.7, 113.8, 114.0, 127.9, 129.0, 129.3, 129.5,
129.6, 134.3, 134.6, 136.7, 144.8, 145.1, 153.5, 155.4, 155.5, 156.8, 158.6, 159.0, 159.2,
r>2006</Year><RecNum>2</RecNum><record><re“-number>2</rec-p,Mper><foreign-
keys><key  app="EN" db-id="dvrs5r5xefaz9peep9evspt6pfeOOOefpevs">2</key></f0reign-
.2 986.3760.
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Darstellung von N,N'-Di-Z-(S)-lys(Boc)-(3,3'-(2,2"-oxy-bis(ethan-2,1-diyl)-bis(oxy))-
bis(propan-3,1-diyl)) 85

85

Unter Argon wurden 0.50 g (1.31 mol, 1.00 eq) Z-(S)-Lys(Boc)-OH in 15 mL absolutem
Dichlormethan  gelost. Nach  Zugabe von 32.0mg  (0.26 mmol, 0.20 eq)
4-Dimethylaminopyridin (DMAP), 250 mg (307 uL, 1.97 mmol, 1.50 eq) Diisopropyl-
carbodiimid (DIC) und 72.0mg (72.0 L, 0.33 mmol, 0.25eq) 4,7,10-Trioxa-1,13-
tridecandiamin wurde das Reaktionsgemisch 24 Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt.
Der ausgefallene Harnstoff wurde abfiltriert. Nach dem Entfernen des Losungsmittels am
Rotationsverdampfer konnte der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel mit
Dichlormethan/Methanol (30:1) gereinigt werden, um 250 mg (0.26 mmol, 79 %) eines
farblosen viskdsen Ols zu erhalten.

Da das 'H-NMR-Spektrum sehr breite Signale aufwies, konnten keine 2D-Spektren

aufgenommen werden und somit auch keine Zuordnung durchgefiihrt werden.

'H-NMR (300 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.31-1.49 (m, 13H, H-10, H-11, H-16), 1.59-1.85
(m, 4H, H-9, H-20), 3.07 (bs, 2H, H-12), 3.26-3.40 (m, 2H, H-19), 3.52-3.61 (m, 6H,
H-(21-23)), 4.11-4.16 (m, 1H, H-8), 4.74 (bs, 1H, H-13), 5.08 (s, 2H, H-5), 5.77 (bs, 1H,
H-7), 6.89 (bs, 1H, H-18), 7.28-7.34 (m, 5H, H-(1-3)). R¢: 0.07 in Dichlormethan/Methanol
(30:1). HRMS (ESI): [M+H]+:m/z fiir C4gH77NeO3: ber.: 945.5612; gef.: 945.5612;
[M + Na]" = m/z fiir C4sH76NgNaO13: 967.5363; gef.: 967.5431.
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Darstellung von Di-tert-butyl-(5S,23S)-5,23-diamino-6,22-dioxo-11,14,17-trioxa-7,21-
diazaheptacosan-1,27-diyldicarbamat 86
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250 mg (0.26 mmol) der Verbindung 85 wurden in 50 mL Tetrahydrofuran geldst, mit
30.0 mg Pd-C (10 %) versetzt und unter Wasserstoffatmosphdre bis zum vollstindigen
Umsatz geriihrt. Pd-C wurde iiber Celite abfiltriert. Das Filtrat wurde anschlieBend am
Membranpumpenvakuum vom Tetrahydrofuran befreiet und der o©lige Riickstand im
Hochvakuum getrocknet. Es konnten 166 mg (0.25 mmol, 96 %) eines gelben Ols isoliert

werden.

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 1.33-1.55 (m, 13H, H-3, H-5, H-10), 1.77-1.80 (m,
6H, NH,, H-4, H-14), 3.09-2.12 (m, 2H, H-6), 3.29-3.38 (m, 3H, H-2, H-13), 3.52-3.64 (m,
6H, H-15, H-16, H-17), 4.71 (bs, 1H, H-7), 7.54 (bs, 1H, H-12). ®*C-NMR (125.7 MHz,
CDCly): & [ppm] = 23.1, 28.6, 29.4, 30.0, 30.5, 34.5, 34.9, 37.3, 40.3, 55.3, 62.6, 69.9, 70.4,
70.7, 79.2, 156.3, 175.3. HRMS (ESI): [M + H]" = m/z fiir C3,H¢sNgOo: ber.: 677.4808; gef.:
677.4797; [M + Na]+= m/z fiir C3,HgsNgNaOy: ber.: 699.4627; gef.: 699.4616.
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Darstellung von tert-Butyl-(10S,28S)-10,28-bis(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxy-
benzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-
carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-2,2-dimethyl-4,11,27-trioxo-16,19,22-trioxa-
5,12,26-triazadotriacontan-32-ylcarbamat 87

42 9}
39 HN NH

O

ON 1 2 /\

_N
7//\>3_/< 24 55 “ % o
~ v\ 0.
N 101,*MN§<‘?N’)( 0N\ \/\/NY\ N\’é N/N
: < ; [ ] /0
316°
87
Unter Argon wurden 26.0 mg (85.2 umol, 2.50 eq) Trimer(PMB)-OH 27 in 20 mL absolutem
Dichlormethan vorgelegt. Zu dieser Suspension wurden 46.0 mg, 50.0 uL. (0.46 mmol,
12.0 eq) N-Methylmorpholin, 59.0 mg (114 pmol, 3.00 eq) PyBOP und 26.0 mg (38.1 umol,
1.00 eq) Verbindung 86 zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde 4 Tage lang bei 40°C
geriihrt. Nach dem Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck konnte der

Riickstand sd@ulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol (30:1)

gereinigt werden, um 42.0 mg (19.9 umol, 52 %) eines farblosen Feststoffes zu erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCls, 333 K): & [ppm] = 1.33-1.42 (m, 13H, H-36, H-37, H-42), 1.75-
1.93 (m, 4H, H-35, H-46), 3.00-3.05 (m, 2H, H-38), 3.32-3.49 (m, 2H, H-45), 3.54-3.65 (m,
6H, H-(47-49)), 3.68-3.71 (3s, 9H, H-9, H-20, H-31), 4.47-4.51 (m, 1H, H-34), 4.67 (bs, 1H,
H-39), 5.39-5.87 (m, 6H, H-4, H-15, H-26), 6.71-6.80 (m, 6H, CHaromat), 6.90 (bs, 2H, H-44,
CHpyrazol), 7.10-7.17 (m, 4H, CHaromat), 7-25 (s, 1H, CHpyrazo1), 7.33-7.53 (m, 2H, CHaromat),
7.49-7.53 (bs, 2H, H-33, CHpyrazol), 848 (s, 1H, NHamia), 9.73 (s, 1H, NHamia). *C-NMR
(125.7 MHz, CDCls): 8 [ppm] = 23.4, 28.8, 29.4, 30.1, 32.7, 38.7, 42.7, 54.0, 54.6, 55.6, 56.4,
70.1, 70.6, 70.8, 98.9, 99.9, 104.7, 114.4, 114.5, 114.6, 127.9, 129.4, 129.5, 129.6, 130.3,
135.3, 135.8, 136.8, 145.2, 145.7, 154.6, 156.2, 156.5, 159.7, 159.8, 160.1, 160.2, 172.2. Rf:
0.20 in Dichlormethan/Methanol (30:1). Schmp.: 157.3 °C. HRMS (ESI): [M + Na]" = m/z
fiir C104H126N24NaOgs: ber.: 2134.9248; gef.: 2134.9258.
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Darstellung von N,N’-((5S,23S)-1,27-Diamino-6,22-diox0-11,14,17-trioxa-7,21-diaza-
heptacosan-5,23-diyl)-bis(3-(3-(3-nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-

carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamid) 84
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40.0 mg (18.9 umol, 1.00 eq) Verbindung 87 wurden unter Argon in Trifluoressigsdure
(3 mL) geldst und unter Rithren fiir 5 Stunden auf 70 °C erhitzt. Die lila bis braun geférbte
Losung wurde langsam mit eiskaltem Ether versetzt. Der hierbei ausgefallene Niederschlag
wurde abzentrifugiert, die Mutterlauge entfernt und der farblose Feststoff dreimal mit
Diethylether gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Es konnten 26.0 mg (18.3 umol,

97 %) eines farblosen Feststoffes isoliert werden.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dq): & [ppm] = 1.41-1.48 (m, 2H, H-28), 1.62-1.88 (m, 6H,
H-23, H-27, H-29), 2.84 (t, 2H, H-30, *J{H-30, H-29 = 7.59 Hz}), 3.18-3.22 (m, 2H, H-22),
3.46-3.59 (m, 6H, H-(24-26)), 4.44-4.48 (m, 1H, H-19), 6.96 (bs, 1H, CHpyrazo), 7.21 (bs, 1H,
CHpyrazol), 7.54-7.56 (bs, 1H, H-21), 7.77 (s, 1H, CHpyrazo1), 7.88 (bs, 1H, H-18), 10.45 (bs,
1H, NHamia), 10.98 (bs, 1H, NHamiq). *C-NMR (125.7 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 22.6,
26.7,27.1, 29.3, 31.2, 35.9, 36.8, 38.7, 52.6, 67.3, 68.0, 69.4, 69.5, 69.6, 69.7, 102.3, 138.6,
155.1, 155.9, 157.8, 158.1, 171.3. Schmp.: 200 °C. HRMS (ESI): [M+H]" = m/z fiir
Cs6He3sN24O1s: ber.: 1191.4899; gef.: 1191.4879; [M JrNa]+ = m/z fiir C46HgN2sNaOjs: ber.:
1213.4719; gef.: 1213.4693.
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6.5 Synthese von Trimer-TEG-NTA 66

Darstellung von (S)-Dimethyl-2,2'-(6-(benzyloxycarbonylamino)-1-methoxy-1-oxohexan-

2-ylazanediyl)-diacetat 59
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1.00 g (3.40 mmol, 1.00 eq) H,N-(S)-Lys(Z)-OMe 58 wurde in 25 mL Acetonitril gel0st.
Nach Zugabe von 5.20 g (34.0 mmol, 10.0 eq) Methylbromacetat und 9.40 g (68.0 mmol,
20.0 eq) Kaliumcarbonat wurde die erhaltene Suspension unter Riihren fiir 18 Stunden auf
85 °C erhitzt. Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde das Gemisch iiber Celite filtriert
und mit Acetonitril gewaschen. Das Filtrat wurde unter vermindertem Druck vom
Losungsmittel befreit, der Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel mit
Cyclohexan/Ethylacetat (2:1) gereinigt. Es konnten 560 mg (1.28 mmol, 38 %) eines

farblosen Ols isoliert werden.

'H-NMR (300 MHz, CDCl;): & [ppm] = 1.32-1.57 (m, 4H, H-6, H-7), 1.64-1.73 (m, 2H,
H-5), 3.16-3.22 (m, 2H, H-8), 3.41 (t, 1H, H-4, *J{H-4, H-5 = 7.57 Hz), 3.62 (s, 4H, H-3),
3.66-3.67 (2s, 9H, H-1, H-14), 4.90 (bs, 1H, H-9), 5.09 (s, 2H, H-11), 7.30-7.37 (m, 5H,
H-13. ®C-NMR (125.7 MHz, CDCls): & [ppm] = 23.1 (C-6), 29.5 (C-7), 30.1 (C-5), 40.9
(C-8), 51.6 (C-3), 51.8 (C-1/15), 52.6 (C-1/15), 64.7 (C-4), 66.7 (C-11), 128.1 (C-13), 128.2
(C-13), 128.6 (C-13), 136.9 (C-12), 156.9 (C-10), 171.9 (C-2), 173.2 (C-14). Rf: 0.22 in
Cyclohexan/Ethylacetat (2:1). HRMS (ESI): [M + H]+= m/z fir C,;H31N,Os: ber.: 439.2075;
gef.: 439.2100; [M + Na]+= m/z fiir C;H30N>NaOg: ber.: 461.1894; gef.: 461.1923.
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Darstellung von (S)-2,2'-(6-Amino-1-methoxy-1-oxohexan-2-yl-azanediyl)-diessigsaure-

ethylester 60
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500 mg (1.14 mmol, 1.00 eq) Verbindung 59 wurden in 70 mL Methanol geldst, mit 40.0 mg
Pd/C (10 %) versetzt und bis zum vollstdndigen Umsatz unter Wasserstoffatmosphére geriihrt
(DC-Kontrolle). Nach dem Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem Druck wurde
der Riickstand im Hochvakuum getrocknet. Es konnten 296 mg (0.98 mmol, 86 %) eines
farblosen Ols isoliert werden, das sofort weiter umgesetzt wurde. Das aufgenommene 'H-

NMR-Spektrum wies sehr breite Signale auf, so dass eine Auswertung nicht moglich war.

HRMS (ESI): [M + H]" = m/z fiir C;3H,5N,O¢: ber.: 305.1707; gef.: 305.1727; [M + Na] =
m/z fiir C,3H,4N2NaOg: ber.: 327.1527; gef.: 327.1546.
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Darstellung von 6-(2-(2-(2-(2-Benzyloxycarbonylamino-ethoxy)-ethoxy)-ethoxy)-acetyl-
amino)-2-(bis-methoxycarbonylmethyl-amino)-hexansauremethylester 61
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Unter Argon wurden 246 mg (0.72 pmol, 1.00 eq) Z-TEG-OH 29 in einem Ldsungsmittel-
gemisch aus absolutem Dichlormethan und DMF 3:1 (24 mL) vorgelegt. Die erhaltene
Losung wurde mit 368 mg (2.17 pmol, 3.00 eq), 300 mg (0.72 umol, 1.00 eq) HCTU und
253 uL. (2.17 umol, 3.00 eq) Lutidin versetzt und 10 Minuten lang unter Eiskiihlung
voraktiviert. AnschlieBend wurden 220 mg (0.72 pmol, 1.00 eq) Amino-NTA 60 in 3 mL des
gleichen Losungsmittelgemisches gelost und zum Reaktionsgemisch gegeben. Die erhaltene
Losung wurde iiber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Die organische Phase wurde mit je
50mL 1M HCI, gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung und  gesittigter
Natriumchloridlosung gewaschen und iiber Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurde
das Losungsmittel im Membranpumpenvakuum entfernt. Der Riickstand wurde
sdulenchromatographisch an Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol (40:1) gereinigt um

50 mg (0.24 umol, 33 %) eines farblosen Ols erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCLs): & [ppm] = 1.29 (m, 4H, H-18, H-19), 1.61-1.74 (m, 2H, H-20),
3.22-3.27 (m, 2H, H-17), 3.36-3.39 (m, 3H, H-8, H-21), 3.54-3.56 (m, 2H, H-9), 3.61-3.63
(m, 12H, H-(10-13), H-24)), 3.67 (s, 9H, H-26), 3.96 (s, 2H, H-14), 5.08 (s, 2H, H-5), 5.44
(bs, 1H, H-7), 6.96 (bs, 1H, H-16), 7.28-7.34 (m, 5H, H-(1-3). *C-NMR (125.7 MHz,
CDCl3): o [ppm] = 23.3, 29.3, 30.2, 38.8, 40.9, 51.5, 51.8, 52.5, 64.8, 66.8, 70.1, 70.3, 70.4,
70.5, 70.5, 128.2, 128.3, 170.0, 171.9, 173.1. Rs. 0.14 Dichlormethan/Methanol (40:1).
HRMS (ESI): [M + Na]+: m/z fiir CyoH4sN3NaOy;: ber.:650.2895; gef.: 650.2978.
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Darstellung von 6-(2-(2-(2-(2-Amino-ethoxy)-ethoxy)-ethoxy)-acetylamino)-2-(bis-
methoxycarbonyl-methyl-amino)-hexansauremethylester 62
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110 mg (0.18 mmol) Z-TEG-NTA-OMe 61 wurden in 50 mL Methanol geldst, mit 20.0 mg
Pd-C (10 %) versetzt und bis zum vollstindigen Umsatz unter Wasserstoffatmosphére
geriihrt. Nach dem  Abfiltrieren von Pd-C wurde das Losungsmittel im
Membranpumpenvakuum entfernt. Der Riickstand wurde anschlieBend im Hochvakuum

getrocknet. Es konnten 87.0 mg (0.18 mmol, 87 %) eines farblosen Ols isoliert werden.

'H-NMR (500 MHz, CDCL;): & [ppm] = 1.32-1.61 (m, 4H, H-12, H-13), 1.66-1.72 (m, 2H,
H-14), 3.19-3.21 (m, 2H, H-2), 3.25-3.29 (m, 2H, H-11), 3.44 (t, 1H, H-15), 3.61 (s, 4H,
H-18), 3.67-3.73 (m, 17H, H-17, H-20, H-(4-7)), 3.86-3.88 (m, 2H, H-3), 4.09 (s, 2H, H-8),
8.19 (bs, 2H, H-1). *C-NMR (125.7 MHz, CDCL): & [ppm] = 23.2 (C-13), 28.8 (C-12), 30.0
(C-14), 38.9 (C-11), 40.0 (C-2), 51.7 (C-17/20), 51.9 (C-17/20), 52.8 (C-18), 64.6 (C-15),
66.8 (C-3), 70.1-70.6 (C-(4-8)), 170.5 (C-9), 172.2 (C-19), 173.3 (C-16). HRMS (ESI):
[M+H]" = m/z fiir Cy;HyN3O10: ber.: 494.2708; gef.: 494.2736; [M+Na]" = m/z fiir
C21H39N3NaOjo: 516.2528; gef.: 516.2554.
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Darstellung von 20-(2-Methoxy-2-oxoethyl)-1-(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxy-
benzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-
carboxamido)-1H-pyrazol-5-yl)-19-(methoxycarbonyl)-1,13-dioxo-5,8,11-trioxa-2,14,20-

triazadocosan-22-carbonsauremethylester 63
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Unter Argon wurden 50.0 mg (67.8 umol, 1.00 eq) Trimer(PMB)-OH 27 in 20 mL absolutem
Dichlormethan vorgelegt. Zu der auf 0 °C gekiihlten Suspension wurden anschlieBend in
Intervallen von 10 Minuten 24.0 mg (204 pmol, 3.00 eq) HOBt, 39.0 mg (204 umol, 3.00 eq)
EDC*HCI und 34.0 mg (67.8 umol, 1.80 eq) H,N-TEG-NTA-OMe 62 zugegeben und zwei
Tage lang bei Raumtemperatur geriihrt. Die organische Phase wurde mit jeweils 20 mL 1 M
Salzsdure, gesittigter Natriumhydrogencarbonatlosung und geséttigter Natriumchloridlosung
gewaschen und iiber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wurde im
Membranpumpenvakuum entfernt. Das gelbe Ol wurde sdulenchromatographisch an
Kieselgel mit Dichlormethan/Methanol 40:1 gereinigt um 39.0 mg (32.2 pmol, 48 %) eines
farblosen Feststoffes zu erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCl3): & [ppm] = 1.25-1.65 (m, 6H, H-(44-46)), 3.15-3.19 (m, 2H,
H-43), 3.34 (t, 2H, H-47, *J{H-47, H-46 = 7.60 Hz}), 3.57-3.68 (m, 25H, H-(34-39), H-50,
H-49, H-52), 3.74-3.76 (3s, 9H, H-9, H-20, H-31), 3.99 (s, 2H, H-40), 5.60-5.80 (3s, 6H, H-4,
H-15, H-26), 6.77-6.83 (m, 6H, CHaroma(), 6.88 (t, 1H, H-42, *J{H-42, H-43 = 6.10 Hz}), 7.07
(t, 1H, H-33, *J{H-33, H-34 = 5.63 Hz}), 7.14 (s, 1H, CHpyrazol), 7.20-7.27 (m, SH, CHpyrazol,
CHaromat), 7.37-7.39 (m, 3H, CHpyrazol, CHaromat), 8.66 (s, 1H, NHamia), 9.04 (s, 1H, NHamiq)-
BC-NMR (125.7 MHz, CDCls): & [ppm] = 23.4, 29.3, 30.2, 38.8, 39.6, 51.6, 51.8, 52.5, 53.9,
54.0,55.4, 56.1, 64.8, 69.7, 70.4, 70.5, 70.6, 70.7, 70.8, 98.3, 99.3, 103.9, 114.0, 114.1, 114.3,
127.3, 129.0, 129.4, 129.5, 129.6, 130.2, 134.9, 135.8, 136.4, 144.9, 154.2, 155.3, 156.5,
159.3, 159.5, 159.7, 159.9, 170.2, 172.1, 173.2. Schmp.:57 °C, Rg 0.16 in
Dichlormethan/Methanol (40:1). HRMS (ESI): [M + Na]" = m/z fiir Cs7H70N2NaO;s: ber.:
1233.4823; gef.: 1233.4838.
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Darstellung von 19-Carboxy-20-(carboxymethyl)-1-(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-
methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-
pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-yl)-1,13-dioxo-5,8,11-trioxa-2,14,20-

triazadocosan-22-carbonsaure 64
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39.0 mg (32.2 umol, 1.00 eq) Trimer(PMB)-TEG-NTA-OMe 63 wurden in 20 mL THF-
Methanol-Gemisch (1:1) geldst, mit 2 mL dest. Wasser und 15.0 mg (630 pmol, 20.0 eq)
Lithiumhydroxid versetzt. Das Reaktionsgemisch bis zur vollstindigen Umsetzung bei
Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel entfernt, der Riickstand in
10 mL Wasser aufgenommen und die Losung mit 1 M Salzséure angesduert. Der ausgefallene
Feststoff wurde abfiltriert, mit 1 M Salzsdure gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Es

konnten 20.0 mg (17.1 pmol, 53 %) eines farblosen Feststoffes erhalten werden.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 1.23-1.64 (m, 6H, H-(44-46)), 3.05-3.09 (m, 2H,
H-43), 3.32 (t, 2H, H-47, *J{H-47, H-46 = 7.23 Hz}), 3.37-3.56 (m, 16H, H-(34-39), H-50),
3.70-3.71 (2s, 9H, H-9, H-20, H-31), 3.84 (s, 2H, H-40), 5.61-5.81 (3s, 6H, H-4, H-15, H-26),
6.86-6.91 (m, 6H, CHaromat), 7.17-7.20 (m, 4H, CHaromat), 7.27-7.28 (m, 2H, CHaromat), 7.33
(s, 1H, CHpyrazol), 7.63 (bs, 1H, NHamia), 7.71 (s, 1H, CHpyrazo1), 7.98 (s, 1H, CHpyrazo1), 8.70-
8.72 (bs, 1H, NHamia), 11.34 (s, 1H, NHamia), 11.50 (s, 1H, NHamiq). *C-NMR (125.7 MHz,
DMSO-dg): 6 [ppm] = 23.0, 28.9, 29.3, 37.9, 38.7, 52.8, 53.2, 53.4, 54.9, 55.0, 55.1, 55.2,
64.4, 68.6, 69.6, 69.7, 69.9, 70.2, 99.6, 100.9, 105.1, 113.8, 113.9, 114.0, 127.9, 128.8, 129.0,
129.4, 129.6, 129.8, 134.4, 134.9, 136.8, 144.9, 145.2, 153.6, 155.5, 156.9, 158.6, 158.7,
159.1, 159.2, 169.0, 173.3, 174.0. Schmp.: 204 °C. HRMS (ESI): [M+H]" = m/z fiir
Cs4HesN1201s: ber.: 1169.4452; gef.: 1169.4534, [M JrNa]+ = m/z fiir Cs4HesN{2NaOis: ber.:
1191.4418; gef.: 1191.4354.
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Darstellung von Natrium-19-carboxylato-20-(carboxylatomethyl)-1-(3-(3-(3-nitro-1H-
pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-yl)-1,13-dioxo-
5,8,11-trioxa-2,14,20-triazadocosan-22-carboxylat 66
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23.4 mg (20.0 pmol, 1.00 eq) Verbindung 64 wurden in 2 ml Trifluoressigsdure gelost und fiir
5 h auf 70 °C erhitzt. Die lila gefarbte Losung wurde abgekiihlt und langsam mit eiskaltem
Diethylether versetzt. Der hierbei ausgefallene Niederschlag wurde abzentrifugiert, die
Mutterlauge entfernt und der farblose Feststoff dreimal mit kaltem Diethylether gewaschen
und im Hochvakuum getrocknet. Der braun gefiarbte Feststoff wurde mit 2.70 ml dest. Wasser
und 300 uL (60.0 pmol) 200 mM Natriumhydroxidlosung versetzt, 2 Minuten lang im
Ultraschallbad behandelt und gefriergetrocknet. Es konnten 17.0 mg (19.4 pmol, 97 %) eines

gelben Feststoffes isoliert werden.

'H-NMR (500 MHz, H,0/D,0 (90:10)): & [ppm] = 1.35-1.81 (m, 6H, H-(29-31)), 3.20 (bs,
2H, H-28), 3.60-3.72 (m, 17H, H-(19-24), H-32, H-33), 4.01 (s, 2H, H-25), 6.82 (s, 1H,
CHbpyrazol), 6.94 (s, 1H, CHpyrazo1), 7.44 (s, 1H, CHpyrazo1), 8.07 (bs, 1H, NHamia). BC-NMR
(125.7 MHz, H,O/D,0 (90:10)): 6 [ppm] =23.9, 27.4, 28.5, 38.8, 39.1, 55.9, 68.4, 68.9, 69.6,
69.7, 69.8, 70.4, 96.4, 96.6, 104.0, 141.9, 143.5, 144.3, 146.1, 157.8, 160.7, 162.3, 162.7,
172.3. Schmp.: 244 °C. HRMS (ESI): [M - 2H]* = m/z fiir C3H3sN,01s: ber.: 403.1284;
gef.: 403.1293; [M —3H +K]2' = m/z fir C30H37;KN;NaOys: ber.: 422.1064; gef.: 422.1028;
[M - H] = m/z fiir C30H39N1,05: ber.: 807.2652; gef.: 807.2624.
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6.6 Kovalente Verknipfung des Trimers 16 mit der Pinzette 89

Darstellung von Trimer(PMB)-TEG-Pinzette-OH 90
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Unter Argon wurden 196 mg (212 umol, 0.80 eq) Trimer-TEG-Sdure 40 in 90 mL absolutem
Dichlormethan vorgelegt. Die erhaltene Suspension wurde mit 84.0 uL. (80.4 mg, 795 umol,
3.00 eq) N-Methylmorpholin, 152 mg (291 umol, 1.10 eq) PyBOP und 150 mg (0.27 umol,
1.00 eq) Dihydroxypinzette 89 versetzt und fiir 48 Stunden unter Rithren auf 40 °C erhitzt.
Nach dem Entfernen des Dichlormethans konnte der zuriickbleibende Feststoff sédulen-
chromatographisch an Kieselgel mit Ethylacetat/Cyclohexan (1:2) gereinigt werden, um

140 mg (95.0 pmol, 45 %) der monosubstituierten Pinzette (farbloser Feststoff) zu erhalten.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 2.11 (bs, 4H, CHy.1x6), 2.35-2.48 (m, 8H, H-44, H-
47), 3.16 (bs, 2H, CHa.1G), 3.54-3.56 (m, 2H, CHz.trG), 3.66 (s, 3H, H-9/20/31), 3.78-3.80
(m, 8H, CHa-teg, H-9/20/31), 3.92-3.93 (m, 2H, CHa-1ec), 3.98 (bs, 2H, H-43/46), 4.04 (bs,
4H, H-43/46 ) 4.26 (bs, 2H, H-43/46), 4.45 (s, 2H, H-40), 5.35 (bs, 1H, H-42), 5.72-5.84 (2s,
6H, H-4, H-15, H-26), 6.80-7.10 (m, 18H, CHaromapms), CHaromat(Pinzette))s 7.19 (s, 1H,
CHbpyrazol), 7.25 (s, 1H, CHpyrazl), 7.29-7.45 (m, 8H, H-33, C-Hpyrazot, CHaromatpms),
CHromat(pinzete))> 8-32 (5, 1H, NHamia), 8.45 (s, 1H, NHamiq). °C-NMR (125.7 MHz, CDCl5):
o [ppm] =27.4,30.0,47.8, 49.1, 51.5, 51.6, 54.3, 54.6, 55.5, 55.6, 55.7, 56.6, 68.1, 69.0, 69.2,
69.9, 70.3, 70.7, 70.8, 72.2, 98.7, 99.1, 103.7, 116.7, 117.2, 121.7, 122.0, 125.1, 125.2, 127.5,
129.1, 19.8, 129.9, 130.6, 134.0, 135.1, 135.5, 136.1, 136.5, 137.9, 141.0, 143.0, 144.8, 145.1,
147.1, 147.4, 147.7, 147.9, 151.0, 151.1, 154.6, 155.3, 156.7, 159.2, 159.9, 160.3, 169.7.
Schmp.: 180.7 °C. HRMS (ESI): [M+H]+= m/z fiir CscH77N19O014: ber.: 1473.5615; gef.:
1473.5580; [M + Na]+= m/z fir CggH76N19NaO4: ber.: 1495.5435; gef.: 1495.5417.
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Phosphorylierung von Trimer(PMB)-TEG-Pinzette-OH 90 zu Trimer(PMB)-TEG-
Pinzette-OPO3H, 92

Unter Argon wurden 30.0 mg (20.4 umol, 1.00 eq) Trimer(PMB)-TEG-Pinzette-OH 90 in
absolutem Tetrahydrofuran gelost. Zu der auf 0 °C gekiihlten Lésung wurden 43.0 pL
(71.8 mg, 469 umol, 23.0 eq) Phosphoroxychlorid und 10 Minuten spiter 17.0 uL (12.4 mg,
122 umol, 6.00 eq) Triethylamin gegeben. Diese Reaktionsmischung wurde eine Stunde lang
bei 0 °C geriihrt und anschlieend {iber eine D4-Fritte filtriert. Das Filtrat wurde schnell im
Membranpumpenvakuum vom Ldsungsmittel befreit. Der klebrige Riickstand wurde mit
wenig dest. Wasser aufgenommen und im Ultraschallbad behandelt. Der farblose Feststoff
wurde {iiber eine D4-Fritte abfiltriert und mehrmals mit dest. Wasser gewaschen.
Anschlielend wurde der Feststoff mit einem THF/H,O-Gemisch in einen Rundkolben
tiberfiihrt und weitere 4 Tage bei Raumtemperatur geriihrt. Nach dem Entfernen von THF fiel
ein farbloser Niederschlag aus. Dieser wurde abzentrifugiert, mit dest. Wasser gewaschen und
im Hochvakuum getrocknet. Es konnten 32.0 mg (20.4 umol, quant.) an einem farblosen

Feststoff isoliert werden.

'H-NMR (500 MHz, CDCls): & [ppm] = 2.31-2.44 (m, 8H), 3.12 (bs, 2H), 3.51 (bs, 2H), 3.60
(s, 3H), 3.65-3.72 (m, 8H), 3.78-3.90 (m, 2H), 3.95 (s, 4H9, 4.01 (s, 2H), 4.23 (s, 2H), 4.41 (s,
2H), 4.45 (s, 2H), 5.59 (s, 1H), 5.70 (s, 4H), 5.77 (s, 2H), 6.77-6.91 (m, 10H), 7.01-7.07 (m,
8H), 7.18 (s, 1H), 7.31-7.39 (m, 10H), 8.64 (s, 1H), 8.74 (s, 1H). ®*P-NMR (500 MHz,
CDCl): 6 [ppm] = 2.00. HRMS (ESI): [M - H] = m/z fiir Cg¢H76N10O17P: ber.: 1552.5165;
gef.: 1552.5175.
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6.7 Weitere Modifizierungen des Trimers 16
Aktivierung von Trimer-TEG-OH 41 mit N-Hydroxysuccinimid

o

N/NH DMF, 18 h
41
O, N
0 o)
O
M {/\/ %o_Nij
—NH
N o

Unter Argon wurden 8.00 mg (14.0 umol, 1.00 eq) Trimer-TEG-OH 41 in 1.30 mL DMF
gelost. Nach der Zugabe von 10.7 mg (56.0 umol, 4.00 eq) EDC*HCI und 6.40 mg
(56.0 umol, 4.00 eq) N-Hydroxysuccinimid wurde die Reaktionsmischung 18 Stunden lang
bei Raumtemperatur gerithrt. DMF wurde anschlieBend in vacuo abkondensiert, der
Riickstand mit 3 mL dest. Wasser versetzt, zentrifugiert und erneut mit 3 mL dest. Wasser
gewaschen. Der beige Feststoff wurde im Hochvakuum getrocknet. Ausbeute wurde nicht

bestimmt. Beim erhaltenen Feststoff handelte es sich um ein Gemisch aus Edukt und Produkt.
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Aktivierung von Trimer-TEG-OH 41 mit N-Hydroxysulfosuccinimid

o (SIS

N’NH DMF, 24 h
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Unter Argon wurden 10.0 mg (17.7 umol, 1.00 eq) Trimer-TEG-OH 41 in 1.00 mL DMF
gelost. Nach Zugabe von 10.0 mg (5.31 pmol, 3.00 eq) EDC*HCI und 12.0 mg (5.31 umol,
3.00 eq) N-Hydroxysulfosuccinimid wurde das Reaktionsgemisch 24 Stunden lang bei
Raumtemperatur gerithrt. DMF wurde in vacuo abkondensiert. Der Riickstand wurde zwei
Mal mit jeweils 3 mL Dichlormethan gewaschen und im Hochvakuum getrocknet. Die
Analyse des Rohproduktes mittels Massenspektrometrie ergab, dass der gewiinschte
Aktivester 44 gebildet wurde. Um das Produkt zu isolieren wurde der Feststoff mit Wasser
gewaschen. Der Aktivester 44 konnte dann weder im Riickstand noch in der wéssrigen Phase

mittels Massenspektrometrie detektiert werden.

HRMS (ESI): [M+H] =m/z fiir CyHyN;1NaO;sS: ber.: 764.1301; gef.: 764.2832;
[M - Na+ 2H]+= m/z fiir Co4HogN11045S: ber.: 742.1482; gef.: 742.3016.
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Darstellung von 1-(4-Methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-(1-(4-methoxybenzyl)-3-
nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-N-(11-ox0-3,6,9-trioxa-

12-azatetracosyl)-1H-pyrazol-5-carboxamid 45
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5.00 mg (8.86 umol, 1.00 eq) Trimer-TEG-OH 41 wurden in 5 mL DMF gelost und mit
1.20 mg (10.6 umol, 1.20 eq) N-Hydroxysuccinimid und 2.03 mg (10.6 pmol, 1.20 eq)
4 Stunden lang unter Riihren bei Raumtemperatur voraktiviert. Danach wurden 2.00 mg
(10.6 pmol, 1.20eq) Dodecylamin zugegeben und die gesamte Reaktionsmischung
18 Stunden lang bei Raumtemperatur geriihrt. Nach dem Abkondensieren von DMF in vacuo
wurde der Riickstand mit 2 mL dest. Wasser versetzt, im Ultraschallbad behandelt und
abzentrifugiert. AnschlieBend erfolgte eine Trocknung des erhaltenen Feststoffes im

Hochvakuum. Ausbeute wurde nicht bestimmt.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 0.82-0.87 (m, 3H), 1.21-1.23 (m, 18H), 1.40 (bs,
2H), 3.05-3.09 (m, 2H), 3.54-3.56 (m, 10H), 3.85 (s, 2H), 7.27 (s, 1H), 7.59-7.63 (m, 2H);
7.91 (bs, 1H), 8.64 (s, 1H), 11.10 (s, 1H), 11.34 (s, 1H), 13.21 (s, 1H), 13.44 (s, 1H), 14.98
(bs, 1H). HRMS (ESI): [M + Na]+= m/z fiir C3,H49N11NaOo: ber.: 754.3607; gef.: 754.3639.



186 Experimenteller Teil

Einfihrung der Fluoreszenzsonde Fluoresceinisothiocyanat unter Bildung von 96
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Zunichst wurde eine Losung aus 1.22 mg FITC in 200 uL DMSO hergestellt. 77.0 uL
(1.22 umol, 1.00 eq) dieser FITC-L6sung wurden einem Gemisch aus 1.00 mg (1.22 pmol,
1.00 eq) Trimer-TEG-Lys-OMe 70 in 200 pl DMSO zugesetzt. AnschlieBend wurde das
Reaktionsgemisch mit 200 uL Carbonat-Puffer (pH 9.8) versetzt und {iber Nacht bei
Raumtemperatur geriihrt. Die Untersuchung des gefriergetrockneten roten Feststoffes

erfollgte mittels ESI-TOF-Massenspektrometrie und NMR-Spektroskopie.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg, pH = 9.8): & [ppm] = 1.30-1.39 (m, 2H, CHyy ), 1.54-1.58
(m, 2H, CHapys), 1.71-1.78 (m, 2H, CHaiys), 2.99 (s, 2H, CHaiys), 3.50-3.63 (m, 12H,
CHarea), 3.94 (s, 2H, CHareg), 4.32 (bs, 1H), 5.93 (s, 2H), 6.03 (d, 2H), 6.65 (d, 2H), 6.81
(bs, 1H), 6.96 (d, 2H), 7.16 (bs, 1H), 7.70 (bs, 1H), 8.03-8.31 (m, 3H), 10.13 (bs, 1H). HRMS
(ESD): M +Na]+= m/z  fiir CagHgoN13NaO6S: ber.: 1118.3033; gef.: 118.3123;
[M + 2Na - H]+= m/z  fir CsgHssNi3sNayO6S:  ber.:  1140.2853; gef.:  1140.2946;
[M + 3Na - 2H] = m/z fiir C4sH47N13Na30;6S: ber.: 1162.2672; gef.: 1162.2721; [M - H] =
m/z  fiir CagHagN;3016S:  ber.: 1094.3068; gef.: 1094.3094; [M - 2H]2'= m/z fur
C4sHa7N13016S: ber.: 546.6498; gef.: 546.6495.
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Darstellung des [(W226-scFv);(Trim-TEG-NTA)Ni] -Komplexes

Zur Herstellung eines 1:3-Komplexes wurde die 10 uM W226-scFv-Losung im fliichtigen
0.5 mM Ammoniumacetat-Puffer (pH 8.0) mit 4quimolaren Mengen an Nickel(II)-Sulfat und
dreifachem Uberschuss an Trimer-TEG-NTA 66 versetzt. Um den Komplex nachzuweisen,
wurden die Proben durch Uwe Linne (Philipps-Universitit Marburg) mit Hilfe der Fourier-
Transform-lonencyclotronresonanz-Massenspektrometrie (FT-ICR-MS) im positiven ESI-
TOF-Modus untersucht. Wéhrend das reine Antikorperfragment mit einer Masse von 31.2

kDa nachweisbar war, konnte der Komplex nicht nachgewiesen werden.
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6.8 Manuelle Festphasensynthese von Peptiden

Allgemeine Vorschrift |

Zur Darstellung der Peptide mittels manueller Fmoc-Festphasenpeptidsynthese wurden Wang-
Harze mit jeweils einer vorinstallierten Fmoc-geschiitzten Aminosdure mit ggf. geschiitzter
Seitenkette verwendet. Die Kupplung der kommerziell erhéltlichen Fmoc-Aminosduren
erfolgte mit dem Kupplungsreagenz HBTU bzw. HCTU in Gegenwart von DIEA. Dabei
wurden 8.00 eq Fmoc-Aminosdure mit ggf. geschiitzter Seitenkette, 7.62 eq HBTU bzw.
HCTU und 16.0 eq DIEA pro Kupplungsschritt verwendet. Zur Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe wurde eine 20%ige Piperidinlosung in DMF eingesetzt. Die Vollstdndigkeit der
einzelnen Kupplungsschritte wurde mit Kaiser-, NF31-Test und teilweise mit
Bromphenolblau-Test kontrolliert. Dazu wurden einige Polymerkugeln entnommen, griindlich
mit DMF und DCM gewaschen und mit der jeweiligen Test-Losung versetzt. Die
Durchfiihrung der Kaiser- und NF31-Tests erfolge 10 Minuten lang bei 80 °C im
Thermomixer. Die Kontrolle mittels Bromphenolblau-Test verlief dagegen bei
Raumtemperatur. Bei unvollstindiger Umsetzung wurde der jeweilige Arbeitsschritt
wiederholt und erneut kontrolliert. In der nachfolgenden Tabelle 6.1 sind die einzelnen
Arbeitsschritte eines Entschiitzung-Kupplungszyklus aufgelistet. Damit eine vollstindige
Umsetzung bzw. Entschiitzung gewihrleistet ist, musste vor Beginn der eigentlichen

Festphasensynthese das Harz 80 Minuten lang in DMF gequollen werden.

Tabelle 6.1: Arbeitsschritte eines Entschiitzung-Kupplungszyklus

Operation Reagenzien Zeit [min]
1. Entschiitzung Piperidin in DMF (20%) 3

2. Entschiitzung Piperidin in DMF (20%) 7

3. Kaiser-, NF31-, Bromphenolblautest Test-Losung 10

4. Kupplung Fmoc-Aminosdure-OH 30

5. Kaiser-, NF31-, Bromphenolblautest Test-Losung 10

Nach jedem Operationsschritt wurde die Losung vom Harz entfernt und das Harz griindlich
mit DMF gewaschen. Insbesondere nach der Entschiitzung musste darauf geachtet werden,
dass keine Spuren von Piperidin mehr vorhanden sind. Je nach Peptidlinge musste der

gesamte Zyklus (Operation 1-5) fiir jede anzubringende Aminosdure unterschiedlich oft
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durchgefiihrt werden. Um eine freie Aminogruppe am N-Terminus des Peptids zu erhalten,
wurde die manuelle Festphasensynthese des Peptids mit einem Deblockierungsschritt
(Operation 1-3) abgeschlossen. Zur Uberpriifung, ob das gewiinschte Peptid auf dem
polymeren Triger immobilisiert vorlag, wurden 10.0 mg getrockneter Polymerkugeln fiir vier
Stunden mit 4.30 mL Cleavage-Cocktail, bestehend aus Trifluoressigsdure (93 %),
Triisopropylsilan (5 %) und dest. Wasser (2 %) behandelt. Im Anschluss wurde die Losung
mit freiem und entschiitztem Peptid durch Filtration mittels einer D3-Fritte vom Harz
abgetrennt, das Produkt aus kaltem Diethylether ausgefdllt und dreimal mit kaltem
Diethylether gewaschen. Nach der Trocknung im Hochvakuum wurde das Peptid in 1-1.5 mL
dest. Wasser aufgenommen, gefriergetrocknet und mittels Massenspektrometrie, HPLC und

teilweise mittels NMR-Spektroskopie untersucht.

Darstellung von festphasengebundenem Amino-N°®-tert.-butyloxycarbonyl-(S)-lysinyl-
(S)-leucinyl-(S)-valynyl-(S)-phenylalaninyl-(S)-phenylalanin (H,N-KLVFF-OH)

O

""%

T

Die Darstellung des Pentapeptidyl-Harzes erfolgte mittels manueller Fmoc-
Festphasensynthese. Als polymerer Triager kam ein mit Fmoc-Phenylalanin vorbeladenes
Wang-Harz mit einer mittleren Beladung von 0.65 mmol/g zum Einsatz. Die Kupplung der
Fmoc-Aminosduren wurde mit HBTU und DIEA durchgefiihrt. Um die Kupplungsreagenz-
Zugabe bei jedem Kupplungsschritt zu vereinfachen wurde eine 0.5 M HBTU-Stammldsung
angesetzt. Pro Kupplungs- bzw. Deblockierungsschritt wurden 2.48 mL (1.24 mmol, 7.62 eq)
HBTU-Lo6sung (0.5 M in DMF), 0.45 mL, 2.61 mmol (16.0 eq) DIEA oder 2.50 mL Piperidin
in DMF (20 %) eingesetzt.
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Kupplungseinwaagen:

Fmoc-(S)-Phe-Wang-Harz: 250 mg (163 umol, 1.00 eq)
Fmoc-(S)-Phe-OH: 504 mg (1.30 mmol, 8.00 eq)
Fmoc-(S)-Val-OH: 441 mg (1.30 mmol, 8.00 eq)
Fmoc-(S)-Leu-OH: 459 mg (1.30 mmol, 8.00 eq)
Fmoc-(S)-Lys(Boc)-OH: 609 mg (1.30 mmol, 8.00 eq)

Die eingewogenen Fmoc-Aminosduren wurden vor dem Kupplungsschritt mit HBTU-L&sung
(0.5 M in DMF) versetzt. Zum Auflésen mussten schlecht 16sliche Aminosidure-Gemische im
Ultraschallbad behandelt werden. Die Base wurde erst unmittelbar vor der Zugabe zum Harz
der HBTU-Aminosdure-Losung in DMF zugesetzt. Jeder Deblokierungs-Kupplungszyklus
wurde, wie in der allgemeinen Vorschrift I (Tabelle 6.1) beschrieben, durchgefiihrt. Die
Vollstindigkeit des jeweiligen Kupplungs- und Entschiitzungsschritts wurde mit dem Kaiser-
und NF31-Test verifiziert. Die Kupplung des Fmoc-Val-OH wurde zweimal wiederholt. Nach
der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe vom N-Terminus wurde die Festphasensynthese
beendet. Das Peptidyl-Harz wurde zunichst mit DMF und anschlieend mit Dichlormethan
gewaschen. Es war nach dem Trocknen im Hochvakuum mehrere Monate bei -18 °C lagerbar.
Fiir analytische Zwecke wurden 50.0 mg dieses beladenen Harzes eingewogen und 3.5
Stunden lang bei Raumtemperatur mit dem Cleavage-Cocktail behandelt. Im Anschluss
wurde die Losung filtriert und das Produkt durch Zugabe des kalten Diethylethers ausgefillt.
Der farblose Feststoff wurde mit kaltem Diethylether gewaschen und im Hochvakuum

getrocknet.
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21 NH3 2 F3CCOO

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 0.72-0.74 (m, 6H, H-26), 0.84-0.90 (m, 6H,
H-24), 1.27-1.70 (m, 9H, H-17, H-18, H-19, H-22, H-23), 1.84-1.91 (m, 1H, H-25), 2.68-3.09
(m, 6H, H-20, H-27, H-32), 3.76-3.80 (m, 1H, H-2), 4.10-4.13 (m, 1H, H-8), 4.39-4.49 (m,
2H, H-5, H-14), 4.57-4.62 (m, 1H, H-11), 7.15-7.29 (m, 10H, H-(29-31), H-(34-36)), 7.77
(bs, 3H, H-21), 7.93-7.99 (m, 2H, H-10, H-7), 8.12-8.13 (bs, 3H, H-1), 8.28-8.30 (d, 1H, H-
13), 8.48-8.49 (d, 1H, H-4), 12.80 (bs, 1H, H-16). *C-NMR (125.7 MHz, CDCls): & [ppm] =
18.0 (C-26), 19.1 (C-26), 20.8 (C-18), 21.6 (C-24), 23.1 (C-24), 24.0 (C-23), 26.4 (C-19),
30.5 (C-17), 30.7 (C-25), 36.7 (C-32), 37.6 (C-27), 38.4 (C-20), 40.5 (C-22), 51.2 (C-5), 51.7
(C-2), 532 (C-11), 53.4 (C-14), 57.6 (C-8), 126.1 (CHaroma), 1264 (CHaroma), 127.9
(CHaromat), 128.2 (CHaromat), 129.0 (CHaromat)s 129.1 (CHaroma), 137.3 (C-33), 137.6 (C-28),
157.9 (Ccaponyi-tra)s 158.2 (Ceaonyttra), 168.2 (C-3), 170.3 (C-9), 170.9 (C-12), 171.3 (C-6),
172.6 (C-15). HRMS (ESI): [M + H]" = m/z fiir CssHssNeOe: ber.: 653.4021; gef.: 653.4092;
[M + Na]" = m/z fiir C3sHs;NgNaOg: ber.: 675.3841; gef.: 675.3905.
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Darstellung von festphasengebundenem Amino-N®-tert.-butyloxycarbonyl-(S)-lysinyl-N°®-
tert.-butyloxycarbonyl-(S)-lysinyl-N®-tert.-butyloxycarbonyl-(S)-lysinyl-N*-tert.-butyl-
oxycarbonyl-(S)-lysinyl-N®-tert.-butyloxycarbonyl-(S)-lysinyl-N*-tert.-butyloxycarbonyl-
(S)-lysinyl-(S)-glycin (H;N-KKKKKG-OH)
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Die Synthese des Hexapeptidyl-Harzes wurde geméf der allgemeinen Vorschrift I und analog
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zur Herstellung von H,N-KLVFF-OH (siehe oben) durchgefiihrt. Als polymerer Trager kam
ein mit Fmoc-Glycin vorbeladenes Wang-Harz mit einer mittleren Beladung von 0.78 mmol/g
zum Einsatz. Die Kupplungszeiten fiir jeden Synthesezyklus betrugen 60 Minuten. Pro
Kupplungs- bzw. Deblockierungsschritt wurden 2.38 mL (1.19 mmol, 7.62 eq) HBTU (0.5 M
in DMF), 0.43 mL (2.50 mmol, 16.0 eq) DIEA und 2.50 mL Piperidin in DMF (20 %)

eingesetzt.

Kupplungseinwaagen:

Fmoc-(S)Lys(Boc)-Wang-Harz: 200 mg (156 umol, 1.00 eq)
Fmoc-(S)-Lys(Boc)-OH: 587 mg (1.25 mmol, 8.00 eq)

Nach fiinf Synthesezyklen wurde, wie oben beschrieben, eine Testabspaltung vom Harz
vorgenommen, um zu iberpriifen, ob das gewiinschte Peptid immobilisiert auf dem
polymeren Triager vorlag. Das farblose Hexapeptid wurde mittels Massenspektrometrie
untersucht.

HRMS (ESI): [M + H]" = m/z fiir C3;Hg7N,,07: ber.: 716.5141; gef.: 716.5171; [M + 2H]* =
m/z fiir C3,HggN1107: ber.: 358.7607; gef.: 358.7627.
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Darstellung von festgebundenem Amino-(S)-(2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-
5-sulfonyl)-argininyl-(S)-prolinyl-(S)-(2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-
sulfonyl)-argininyl-(S)-tert.-butyl-threoninyl-(S)-(2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzo-
furan-5-sulfonyl)-argininyl-(S)-leucinyl-(S)-trityl-histidinyl-(S)-tert.-butyl-threoninyl-
(S)-trityl-histidinyl-(S)-(2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl)-argininyl-

(S)-trityl-asparaginyl-(S)-(2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl)-arginin
(H2N-RPR TRL HTH RNR-OH)

Die Synthese des Dodecapeptidyl-Harzes erfolgte gemi3 der allgemeinen Vorschrift I und
analog zur Herstellung von H,N-KLVFF-OH (siehe oben). Die Kupplungszeiten betrugen 60
Minuten, nur bei der Aminosdure 8 und 9 wurde die Reaktionszeit auf 24 Stunden
ausgedehnt. Pro Kupplungs- bzw. Deblockierungsschritt wurden 1.09 mL (543 umol, 7.62 eq)
HBTU (0.5 M in DMF), 195 pL, (1.14 mmol, 16.0 eq) DIEA und 2.50 mL Piperidin in DMF
(20 %) eingesetzt.

Kupplungseinwaagen:

Fmoc-(S)-Arg(Pbf)-Wang-Harz: 125 mg (71.3 umol); Beladung: 0.57 mmol/g
Fmoc-(S)-Arg(Pbf)-OH: 648 mg (570 umol, 8.00 eq)
Fmoc-(S)-Asn(Trt)-OH: 597 mg (570 umol, 8.00 eq)
Fmoc-(S)-His(Trt)-OH: 620 mg (570 pmol, 8.00 eq)
Fmoc-(S)-Leu-OH: 353 mg (570 pmol, 8.00 eq)
Fmoc-(S)-Pro-OH: 337 mg (570 umol, 8.00 eq)

Fmoc-(S)-Thr(tBu)-OH: 398 mg (570 umol, 8.00 eq)
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Das abgespaltene farblose Dodecapeptid wurde mittels Massenspektrometrie untersucht.
HRMS (ESI): [M+ 3H]3+= m/z fiir CesHi17N32016: ber.: 533.9770; gef.: 533.9792;
[M + 4H]4+= m/z fur CesH118N32016: ber.: 400.7345 gef.: 400.7363.

6.9 Automatisierte Festphasensynthese von Peptiden

Allgemeine Vorschrift 11

Die automatisierte Fmoc-Festphasenpeptidsynthese erfolgte am kommerziellen Microwellen-
Peptidsynthesizer (Liberty, CEM GmbH, Kamp-Lintfort). Die AnsatzgroBe betrug 0.10
mmol. Fiir die Herstellung wurden Fmoc-Aminosduren (0.20 M in DMF), Aktivator (0.50 M
in DMF), N,N-Diisopropylethylamin (2.00 M in NMP) und Piperidin (20 % in DMF) als
Ldsungen eingesetzt.

Nach abgeschlossener Synthese wurde das beladene Harz mit Dichlormethan gewaschen und
im Hochvakuum getrocknet. Danach wurde wie bereits oben beschrieben eine Testabspaltung
vom Harz vorgenommen, um zu iiberpriifen, ob das gewliinschte Peptid immobilisiert auf dem

polymeren Trager vorlag.

Darstellung von festgebundenem Amino-(S)-leucinyl-(S)-prolinyl-(S)-phenylalaninyl-(S)-
phenylalaninyl-(S)-tert.-butyl-asparaginsaure (H,N-LPFFD-OH)

Die Synthese des Pentapeptidyl-Harzes erfolgte mittels automatisierter Fmoc-
Festphasensynthese. Hierbei kam ein mit Fmoc-(S)-Asp(OtBu) vorbeladenes Wang-Harz mit

einer mittleren Beladung von 0.58 mmol/g zum Einsatz.
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Kupplungseinwaagen:

Fmoc-(S)-Asp(OtBu)-Wang-Harz: 172 mg (0.10 mmol); Beladung: 0.58 mmol/g
Fmoc-(S)-Leu-OH: 565 mg in 8.00 mL DMF

Fmoc-(S)-Phe-OH: 775 mg in 10.0 mL DMF

Fmoc-(S)-Pro-OH: 540 mg in 8.00 mL DMF

HBTU: 1.90 g in 10.0 mL DMF

DIEA: 3.50 mL in 6.50 mL NMP

Das durch eine Testabspaltung gewonnene farblose Pentapeptid wurde mittels HPLC und

Massenspektrometrie untersucht.

HRMS (ESI): [M - H] = m/z fiir C33H4,NsOg: ber.: 636.3039; gef.: 636.3068; [M + H] = m/z
fiir C33H44N5Os: ber.: 638.3184; gef.: 638.3222; [M +Na]+ = m/z fir C;3H4Ns5NaOg: ber.:
660.3004; gef.: 660.3041; [M + K]" = m/z fiir C33H43KN;5Oq: ber.: 676.2743; gef.: 676.2733.
HPLC-Reinheit: 100 %; (RP 18 Saule, linearer Gradient 95-40 % Eluent A in 30 min; Eluent
A: 0.1 % (v/v) TFA in Wasser, Eluent B: Acetonitril).
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Darstellung von festgebundenem Amino-(S)-(2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-
5-sulfonyl)-argininyl-(S)-(2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl)-arginin-
yl-(S)-(2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl)-argininyl-(S)-(2,2,4,6,7-
pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl)-argininyl-(S)-(2,2,4,6,7-pentamethyldihydro-
benzofuran-5-sulfonyl)-arginin (H,N-RRRRR-OH)

Die Synthese des Pentapeptidyl-Harzes erfolgte analog der Herstellung von H,N-LPFFD-OH
mittels automatisierter Fmoc-Festphasensynthese, unter Verwendung von Wang-Harz mit

vorinstalliertem Fmoc-Arginin(Pbf) und einer mittleren Beladung von 0.57 mmol/g.

Kupplungseinwaagen:

Fmoc-Arg(Pbf)-Wang-Harz: 175 mg (0.10 mmol)
Fmoc-Arg(Pbf)-OH: 3.24 g in 25.0 mL DMF
HBTU: 3.79 g in 20.0 mL DMF
DIEA: 3.50 mL in 6.50 mL NMP

Das abgespaltene farblose Pentapeptid wurde mittels HPLC und Massenspektrometrie

untersucht.

HRMS (ESI): [M +2H]" = m/z fiir C30Hg3N,0Os: ber.: 400.2653; gef.: 400.2673. HPLC-
Reinheit: 81.8 %; (RP 18 Siule, linearer Gradient 95-40 % Eluent A in 30 min; Eluent A:
0.1 % (v/v) TFA in Wasser, Eluent B: Acetonitril).
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Darstellung von festgebundenem Amino-(R)-trityl-glutaminyl-(R)-tert.-butyl-serinyl-(R)-
trityl-histidinyl-(R)-tert.-butyl-tyrosinyl-(R)-(2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-
sulfonyl)-argininyl-(R)-trityl-histidinyl-(R)-isoleucinyl-(R)-tert.-butyl-serinyl-(R)-
prolinyl-(R)-alaninyl-(R)-trityl-glutaminyl-(R)-valin (H,N-gsh yrh isp agv-OH)

Die Darstellung von dem Dodecapeptidyl-Harz erfolgte mittels automatisierter Fmoc-
Festphasensynthese gemiR der allgemeinen Vorschrift II unter Verwendung von Wang-Harz

mit vorinstalliertem Fmoc-(R)-Val und einer mittleren Beladung von 0.70 mmol/g.

Kupplungseinwaagen:

Fmoc-(R)-Val-Wang-Harz: 143 mg (0.10 mmol); Beladung: 0.70 mmol/g
Fmoc-(R)-Ala-OH: 498 mg in 8.00 mL DMF
Fmoc-(R)-Arg-OH: 1.17 g in 9.0 mL DMF
Fmoc-(R)-GIn(Trt)-OH: 1.10 g in 9.00 mL DMF
Fmoc-(R)-His(Trt)-OH: 1.12 g in 9.00 mL DMF
Fmoc-(R)-Ile-OH: 570 mg in 8.00 mL DMF
Fmoc-(R)-Pro-OH: 540 mg in 8.00 mL DMF
Fmoc-(R)-Ser(tBu)-OH: 690 mg in 9.00 mL DMF
Fmoc-(R)-Tyr(tBu)-OH: 740 mg in 8.00 mL DMF
HCTU: 6.21 g in 30.0 mL DMF
DIEA: 9.00 mL in 16.0 mL NMP

Das abgespaltene Dodecapeptid wurde mittels HPLC und Massenspektrometrie untersucht.

HRMS (ESI): [M+ H]+= m/z fir CgHosN2Oys: ber.: 1422.7237; gef.: 1422.7305;
[M + Na] = m/z fiir Cs;HosN»NaOs: ber.: 1444.7056; gef.: 1444.7087; [M + 2H]2+= m/z fur
Ce2Ho97N71O15: ber.: 711.8655 gef.: 711.8699; [M + H, Na]2+= m/z fur CeyHogsN,NaOyg: ber.:
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722.8564; gef.: 722.8597; [M + 3H]3+= m/z fiir C¢pHogN,1O15: ber.: 474.9127; gef.: 474.9139;
[M + 2H, Na] = m/z fiir Cs;Ho7N,NaOs: ber.: 482.2401; gef.: 482.2379. HPLC-Reinheit:
95.3 %; (RP 18 Séaule, linearer Gradient 95-40 % Eluent A in 30 min; Eluent A: 0.1 % (v/v)
TFA in Wasser, Eluent B: Acetonitril).

Darstellung von festgebundenem Amino-(R)-(2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-
5-sulfonyl)-argininyl-(R)-prolinyl-(R)-(2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-
sulfonyl)-argininyl-(R)-tert.-butyl-threoninyl-(R)-(2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzo-
furan-5-sulfonyl)-argininyl-(R)-leucinyl-(R)-trityl-histidinyl-(R)-tert.-butyl-threoninyl-
(R)-trityl-histidinyl-(R)-(2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl)-argininyl-
(R)-trityl-asparaginyl-(R)-(2,2,4,6,7-pentamethyldihydrobenzofuran-5-sulfonyl)-arginin
(H2N-rpr trl hth rnr-OH)

Die Herstellung des Dodecapeptidyl-Harzes erfolgte mittels automatisierter Fmoc-
Festphasensynthese gemil der allgemeinen Vorschrift II unter Verwendung von Wang-Harz

mit vorinstalliertem Fmoc-(R)-Arg(Pbf) und einer mittleren Beladung von 0.51 mmol/g.

Kupplungseinwaagen:
Fmoc-(R)-Arg(Pbf)-Wang-Harz: 196 mg (0.10 mmol); Beladung: 0.51 mmol/g
Fmoc-(R)-Arg(Pbf)-OH: 2.08 g in 25.0 mL DMF

Fmoc-(R)-Asn(Trt)-OH: 1.19 gin 10.0 mL DMF
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Fmoc-(R)-His(Trt)-OH: 1.24 g in 10.0 mL DMF
Fmoc-(R)-Leu-OH: 710 mg in 10.0 mL DMF
Fmoc-(R)-Pro-OH: 680 mg in 10.0 mL DMF
Fmoc-(R)-Thr(tBu)-OH: 800 mg in 10.0 mL DMF
HCTU: 6.20 g in 30.0 mL DMF
DIEA: 7.00 mL in 13.0 mL NMP

Das abgespaltene farblose Dodecapeptid wurde mittels HPLC und Massenspektrometrie
untersucht.

HRMS (ESI): [M+2H]2+=m/z fiir Cg¢sH;16N32016: ber.: 800.4618; gef.: 800.4663;
[M + 3H]* =m/z fiir C¢sH117N32016: ber.: 533.9770; gef.: 533.9796; [M +4H]" =m/z fiir
CesHi18N32016: ber.: 400.7345 gef.: 400.7371. HPLC-Reinheit: 80.6 %; (RP 18 Séule,
linearer Gradient 95-40 % Eluent A in 30 min; Eluent A: 0.1 % (v/v) TFA in Wasser, Eluent
B: Acetonitril).

6.10 Manuelle Festphasensynthese von Pyrazol-Peptid-Liganden

Allgemeine Vorschrift 111

Die hergestellten immobilisierten Peptide mit freier Aminogruppe wurden mittels manueller
Festphasen-Methode mit PMB-geschiitzten Trimer-Derivaten, die ein freies Carbonsdureende
enthalten, weiterumgesetzt. Dieser Kupplungsschritt erfolgte nach folgender Arbeitsweise:
1.50 eq PMB-geschiitzte Trimer-Spacer-Séure, 2.00 eq HCTU und 2.00 eq DIEA wurden in
absolutem DMF geldst und zum immobilisierten Peptid, das vorher ca. zwei Stunden lang in
DMF gequollen wurde, gegeben. Die Kupplungsreaktion wurde zundchst 24 Stunden lang
unter Schiitteln bei Raumtemperatur und anschliefend 10 Minuten lang bei 65 °C, 8§ Watt in
der Mikrowelle (CEM, Discover) durchgefiihrt. Eine Kontrolle mit Kaiser-, NF31-,
Bromphenolblautest erfolgte sowohl unmittelbar vor dem Kupplungsschritt als auch danach.
So konnte die Vollstandigkeit der Kupplung durch den direkten Vergleich effektiv tiberpriift
werden. Die Abspaltung des PMB-geschiitzten Trimer-Spacer-Peptids vom Harz und eine
gleichzeitige Entschiitzung der Aminosdure-Seitenketten erfolgte unter Schiitteln mit einem
Cleavage-Cocktail (93 % Trifluoressigsdure, 5 % Triisopropylsilan und 2 % bidest. Wasser)
fiir vier Stunden bei Raumtemperatur. Die Losung wurde filtriert, das PMB-geschiitzte
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Produkt aus kaltem Diethylether ausgefallt, dreimal mit kaltem Diethylether gewaschen und
im Hochvakuum getrocknet. Wéhrend der Behandlung mit dem Cleavage-Cocktail wurden
zum Teil die PMB-Schutzgruppen abgespalten, deswegen konnten keine Ausbeuten von
diesen Zwischenprodukten bestimmt werden. Zur vollstindigen PMB-Entschiitzung wurde
der farblose Feststoff unter Argon in Trifluoressigsdure gelost und fiir 5 Stunden unter Riihren
auf 70 °C erhitzt. Nach Beendigung der Reaktion wurde die Losung auf 0 °C abgekiihlt und
das Produkt (Trimer-Spacer-Peptid) langsam aus Diethylether gefdllt. Nach dem
fraktionierenden Ausfillen wurden mehrere Feststoff-Fraktionen erhalten. Wie sich
herausstellte, fiel das Trimer-Peptid-Kupplungsprodukt immer zuerst aus. So enthielten die
ersten Fraktionen nur das gewiinschte Produkt, in den nidchsten Fraktionen erhdhte sich der
Anteil des nicht umgesetzten Peptids, bis schlieBlich die letzte Fraktion groBtenteils nur aus
dem Peptid bestand. Dieses fraktionierende Féllen des Produkts ermdglichte das Gewinnen
des reinen Hybrid-Liganden, so dass auf eine praparative HPLC-Reinigung verzichtet werden
konnte. Der Feststoff wurde dreimal mit Diethylether gewaschen und im
Hochpumpenvakuum getrocknet. Die wasserloslichen Liganden wurden zusétzlich in 1-1.5

mL dest. Wasser aufgenommen und gefriergetrocknet.
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Darstellung von 1-(3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carbox-
amido)-1H-pyrazol-5-yl)-1,13-dioxo-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-(S)-lysinyl-(S)-leucinyl-
(S)-valinyl-(S)-phenylalaninyl-(S)-phenylalanin (Trim-TEG-KLVFF-OH) 77
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88.0 mg (41.0 umol, 1.00 eq) der mit KLVFF-Peptid beladenen Polymerkugeln wurden in

DMF vorgelegt und 80 Minuten lang gequollen. AnschlieBend wurde das Harz durch eine
Filtration vom Losungsmittel befreit, worauf eine Zugabe von 76.0 mg (82.0 umol, 2.00 eq)
Trimer(PMB)-TEG-OH 40, 31.0 mg (82.0 pmol, 2.00 eq) HBTU und 14.0 uL (82.0 umol,
2.00 eq) DIEA gelost in 2 mL DMF folgte. Das Kupplungsgemisch wurde danach fiir 24
Stunden auf den Schiittler gestellt. Die Vollstindigkeit der Reaktion wurde durch NF31- und
Kaisertest iiberpriift. Die Abspaltung des Pyrazol-Peptid-Liganden vom Harz und
anschlieBende Befreiung von PMB-Schutzgruppen erfolgten gemiB3 der allgemeinen
Vorschrift III, wonach ein farbloser Feststoff isoliert wurde. Eine Ausbeute wurde nicht
bestimmt.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢): & [ppm] = 0.69-0.70 (m, 6H, H-52), 0.79-0.85 (m, 6H, H-
50), 1.23-1.68 (m, 9H, H-43, H-44, H-45, H-48, H-49), 1.82-1.89 (m, 1H, H-51), 2.68-3.09
(m, 6H, H-46, H-53, H-58), 3.51-3.59 (m, 12H, H-(19-24)), 3.91 (s, 2H, H-25), 4.07-4.10 (m,
1H, H-34), 4.29-4.38 (m, 2H, H-28, H-31), 4.42-4.47 (m, 1H, H-40), 4.54-4.58 (m, 1H, H-
37), 7.14-7.27 (m, 10H, H-(55-57), H-(60-62)), 7.62-7.63 (m, 3H, H-47), 7.69-7.70 (d, 1H, H-
33), 7.92-7.93 (bs, 2H, H-36), 8.11-8.12 (d, 1H), 8.23-8.24 (d, 1H, H-39), 8.55 (bs, 1H), 11.10
(bs, 1H), 11.34 (s, 1H), 13.21 (bs, 1H), 13.49 (bs, 1H), 14.98 (bs, 1H). ®*C-NMR (125.7
MHz, DMSO-d¢): ¢ [ppm] = 18.0, 19.2, 21.6, 22.0, 23.1, 24.2, 26.7, 30.8, 31.9, 36.7, 37.6,
38.6, 38.8, 51.0, 51.4, 53.3, 53.4, 57.5, 68.8, 69.6, 69.8, 70.3, 102.3, 126.2, 126.5, 128.0,
128.2, 129.1, 137.3, 137.5, 155.1, 155.9, 169.0, 170.4, 170.9, 171.0, 171.6, 172.6. HRMS
(ESI): [M +H]" = m/z fiir CssH7sN40;5: ber.: 11999.5592; gef.: 1199.5623; [M + Na] = m/z
fiir CssH74N¢NaOs: ber.: 1221.5412; gef.: 1221.5464.
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Darstellung von 1-(3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carbox-
amido)-1H-pyrazol-5-yl)-1,13-dioxo-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-(S)-lysinyl-(S)-lysinyl-
(S)-lysinyl-(S)-lysinyl-(S)-glycin (Trim-TEG-KKKKKG-OH) 72
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Die Synthese erfolgte geméll der allgemeinen Vorschrift III und analog zu Trimer-TEG-
KLVFF-OH 77, wobei das mit KKKKKG beladene Harz eingesetzt wurde.

Kupplungseinwaagen:

H,oN-KKKKKG-Wang-Harz: 76.0 mg (31.0 pmol, 1.00 eq)
Trimer(PMB)-TEG-OH 40: 58.0 mg (62.0 umol, 2.00 eq)
HBTU: 24.0 mg (62.0 umol, 2.00 eq)
DIEA: 11.0 puL (62.0 pmol, 2.00 eq)
DMF: 2.00 mL

Nach dem letzten PMB-Entschiitzungsschritt und anschlieBender Gefriertrocknung wurden
26.5 mg (14.5 pmol, 47 %) eines farblosen Feststoffes erhalten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 1.31 (bs, 10H, H-30), 1.49-1.65 (m, 20H, H-31,
H-29), 2.76 (bs, 10H, H-32), 3.39-3.42 (m, 2H, H-19), 3.52-3.61 (m, 10H, H-(20-24)), 3.69-
3.74 (m, 1H, H-35), 3.79-3.84 (m, 1H, H-35), 3.93 (s, 2H, H-25), 4.20-4.33 (m, 5H, H-28),
7.58 (bs, 15H), 7.93-8.01 (m, 4H), 8.11 (d, 1H, *J = 7.26 Hz), 8.26 (t, 1H, °J = 7.26 Hz), 8.68
(bs, 1H), 11.14 (s, 1H), 11.44 (s, 1H), 12.77 (bs, 1H), 13.19 (bs, 1H), 13.50 (bs, 1H), 14.96
(bs, 1H). *C-NMR (125.7 MHz, DMSO-de): & [ppm] = 22.0, 22.1, 22.2, 22.3, 26.5, 26.6,
26.7, 31.3, 31.4, 31.5, 38.6, 38.7, 51.8, 52.1, 52.2, 52.3, 68.8, 69.5, 69.6, 69.7, 70.2, 102.4,
116.0, 118.4, 157.8, 158.1, 158.3, 158.6, 169.4, 171.1, 171.2, 171.3, 171.4, 171.5, 171.7.
HRMS (ESI): [M+ 2H]2+= m/z fiir Cs;HgoN21Op6: ber.: 631,8393; gef.: 631,8437;
[M + 3H]* = m/z fiir C5;HooN2,O16: ber.: 421,5619; gef.: 421,5656. HPLC-Reinheit: 91.6 %;
(RP 18 Séaule, 214 nm, Flussrate: 0.5 mL/min, Retentionszeit: 18.1 min, linearer Gradient 95-

40 % Eluent A in 30 min, Eluent A: 0.1 % (v/v) TFA in Wasser, Eluent B: Acetonitril).
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Darstellung von  1-(3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carbox-
amido)-1H-pyrazol-5-yl)-1,13-dioxo-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-(S)-argininyl-(S)-
argininyl-(S)-argininyl-(S)-argininyl-(S)-arginin (Trim-TEG-RRRRR-OH) 74
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Die Synthese erfolgte analog zu der Synthese von Trimer-TEG-KLVFF-OH 77, wobei das
mit RRRRR beladene Harz zum Einsatz kam.

Kupplungseinwaagen:

H,;N-RRRRR-Wang-Harz: 186 mg (57.0 umol, 1.00 eq)
Trimer(PMB)-TEG-OH 40: 105 mg (114 umol, 2.00 eq)
HCTU: 47.0 mg (114 umol, 2.00 eq)
DIEA: 20.0 uL (114 pmol, 2.00 eq)
DMF: 2.00 mL

Nach der PMB-Entschiitzung konnten 66.0 mg (49.0 pmol, 86 %) eines farblosen Feststoffes

isoliert werden.

'H-NMR (500 MHz, CF;CO,D): & [ppm] = 1.96-2.31 (m, 20H, CH,"srg, CHy'4rg), 3.48-3.50
(m, 10H, CHy’ar), 4.02-4.12 (m, 12H, CHareg), 4.45 (s, 2H, CHyrrg), 4.81-4.87 (m, 5H,
CH"arp), 7.57 (s, 1H, CHpyraot), 7.77 (s, 1H, CHpyrazor), 7.98 (s, 1H, CHpyrazo). HRMS (ESI):
[M + 2H]*" = m/z fiir CsoHssN30O1s: ber.: 673,3439; gef.: 673,3472; [M + H + Na]*" = m/z fiir
CsoHgsN3oNaOjs: ber.: 684,3349; gef.: 684,3314.
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Darstellung von 1-(3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carbox-
amido)-1H-pyrazol-5-yl)-1,13-dioxo-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-(S)-leucinyl-(S)-
prolinyl-(S)-phenylalaninyl-(S)-phenylalaninyl-(S)-tert.-butyl-asparaginsaure (Trim-
TEG-LPFFD-OH) 79
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Die Synthese erfolgte analog zu der Synthese von Trimer-TEG-KLVFF-OH 77, wobei das
mit LPFFD beladene Harz eingesetzt wurde.

Kupplungseinwaagen:

H,;N-LPFFD-Wang-Harz: 80.0 mg (34.8 umol, 1.00 eq)
Trimer(PMB)-TEG-OH 40: 64.3 mg (69.6 pmol, 2.00 eq)
HCTU: 28.8 mg (69.6 umol, 2.00 eq)
DIEA: 12.7 uL (69.6 pmol, 2.00 eq)
DMF: 2.00 mL

Nach dem Abspalten der PMB-Schutzgruppen wurden durch Fillen mit Diethylether drei
Fraktionen erhalten. Nur die zweite Fraktion enthielt laut '"H-NMR-Spektren das gewiinschte
Produkt in ausreichender Reinheit. Es konnten somit 9.30 mg (7.85 umol, 23 %) eines
farblosen Feststoffes isoliert werden.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dq): & [ppm] = 0.85-0.88 (m, 6H), 1.34-1.93 (m, 7H), 2.54-3.07
(m, 6H), 3.37-3.42 (m, 4H), 3.51-3.59 (m, 10H), 3.90 (s, 2H), 4.30-4.32 (m, 1H), 4.37-4.42
(m, 1H), 4.52-4.62 (m, 2H), 7.16-7.24 (m, 12H), 7.53 (bs, 1H), 7.65 (d, 1H), 7.77 (d, 1H),
7.93 (s, 1H), 8.00 (d, 1H), 8.35 (d, 1H), 8.52 (bs, 1H), 11.07 (s, 1H), 11.43 (s, 1H), 12.81 (bs,
2H), 13.48 (bs, 1H), 14.98 (s, 1H). *C-NMR (125.7 MHz, DMSO-dy): & [ppm] = 21.3, 23.2,
23.3, 24.0, 24.2, 28.7, 36.0, 37.2, 37.6, 38.5, 40.3, 46.6, 48.0, 48.6, 53.4, 53.8, 59.2, 68.7,
69.5, 69.7, 70.2, 94.6, 96.7, 98.1, 102.3, 126.1, 126.2, 127.8, 127.9, 129.1, 129.2, 137.4,
137.5, 138.6, 155.0, 155.8, 168.9, 170.2, 170.5, 170.7, 171.1, 171.6, 172.1. HRMS (ESI):
[M - H] = m/z fiir Cs3He3N15047: ber.: 590.7269; gef.: 590.7397.
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Darstellung von 4-(3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carbox-
amido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-oxobutan-(R)-glutaminyl-(R)-serinyl-(R)-histidinyl-
(R)-tyrosinyl-(R)-arginyl-(R)-histidinyl-(R)-isoleucinyl-(R)-serinyl-(R)-prolinyl-(R)-
alninyl-(R)-glutaminyl-(R)-valin (Trim-GABA-D1) 51
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Die Synthese erfolgte gemifl der allgemeinen Vorschrift III, zum FEinsatz kam das mit
gshyrhispaqv beladene Harz.
Kupplungseinwaagen:

H,N-gshyrhispaqv-Wang-Harz: 150 mg (37.2 umol, 1.00 eq)

Trimer(PMB)-GABA-OH 48: 61.1 mg (74.4 pmol, 2.00 eq)
HCTU: 31.0 mg (74.4 pmol, 2.00 eq)
DIEA: 13.0 uL (74.4 pmol, 2.00 eq)
DMF: 2.00 mL

Die erhaltenen drei Fraktionen wurden mittels HPLC und ESI-TOF-Massenspektrometrie
analysiert. Die Untersuchung zeigte, dass die erste Fraktion die hochste Reinheit besitzt. Die
Ausbeute dieser Fraktion betrug insgesamt 33.0 mg (15.0 pmol, 40 %).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-Ds,): & [ppm] =0.75-0.83 (m, 6H), 0.87-0.89 (m, 6H), 1.04-1.10
(m, 1H), 1.21-1.32 (m, 4H), 1.50-1.57 (m, 3H), 1.67-1.93 (m, 10H), 2.04-2.16 (m, 6H), 2.18-
2.25 (m, 2H), 2.84-2.98 (m, 5H); 3.06-3.10 (m, 5H), 3.55-3.71 (m, 10H), 4.11-4.14 (m, 1H),
4.20-4.31 (m, 4H), 4.33-4.35 (m, 1H), 4.37-4.40 (m, 1H), 4.42-4.46 (m, 1H), 4.50-4.54 (m,
1H), 4.59-4.64 (m, 1H), 4.59-4.64 (m, 1H), 4.70 (bs, 1H), 5.13 (bs, 1H), 6.65 (d, 2Hry,
3] = 8.49 Hz), 6.78-6.85 (m, 3H), 7.05 (d, 2Hry;, °J = 8.49 Hz), 7.20-7.35 (m, 5H), 7.51 (s,
1H), 7.59 (s, 1H), 7.79-7.81 (m, 2H), 7.96-8.03 (m, 3H), 8.13-8.15 (m, 1H), 8.21-8.32 (m,
3H), 8.55 (bs, 1H), 11.14 (s, 1H), 11.45 (s, 1H), 13.20 (bs, 1H), 13.50 (bs, 1H), 14.08 (bs,
2H), 14.99 (bs, 1H). HRMS (ESI): [M + 2H]* = m/z fiir C7gH;11N3,024: ber.: 932.9204; gef.:
932.9235; [M+H +Na]2+= m/z fir C;sH;10N3;NaOys: ber.: 943.9113; gef.: 943.9120.
HPLC-Reinheit: 84.5 %; (RP 18 Siule, 214 nm, Flussrate: 0.5 mL/min, Retentionszeit: 21.2
min, linearer Gradient 95-40 % Eluent A in 30 min, Eluent A: 0.1 % (v/v) TFA in Wasser,
Eluent B: Acetonitril).
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Darstellung von 1-(3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carbox-
amido)-1H-pyrazol-5-yl)-1,13-dioxo-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-(R)-glutaminyl-(R)-
serinyl-(R)-histidinyl-(R)-tyrosinyl-(R)-arginyl-(R)-histidinyl-(R)-isoleucinyl-(R)-serinyl-
(R)-prolinyl-(R)-alaninyl-(R)-glutaminyl-(R)-valin (Trim-TEG-D1) 52
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Die Synthese erfolgte gemal3 der allgemeinen Vorschrift III unter Verwendung von dem mit

gshyrhispaqv beladenen Harz.

Kupplungseinwaagen:

H,N-gshyrhispaqv-Wang-Harz: 200 mg (49.6 pmol, 1.00 eq)
Trimer(PMB)-TEG-OH 40: 91.7 mg (99.2 pmol, 2.00 eq)
HCTU: 41.0 mg (99.2 umol, 2.00 eq)
DIEA: 17.0 pL (99.2 pmol, 2.00 eq)
DMF: 2.00 mL

Die Kupplungsreaktion wurde zundchst 24 Stunden lang unter Schiitteln bei Raumtemperatur
und anschlieBend 10 Minuten lang bei 65 °C, 8 Watt in der Mikrowelle (CEM, Discover)
durchgefiihrt. AnschlieBend erfolgten, wie oben beschrieben, die Abspaltung vom Harz und
die PMB-Entschiitzung in Trifluoressigsdure. Es konnten 50.5 mg (21.9 umol, 44 %) des

gefriergetrockneten farblosen Pyrazol-Peptids isoliert werden.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-Dg, 348 K): & [ppm] = 0.74-0.88 (m, 10H), 1.03-1.09 (m, 1H),
1.19-1.33 (m, 4H), 1.48 (bs, 3H), 1.65-1.94 (m, 8H), 2.03-2.14 (m, 6H), 2.81-2.98 (m, 4H),
3.07 (bs, 5H), 3.52-3.74 (m, 18H), 3.94 (s, 2H), 4.10-4.13 (m, 1H), 4.17-4.23 (m, 1H), 4.26-
4.39 (m, 5H), 4.43 (bs, 1H), 4.49-4.54 (m, 1H), 4.58-4.62 (m, 1H), 4.70 (bs, 1H), 5.13 (bs,
1H), 6.64 (d, 2H, °J = 8.25), 6.77-6.87 (m, 4H), 7.03 (d, 2H, *J = 8.25), 7.19-7.37 (m, 5H),
7.49 (bs, 1H), 7.57 (bs, 1H), 7.80 (bs, 3H), 7.95 (bs, 2H), 8.14 (d, 1H, °J = 7.57), 8.22-8.33
(m, 3H), 8.56 (bs, 1H), 8.87 (bs, 1H), 9.19 (s, 1H), 11.13 (s, 1H), 11.45 (s, 1H), 13.21 (bs,
1H), 13.49 (bs, 1H), 14.08 (bs, 2H), 14.99 (bs, 1H). HRMS (ESI): [M + 2H]*" = m/z fiir
Cs2H119N31057: ber.: 985.4454; gef.: 985.4479; [M + H + Na]2+= m/z fur CgoH;19N310457: ber.:
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966.4364; gef.: 996.4390; [M + 3H]3+= m/z fiir Cg;H20N31057: ber.: 657.2993; gef.:
657.3006; [M +2H + Na]3+= m/z fir CgH;j19N3NaO,7: ber.: 664.6267; gef.: 664.6272.
HPLC-Reinheit: 79.1 %, (RP 18 Siule, 214 nm, Flussrate: 0.5 mL/min, Retentionszeit: 21.6
min, linearer Gradient 95-40 % Eluent A in 30 min, Eluent A: 0.1 % (v/v) TFA in Wasser,
Eluent B: Acetonitril).

Darstellung von 1-(3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carbox-
amido)-1H-pyrazol-5-yl)-1,13,25-trioxo-5,8,11,17,20,23-hexaoxa-2,14-diaza-pentacosan-
(R)-glutaminyl-(R)-serinyl-(R)-histidinyl-(R)-tyrosinyl-(R)-arginyl-(R)-histidinyl-(R)-
isoleucinyl-(R)-serinyl-(R)-prolinyl-(R)-alninyl-(R)-glutaminyl-(R)-valin (Trim-TEG-
TEG-D1) 53
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Die Synthese erfolgte gemiB3 der allgemeinen Vorschrift III unter Verwendung von

H,N-gshyrhispaqv-Wang-Harz.

Kupplungseinwaagen:

H,N-gshyrhispaqv-Wang-Harz: 135 mg (33.5 umol, 1.00 eq)

Trimer(PMB)-TEG,-OH 50: 74.6 mg (67.0 pmol, 2.00 eq)
HCTU: 27.7 mg (67.0 pmol, 2.00 eq)
DIEA: 11.5 uL (67.0 pmol, 2.00 eq)
DMF: 2.00 mL

Die erste Fraktion mit der hdchsten Reinheit enthielt 26.0 mg (10.4 umol, 31 %) eines

farblosen Feststoffes.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-Ds,): & [ppm] = 0.74-0.82 (m, 6H), 0.86-0.87 (m, 6H), 1.03-1.10
(m, 1H), 1.20-1.32 (m, 4H), 1.50 (bs, 3H), 1.65-1.92 (m, 9H), 2.03-2.13 (m, 6H), 2.81-2.99
(m, 5H), 3.04-3.09 (m, SH), 3.51-3.74 (m, 28H), 3.88 (s, 2H), 3.94 (s, 2H), 4.10-4.13 (m, 1H),
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4.17-4.39 (m, 7H), 4.44 (s, 1H), 4.50-4.54 (m, 1H), 4.58-4.62 (m, 1H), 4.66-4.73 (m, 1H),
5.13 (s, 1H), 6.64 (d, 2Hry,, J? = 8.29 Hz), 6.79-6.86 (m, 3H), 7.03 (d, 2Hry,, J’ = 8.29 Hz),
7.25-7.36 (m, SH), 7.50 (bs, 1H), 7.57 (bs, 1H), 7.66-7.68 (m, 1H), 7.78-7.81 (m, 1H), 7.90-
8.01 (m, 3H), 8.14 (d, 1H), 8.23-8.31 (m, 3H), 8.56 (s, 1H), 8.91 (s, 2H), 9.19 (s, 1H), 11.12
(s, 1H), 11.43 (s, 1H), 13.20 (bs, 1H), 13.50 (bs, 1H), 14.06 (bs, 3H), 14.97 (bs, 1H). HRMS
(ESI): [M + 2H]* =m/z fiir CooH 34N3,051: ber.: 1079.9955; gef.: 1080.0005; [M + 3H]* =
m/z fiir CooH;35N3,031: ber.: 720.3327; gef.: 720.3366. HPLC-Reinheit: 84.8 %; (RP 18
Saule, 214 nm, Flussrate: 0.5 mL/min, Retentionszeit: 21.9 min, linecarer Gradient 95-40 %

Eluent A in 30 min, Eluent A: 0.1 % (v/v) TFA in Wasser, Eluent B: Acetonitril).

Darstellung von 1-(3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazole-5-carboxamido)-1H-pyrazole-5-carbox-
amido)-1H-pyrazol-5-yl)-1,13-dioxo-5,8,11-trioxa-2-azatridecan-(R)-argininyl-(R)-
prolinyl-(R)-argininyl-(R)-threoninyl-(R)-argininyl-(R)-leucinyl-(R)-histidinyl-(R)-
threoninyl-(R)--histidinyl-(R)-argininyl-(R)-asparaginyl-(R)-arginin (Trim-TEG-D3) 55
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Die Synthese erfolgte gemif der allgemeinen Vorschrift III. Hierbei kam das mit rprtrlhthrnr

beladene Harz zum Einsatz.

Kupplungseinwaagen:

H)N-rprtrlhthrnr-Wang-Harz : 160 mg (31.0 pmol, 1.00 eq)
Trimer(PMB)-TEG-OH 40: 57.3 mg (62.0 pmol, 2.00 eq)
HCTU: 26.0 mg (62.0 pmol, 2.00 eq)
DIEA: 11.0 uL (62.0 pmol, 2.00 eq)
DMF: 2.00 mL

Nach der PMB-Entschiitzung wurde die kalte Reaktionslosung zum Féllen langsam mit

kaltem und trockenem Diethylether versetzt, wobei 4 Fraktionen erhalten wurden. In den



Experimenteller Teil 209

ersten beiden Fraktionen lag das Produkt in hoher Reinheit vor. Sie wurden vereinigt, so dass

insgesamt 33.0 mg (11.2 pmol, 36 %) eines farblosen Feststoffes isoliert werden konnten.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-Ds, 348 K): & [ppm] = 0.81-0.89 (m, 6H), 1.03-1.06 (m, 4H),
1.19-1.22 (m, 2H), 1.27 (bs, 1H), 1.33 (bs, 1H), 1.56 (bs, 18H), 1.78 (bs, 6H), 1.88 (bs, 2H),
1.98 (bs, 1H), 2.09 (bs, 2H), 3.56-3.62 (m, 12H), 3.95 (s, 2H), 4.02 (bs, 2H), 4.20-4.41 (m,
8H), 4.63 (m, 4H), 7.01 (bs, 18H), 7.21-7.23 (m, 2H), 7.35 (s, 1H), 7.52 (bs, 5H), 7.83-7.86
(m, 4H), 8.06-8.18 (m, 4H), 8.57 (bs, 1H), 10.73 (s, 1H), 11.19 (s, 1H).

'H-NMR (500 MHz, H,O/D,0 (9:1), pH 4.50, 363 K): & [ppm] = 1.46-1.54 (m, 6H, CH3va)),
1.78-1.82 (m, 6H, CHsryr), 2.15-2.54 (m, 24H), 2.88-2.96 (m, 1H), 3.39-3.52 (m, 2H), 3.84-
3.97 (m, 13H), 4.21-4.88 (bs, 2H), 5.31-5.44 (m, 4H), 7.56 (s, 1H, CHpyraz1), 7.70 (s, 1H,
CHbpyrazol), 7.90-7.92 (m, 2H, CHgis), 8.25 (bs, 1H, NHamia), 8.28 (s, 1H, CHpyrazo1), 8.45 (bs,
NHamia), 9.12-9.14 (m, 2H, CHy;s). HRMS (ESI): [M + 3H]3+= m/z fiir CgsH;30N420,5: ber.:
716.3635; gef.: 716.3609; [M + 2H +Na]3+= m/z fir CgsH 33N4NaO,s: ber.: 723.6908; gef.:
723.6911; [M+ 4H]4+= m/z fir CgsHisN4Oys: ber.: 537.2738; gef.: 537.2719. HPLC-
Reinheit: 93.1 %; (RP 18 Saule, 214 nm, Flussrate: 0.5 mL/min, Retentionszeit: 19.1 min,
linearer Gradient 95-40 % Eluent A in 30 min, Eluent A: 0.1 % (v/v) TFA in Wasser, Eluent
B: Acetonitril).

Das 'H-NMRSpektrum von Trimer-TEG-D3 55 wies bei Raumtemperatur sehr breite Signale
auf und konnte deshalb nicht ausgewertet werden. Eine mogliche Ursache fiir die
Verbreiterung der Linien kann die Selbstaggregation in Losung sein. Auffillig ist ein
Multiplett bei ca. 3.50 ppm, das unter anderem von den Methylengruppen des TEG-Spacers
stammt, die an der Selbstassoziation nicht teilnehmen kénnen. Sie liegen wahrscheinlich frei
beweglich in Losung vor und weisen dadurch scharfe Signale auf. Beim fortlaufenden
Erhitzen verschieben sich alle Signale. Deren deutliche Verschirfung ist allerdings erst bei
sehr hoher Temperatur (363 K) zu beobachten. Nach dem Abkiihlen der Losung auf

Raumtemperatur scheint die Hybridverbindung 55 wieder in aggregierter Form vorzuliegen.
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'H-NMR-Spektren von Trimer-TEG-D3 55 in H,0/D,0 (90:10), pH 4.5, 500 MHz. Die Losung wurde
fortlaufend erhitzt und anschlieBend wieder auf Raumtemperatur abgekiihlt. A: 300 K; B: 323 K;
C:363K; D: 298 K.
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Darstellung von 4-(3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carbox-
amido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-oxobutan-(R)-argininyl-(R)-prolinyl-(R)-argininyl-
(R)-threoninyl-(R)-argininyl-(R)-leucinyl-(R)-histidinyl-(R)-threoninyl-(R)-histidinyl-(R)-
argininyl-(R)-asparaginyl-(R)-arginin (Trim-GABA-D3) 54
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Die Synthese erfolgte gemill der allgemeinen Vorschrift III, wobei das mit rprtrlhthrnr

beladene Harz eingesetzt wurde.

Kupplungseinwaagen:

H,N-rprtrlhthrnr-Wang-Harz: 80.0 mg (15.5 umol, 1.00 eq)
Trimer(PMB)-GABA-OH 48: 25.5 mg (31.0 umol, 2.00 eq)
HCTU: 12.8 mg (31.0 pmol, 2.00 eq)
DIEA: 5.31 puL (31.0 umol, 2.00 eq)
DMF: 2.00 mL

Es wurden drei Fraktionen erhalten. Laut HPLC enhielt nur die erste Fraktion das Pyrazol-
Peptid in ausreichender Reinheit. Die restlichen Fraktionen enthielten zusétzlich das nicht

umgesetzte Edukt, das D3-Peptid. Die Ausbeute betrug 9.00 mg (3.17 pmol, 21 %).

'H-NMR (500 MHz, H,0/D,0 (9:1), pH 2.7, 298 K): & [ppm] = 0.82-0.90 (m, 6H), 1.13-1.19
(m, 4H), 1.30-2.08 (m, 25H), 2.72-2.87 (m, 2H), 3.18-3.28 (m, 12H), 3.53-3.66 (m, 4H), 3.75-
3.79 (m, 1H), 4.15-4.36 (m, 4H), 6.72 (bs, 1H), 6.94 (s, 1H), 6.99 (s, 1H), 7.09 (s, 1H), 7.65
(s, 1H), 8.14-8.67 (m, 10H). HRMS (ESI): [M+2H]*" =m/z fir CgH;3N402: ber.:
1022.0179; gef.: 1022.0202; [M + H + Na]*" =m/z fiir Cg;H20N4,2NaOyy: ber.: 1032.5077;
gef.: 1032.5090; [M + 3H]3+= m/z fiir Cg;Hi31N4027: ber.: 681.6810; gef.: 681.6832;
[M+4H]4+= m/z fir CgHi33NO02: ber.: 511.2620; gef.: 511.2630. HPLC-Reinheit:
91.2 %; (RP 18 Séaule, 214 nm, Flussrate: 0.5 mL/min, Retentionszeit: 18.7 min, linearer
Gradient 95-40 % Eluent A in 30 min, Eluent A: 0.1 % (v/v) TFA in Wasser, Eluent B:
Acetonitril).
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Darstellung von 1-(3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carbox-
amido)-1H-pyrazol-5-yl)-1,13,25-trioxo0-5,8,11,17,20,23-hexaoxa-2,14-diaza-pentacosan-
(R)-argininyl-(R)-prolinyl-(R)-argininyl-(R)-threoninyl-(R)-argininyl-(R)-leucinyl-(R)-
histidinyl-(R)-threoninyl-(R)-histidinyl-(R)-argininyl-(R)-asparaginyl-(R)-arginin (Trim-
TEG-TEG-D3) 56
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Die Synthese erfolgte gemiB3 der allgemeinen Vorschrift III unter Verwendung von

H,N-rprtrlhthrnr-Wangharz.

Kupplungseinwaagen:

H,N-rprtrlhthrnr-Wang-Harz: 135 mg (26.2 umol, 1.00 eq)
Trimer(PMB)-TEG,-OH 50: 58.4 mg (52.4 pmol, 2.00 eq)
HCTU: 21.7 mg (52.4 pmol, 2.00 eq)
DIEA: 9.00 pL (52.4 pmol, 2.00 eq)
DMF: 2.00 mL

Die erhaltenen drei Fraktionen wurden mittels HPLC und ESI-TOF-Massenspektrometrie
analysiert. Die Untersuchung zeigte, dass die erste Fraktion die hochste Reinheit besitzt. Es

konnten somit 12.0 mg (3.83 pmol, 15 %) eines farblosen Feststoffes erhalten werden.

'H-NMR (500 MHz, H,O/D,0 (9:1), pH 3.5, 298 K): & [ppm] = 0.83-0.90 (m, 6H), 1.14-2.03
(m, 27H), 2.75-2.86 (m, 2H), 3.20 (bs, 13H), 3.47-3.78 (m, 19H), 4.08-4.29 (m, 8H), 5.32 (bs,
1H), 6.71 (bs, 1H), 6.95 (s, 1H), 7.09 (s, 1H), 7.20-7.35 (m, 6H), 7.62-7-69 (m, 1H), 8.09-
9.04 (m, 10H). HRMS (ESI): [M+2H]2+= m/z fir Co3H;53N43059: ber.: 1168.5917; gef.:
1168.5978; [M + 3H]*"= m/z fiir Co3H,54N43020: ber.: 779.3969; gef.: 779.4013; [M + 4H]*'=
m/z fir Co3H;ssN43009: ber.: 584.7995; gef.: 584.8027. HPLC-Reinheit: 92.5 %, (RP 18
Saule, 214 nm, Flussrate: 0.5 mL/min, Retentionszeit: 19.8 min, linearer Gradient 95-40 %

Eluent A in 30 min, Eluent A: 0.1 % (v/v) TFA in Wasser, Eluent B: Acetonitril).
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Darstellung von 3-(3-(3-Nitro-1H-pyrazol-5-carboxamido)-1H-pyrazol-5-carboxamido)-
1H-pyrazol-5-carboxamido-(R)-argininyl-(R)-prolinyl-(R)-argininyl-(R)-threoninyl-(R)-
argininyl-(R)-leucinyl-(R)-histidinyl-(R)-threoninyl-(R)-histidinyl-(R)-argininyl-(R)-
asparaginyl-(R)-arginin (Trim-D3) 57
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Die Synthese erfolgte gemiB3 der allgemeinen Vorschrift III unter Verwendung von

H,N-rprtrlhthrnr-Wangharz.

Kupplungseinwaagen:

H,N-rprtrlhthrnr-Wang-Harz: 180 mg (34.9 umol, 1.00 eq)
Trimer(PMB)-OH 27: 103 mg (140 umol, 4.00 eq)
HCTU: 58.0 mg (140 umol, 4.00 eq)
DIEA: 24.0 uL (140 pmol, 4.00 eq)
DMF: 2.00 mL

Nach der Abspaltung vom Harz und der PMB-Entschiitzung in Trifluoressigsdure konnten

28.6 mg (10.0 pmol, 29 %) des gefriergetrockneten Pyrazol-Peptids 57 isoliert werden.

'H-NMR (500 MHz, H,0/D,0 (9:1), 298 K): & [ppm] = 0.79-0.85 (m, 6H), 1.11-1.16 (m,
6H), 1.33-2.02 (m, 21H), 2.73-2.82 (m, 4H), 3.16 (bs, 12H), 4.13-4.26 (m, 5H), 6.94 (bs, 2H),
7.16-7.31 (m, 10H), 7.61-7.67 (m, 2H), 8.20-8.61 (m, 12H). HRMS (ESI): [M + 2H]*" = m/z
fiir C77H123N4102;: ber.: 979.4945; gef.: 979.4913; [M + 3H]3+= m/z fur C;7H24N4;07;: ber.:
652.9960; gef.: 652.9971; M+ 4H]4+= m/z fir C;7H125N41O21: ber.: 490.2494; gef.:
490.2501; M+ 5H]5+= m/z fir C77Hj26N4107;: ber.: 392.2005; gef.: 392.2033. HPLC-
Reinheit: 98.2 %; (RP 18 Saule, 214 nm, Flussrate: 0.5 mL/min, Retentionszeit: 18.7 min,
linearer Gradient 95-40 % FEluent A in 30 min, Eluent A: 0.1 % (v/v) TFA in Wasser, Eluent
B: Acetonitril).
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6.11 ThT-Fluoreszenzmessungen

Zum Ansetzen der AP(1-42)-Peptid-Stammlosung wurde das von der Firma Bachem
gelieferte Peptid zunichst mit Hexafluoroisopropanol (HFIP) behandelt. Diese Maflnahme ist
erforderlich um das Peptid in monomerer Form zu erhalten. Bereits bestechende Aggregate
sollen dadurch aufgelost werden. Dazu wurde 1.00 mg des Peptids mit 200-300 uL. HFIP
versetzt und iiber Nacht bei Raumtemperatur dichtverschlossen aufbewahrt. In der Regel war
danach die erhaltene Losung klar und wies keinerlei ungeldste Riickstdnde auf. Waren jedoch
noch ungeldste Partikel in der Losung vorhanden, so wurde diese ca. zehn Minuten lang im
Ultraschallbad behandelt. In manchen Fillen mussten die Riickstdnde sogar anschlieBend
abfiltriert und die Masse des Peptids iiberpriift werden. Die klare AB(1-42)-Losung wurde
nachfolgend gefriergetrocknet. Die Gefriertrocknung dauerte im Durchschnitt ca. 5-6
Stunden, dabei wurde darauf geachtet, dass die Temperatur der Probe 4 °C nicht {ibersteigt.
Der farblose volumenose Feststoff konnte danach mehrere Wochen dichtverschlossen bei
-18 °C aufbewahrt oder zum Ansetzen einer Stammlosung direkt weiterverwendet werden.
Die Stammlosung (495 uM oder 300 uM) wurde nach dem Ansetzen schnell in Eppendorf-
GefaBe aliquotiert. Die AB-Aliquots wurden verschlossen, schockgefroren und bei -18 °C bis

zu mehreren Monaten gelagert.

Die ThT-Fluoreszenzmessungen wurden in einer 384-Well-Palte (nunc GmbH, Wiesbaden,
Deutschland) durchgefiihrt. Die Messungen erfolgten bei 37 °C, einer Excitationswellenldnge
von 446 nm (Bandbreite: 9 nm) und einer Emissionsldnge von 490 nm mit einer Bandbreite
von 20 nm. Jeder Messpunkt wurde iiber 40 Lichtblitze gemittelt. Die 384-Well-Plate wurde
mit einer transparenten, DMSO besténdigen Folie (Nunc GmbH, Wiesbaden, Deutschland)
abgedeckt. Die manuelle Verstarkung betrug 70 % bei 33 uM und 100 % bei 10 pM AP-

Konzentration.

6.11.1 ThT-Fluoreszenzmessungen mit 33 uM AB(1-42)

Generell wurden folgende Stammldsungen angesetzt:
¢ (APB42) = 495 uM in wasserfreiem DMSO

¢ (Ligand) = 4.95 mM in wasserfreiem DMSO

¢ (ThT)=62.7 uM
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Fiir Inhibierungs- bzw. Disaggregationsmessungen wurden Ldsungen mit AB-Peptid alleine
(Kontrolle) und AB-Peptid mit 6-fachem Uberschuss an Ligand bzgl. Ap angesetzt. Dazu
wurden AB-Aliquots zundchst mit Ligand-Stammldsung bzw. DMSO, dann mit PBS, bidest.
Wasser und ThT-Losung versetzt. Zum Uberpriifen der Liganden-Eigenfluoreszenz wurden
Liganden-Losungen mit und ohne ThT-Fluoreszenzfarbstoff angesetzt. Die genaue
Zusammensetzung und Endkonzentrationen der zu vermessenden Losungen sind den Tabellen

6.2 und 6.3 zu entnehmen.

Tabelle 6.2: Zusammensetzung der Inhibierungs- und Disaggregationsansétze

ABs-Losung, Ligand-Lésung DMSO H,O PBS10x  ThT-Lésung
495 uM [uL]  4.95mM [uL] [puL] [uL] [uL] 62.7 UM [uL]

nur ABs 4 - 2.4 38.1 6 9.5
AB4, + Ligand 4 2.4 - 38.1 6 9.5
nur Ligand - 2.4 4 47.6 6 -
Ligand + ThT - 2.4 4 38.1 6 9.5

Tabelle 6.3: Endkonzentrationen der Inhibierungs- und Disaggregationsansétze
ABa> Ligand DMSO PBS ThT
nur A, 33 uM - 10.7 % 1 x 10 uM
AB4, + Ligand 33 uM 198 uM 10.7 % 1x 10 uM
nur Ligand - 198 uM 10.7 % 1x -
Ligand mit ThT - 198 uM 10.7 % 1x 10 uM

6.11.1.1 Inhibierung der Aggregation

Die angesetzten Losungen, die Amyloid-B-Peptid enthalten, wurden dichtverschlossen fiinf
Tage lang bei 37 °C im Thermomixer bei 650 rpm inkubiert, dann kurz zentrifugiert, in die
384-Well-Palte iiberfiihrt und vermessen. Mit jedem Ligand und AB-Peptid alleine wurden
drei bis vier Losungen angesetzt. Der Versuch wurde zwei- bis dreimal durchgefiihrt, so dass

der Mittelwert aus mindestens sieben Werten berechnet werden konnte.



216 Experimenteller Teil

6.11.1.2 Auflésung bestehender Aggregate (Disaggregation)

Die Losungen mit AB-Peptid wurden zunéchst ohne Ligand dichtverschlossen fiinf Tage lang
bei 37 °C im Thermomixer bei 650 rpm inkubiert. Nach Ligand-Zugabe wurden die Losungen
erneut finf Tage lang unter gleichen Bedingungen im Thermomixer behandelt, kurz
zentrifugiert, in die 384-Well-Palte {iberfiihrt und vermessen. Der Versuch wurde zweimal

durchgefiihrt, so dass der Mittelwert aus mindestens sechs Werten berechnet werden konnte.

6.11.1.3 Fluoreszenz der Liganden mit und ohne ThT

Die Ligandenlésungen mussten nicht inkubiert werden, sie wurden direkt vermessen. In den
Abbildungen 6.1 und 6.2 sind Fluoreszenzintensititen der Liganden (198 uM) in
prozentuellem Verhédltnis zum ThT-Fluoreszenzwert in Gegenwart von 33 uM Af4,-Peptid

(Kontrolle, 100 %, nach fiinf Tagen Aggregation) dargestellt.
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Abbildung 6.1: Relative Fluoreszenzintensitit der Trimer-Derivate 45, 66, 70, 72, 77 und 79
(198 uM) bezogen auf Kontrolle (100 %,, 33 uM AP4,;) ohne ThT (links) und mit ThT (rechts).
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Abbildung 6.2: Relative Fluoreszenzintensitit der Hybridverbindungen 51-56 (198 uM) in Prozent
bezogen auf Kontrolle (100 %, 33 uM Af4y) ohne ThT (links) und mit ThT (rechts).
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6.11.2 ThT-Fluoreszenzmessungen mit 10 uM AB(1-42)

Generell wurden folgende Stammldsungen angesetzt:
¢ (AB42) =300 uM in wasserfreiem DMSO
¢ (ThT) = 62.7 uM in bidest. Wasser

Fiir jeden Inhibitor bzw. Ligand wurden folgende Stammldsungen in DMSO oder bidest.
Wasser angesetzt: 1.50 mM, 750 uM, 250 uM, 125 uM, 50 uM, 12.5 uM.

Die Kontroll-Lésungen enthielten auch hier nur das AB(1-42)-Peptid ohne Ligand. Die
Inhibierende Wirkung der jeweiligen Testverbindung wurde bei deren verschiedenen
Konzentrationen untersucht. Die Liganden-Endkonzentrationen betrugen: 0.5 uM (0,05 eq
bzgl. AB), 2.0 uM (0.2 eq bzgl. AB), 5.0 uM (0.5 eq bzgl. AB), 10 uM (1.0 eq bzgl. AP),
30 uM (3.0 eq bzgl. AB) und 60 uM (6.0 eq bzgl. AB). Die AB-Aliquots wurden zunichst mit
Ligand-Stammldsung bzw. DMSO, dann mit PBS, bidest. Wasser und ThT-Losung versetzt.
Es wurde iiber einen Zeitraum von 72 Stunden inkubiert. Zum Uberpriifen der Liganden-
Eigenfluoreszenz wurden Liganden-Lésungen mit und ohne ThT angesetzt. Die genaue
Zusammensetzung und Endkonzentrationen der zu vermessenden Losungen sind den Tabellen

6.4 und 6.5 zu entnehmen.

Tabelle 6.4: Zusammensetzung der Inhibierungsansétze fiir Dosis-Wirkungsbeziechungen

ABs-L6sung, Ligand-Losung DMSO H,O PBS10x ThT-LOsung
300 uM [uL] variable Konz. [pL] [uL] [uL] 62.7 UM [uL]

[uL]
nur ABs 2 - 2.4 46.7 6 2.9
AB4, + Ligand 2 2.4 - 46.7 6 2.9
nur Ligand - 2.4 2 49.6 6 -
Ligand + ThT - 2.4 2 46.7 6 2.9
Tabelle 6.5: Endkonzentrationen der Inhibierungsansitze fiir Dosis-Wirkungsbeziehungen
ABas; Ligand DMSO PBS ThT
nur ABa, 10 uM - 7.33 % 1 x 3.03 uM
AB4, + Ligand 10 uM variabel 7.33 % I x 3.03 uyM
nur Ligand - 60 uM 7.33 % 1x -
Ligand mit - 60 uM 7.33 % 1x 3.03 uM

ThT
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Die angesetzten Losungen wurden direkt in die 384-Well-Palte tiberfiihrt, 72 Stunden lang bei
37 °C inkubiert, wobei die Proben alle 60 Sekunden fiir 20 Sekunden orbital geschiittelt
wurden, und anschlieend vermessen (manuelle Verstarkung: 100 %). Mit jedem Ligand und
AB-Peptid alleine wurden drei Losungen angesetzt. Der Versuch wurde dreimal durchgefiihrt,
so dass der Mittelwert aus mindestens sieben Werten berechnet werden konnte. Aufgrund der
hohen Fluoreszenzwerte der Platte bei manueller Verstirkung von 100 % mussten diese von

den Fluoreszenzwerten der Losungen subtrahiert werden.

6.11.2.1 Fluoreszenz der Liganden mit und ohne ThT

Die Ligandenlosungen mussten nicht inkubiert werden, sie wurden direkt vermessen. In der
Abbildung 6.3 sind Fluoreszenzintensititen der Liganden (60 uM) in prozentuellem
Verhiltnis zum ThT-Fluoreszenzwert in Gegenwart von 10 uM AP4,-Peptid (Kontrolle,
100 %, nach 72 Stunden Aggregation) dargestellt.
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Abbildung 6.3: Relative Fluoreszenzintensitit der Testverbindungen 12, 13, 15, 51, 52, 54, 55, 70, 72
und 79 (60 uM) in Prozent ohne ThT (links) und mit ThT (rechts) bezogen auf Kontrolle (100 %,
10 puM AB).
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6.11.3 Aggregation von AB(1-42) in Anwesenheit von Aggregationskeimen

Die Herstellung der Aggregationskeime erfolgte durch Inkubation des 33 uM AB(1-42)-
Peptids in 1xPBS-Losung mit 10 % DMSO analog zur Herstellung der Aggregate fiir
Disaggregationsexperimente. Die frisch hergestellten Fibrillen wurden anschlieend mittels
Ultraschall-Geriits (Brandson Sonifier® 250) unter Eiskiihlung zerstort.”” Die hergestellte
Losung mit Aggregationskeimen wurde unmittelbar danach zu den Aggregationsansitzen
gegeben.

Die Aufnahme von Kinetiken erfolge bei gleichen Einstellungen wie die Endpunkt-
Messungen. Die Fluoreszenzmessungen erfolgten dabei alle 15 Minuten, die Proben wurden

zuvor immer fiir 30 s bei einer mittleren Intensitét orbital geschiittelt.

Die Untersuchungen der Liganden auf ihre aggregationsinhibierenden Eigenschaften erfolgten
in Anwesenheit von 5 % (Zugabe von 3 pL der Aggregationskeimldsung) und 10 % (Zugabe
von 6 pL der Aggregationskeimlosung) Aggregationskeime. Die Konzentrationen der anderen
Komponenten der Losungen, die Dauer und die Bedingungen der Aggregation sowie die
anschlieenden Fluoreszenzmessungen wurden analog zu den bereits oben beschriebenen
Messungen gewihlt. Der Versuch wurde einmal durchgefiihrt. Der Mittelwert konnte aus

sechs Werten berechnet werden.

Die Preinkubationsversuche erfolgten mit 10 % Aggregationskeime in der Losung. Hierzu
wurden 6 pL der Aggregationskeimldsung mit 2.4 pL der 4.95 mM Ligand-Stammldsung fiir
5 min im Gemisch aus 6 puL PBS und 38.1 pL bidest. Wasser preinkubiert. Anschliefend
wurden die Aggregationsversuche durch Zugabe von monomerem Afa4-Peptid in DMSO
(4 puL, 495 uM) und ThT-Losung in Wasser (9.5 uL 62.7 uM) gestartet. Die Dauer und
Bedingungen der Aggregation sowie die anschlielenden Fluoreszenzmessungen wurden
analog zu den bereits oben beschriebenen Messungen gewédhlt. Der Versuch wurde einmal

durchgefiihrt. Der Mittelwert konnte aus sechs Werten berechnet werden.

6.11.4 ThT-Fluoreszenzmessungen mit Filtraten der Ligandenl6sungen

Die Untersuchungen erfolgten analog zu Experimenten mit 33 uM AP(1-42). Der Versuch
wurde zweimal durchgefiihrt. Der Mittelwert konnte aus acht Werten berechnet werden. Die
Mittelwertberechnung fiir Trimer-K-OMe 68 erfolgte aus vier Werten, da die Messung in

diesem Fall nicht wiederholt werden konnte.
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6.12 TEM-Aufnahmen

Herstellung der AB-Stammldsung fur TEM-Aufnahmen
137 ng des AP(1-42)-Peptids, das vorher mit HFIP behandelt und lyophylisiert wurde,
wurden eingewogen und in 137 uLL 2 mM NaOH gelost. 27 puL dieser Losung wurden in ein

Eppendorfgefil gegeben und jeweils mit weiteren 231 mL bidest. Wasser versetzt.

Herstellung der Lésungen und Praparation der TEM-Netzchen (grids)

Fir die TEM-Aufnahmen wurden drei Arten von Losungen angesetzt: AP(1-42)-Peptid
alleine, AP(1-42)-Peptid in Anwesenheit von Liganden und Liganden selbst. Mit diesen
Losungen wurden die Objekttriagernetzchen spiter beschichtet. Fiir die Probenpréiparation
wurden mit amorpher Kohlefolie beschichtete Nickelnetzchen (Grids) verwendet. Die genaue

Zusammensetzung der Losungen ist der nachfolgenden Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 6.6: Zusammensetzung der TEM-Losungen.

Probe Ap42- NaPi 100 uM DMSO Ligand in H,O
Losung [uL]  PH 7.4 [pL] [UL] DMSO/H,0 [HL]
5 mM [uL]
APB(1-42) alleine 43 5 2 - -
AB(1-42) + Ligand 43 5 - 2 -
Ligand alleine - 5 - 2 43

Die angesetzten Losungen mit folgenden Endkonzentrationen: 20 pM AP(1-42)-Peptid- und
200 uM Ligand, wurden fiinf Tage lang im Thermomixer bei 850 rpm und Raumtemperatur
inkubiert. AnschlieBend wurden alle Losungen 1:10 mit bidest. Wasser verdiinnt. 5 pLL der
jeweiligen verdiinnten Losung wurden auf die Objekttrigernetzchen aus Nickel aufgetragen,
wobei die verwendeten Netzchen zur Priparation auf Parafilm, als Unterlage positioniert
wurden. Die beschichteten Netzchen wurden 24 Stunden lang bei Raumtemperatur
getrocknet, dann in jeweils einem Tropfen (50 uL) Ammoniumacetat-Losung (100 mM),
Ammoniumacetat-Losung (10 mM) und Ammoniummolybdat-(VI)-Lésung (2 % in bidest.
Wasser w/v) gewaschen. Jeder Wasch- bzw. Kontrastierungsschritt betrug 90 Sekunden.
Besonders bei der Kontrastierung mit Ammoniummolybdat-(VI)-Losung musste die Zeit
genau eingehalten werden. AbschieBender Schritt der Préparation war eine erneute Trocknung
tiber Nacht bei Raumtemperatur. Die verwendeten Kontrastierungs- und Waschlosungen

wurden zuvor steril gefiltert.
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6.13 CD-Messungen

Generell wurden CD-Spektren von Losungen aufgenommen, die nur AP(1-42)-Peptid,
APB(1-42)-Peptid und Ligand oder nur Ligand enthalten, aufgenommen. Zum Ansetzen der
Losungen wurde AB(1-42)-Peptid, das vorher mit HFIP behandelt und lyophylisiert wurde,
verwendet. Eine 500 uM Af(1-42)-Losung in HFIP wurde unmittelbar vor den Messungen
hergestellt. Desweiteren wurden Kaliumphosphatpuffer (5 uM, pH 7.3) und Liganden-
Losungen in HFIP oder bidest. Wasser ebenfalls unmittelbar vor den Messungen angesetzt.
Somit wurden nur die Liganden vermessen, die in HFIP bzw. H,O bis zu einer Konzentration
von 500 uM Ioslich und danach in 5 pM Kaliumphosphatpuffer (KaPi), ohne
Prizipitatbildung, bis zu einer Konzentration von 10 uM verdiinnbar waren. Liganden-
Stammlosungen von Trimer-TEG-K-OMe 70, Trimer-TEG-KKKKKG-OH 72 und (Trimer-
K),TEGDA 84 wurden in bidest. Wasser angesetzt, wogegen Trimer-TEG-OH 41, Trimer-
TEG-DD 45 und Trimer-TEG-KLVFF-OH 77 nur in HFIP I6slich waren. Die genaue

Zusammensetzung der Losungen ist der nachfolgenden Tabelle zu entnehmen.

Tabelle 6.7: Zusammensetzung der CD-Losungen.

Probe KaPi5uM  AB(1-42)-Lsg  Ligand-Lsgin HFIP/H,O HFIP
[ML] 500 UM [uL] 500 UM [uL] [uL]
AB(1-42) alleine 980 20 _ }
AB(1-42) + Ligand 960 20 20 -
Ligand alleine 960 - 20 20

Die angesetzten CD-Losungen wurden 48 Stunden lang bei Raumtemperatur inkubiert und
anschlieend vermesen. In der Abbildung 6.4 sind die CD-Spektren der Liganden, ohne A-
Peptid dargestellt. Diese Ligandenspektren wurden von den jeweiligen Gesamtspektren

(Amyloid-B-Peptid in Anwesenheit von Ligand) substrahiert.
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Abbildung 6.4: CD-Spektren von 10 uM Liganden-Lésungen in 5 uM Kaliumphsphatpuffer (pH 7.3)

bei Raumtemperatur.

6.14 UV-Messungen

Die UV-Spektren wurden zundchst von den Ligandenlésungen mit 198 uM Konzentration in
1xPBS/DMSO (90:10) aufgenommen. AnschlieBend wurden diese Losungen aufgeteilt,
wobei ein Teil durch einen Spritzenfilter (Porenweite 200 nm) filtriert und der andere bei
12100 g 30 Minuten lang zentrifugiert wurden. Von den entsprechenden Filtraten und
Uberstinden wurden dann erneut UV-Spektren aufgenommen. In den Abbildungen 6.5 und
6.6 sind UV-Spektren von allen in diesem Experiment untersuchten Verbindungen dargestellt.
Jedes Diagramm enthélt einen direkten Vergleich der Gesamtabsorption der Lésung zum

Filtrat, Uberstand und zum reinen Puffer (PBS).
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Abbildung 6.5: UV-Spektren von Liganden 41, 45, 70, 72, 77 und 84 vor der Filtration/
Zentrifugation: Losung; nach der Filtration (0.2 pm Porenweite): Filtrat; nach der Zentrifugation (30
Minuten lang bei 12100 g): Uberstand. UV-Absorption von PBS ist in jedem Diagramm in schwarz
dargestellt.



224 Experimenteller Teil

6 6
: i -K- 100
Trimer-CHE 99 Trimer-K-CHE
51 5 |
—— PBS \ — PBS

s 41 —— Lésung 5 4 1 —— Lésung
= —— Uberstand B e U‘berstand
5 31 —— Filtrat s 31 —— Filtrat
w w
et a
< 2 4 < 2

1 1 4

0 . T T 0 T . T

200 250 300 350 400 200 250 300 350 400

7. [nm] 7. [nm]
6 6
Trim-LPFFD-OH 102 Trim-K-OMe 68
5 5
—— PBS — PBS

6 1 —— Losung o 41 —— Lésung
g —— Uberstand = —— Uberstand
5 31 5 31 —— Filtrat
@a @D
a el
2 < 5|

1 1 4

0 . T T 0 . . :

200 250 300 350 400 200 250 300 350 400

7 [nm] i [nm]

Abbildung 6.6: UV-Spektren von Liganden 68, 99, 100 und 102 vor der Filtration/Zentrifugation:
Losung; nach der Filtration (0.2 pum Porenweite): Filtrat; nach der Zentrifugation (30 Minuten lang bei
12100 g): Uberstand. UV-Absorption von PBS ist in jedem Diagramm in schwarz dargestellt.

6.15 DLS-Messungen

Fir die DLS-Messungen wurden 198 uM Ligandenlosungen in 1xPBS/DMSO (90:10)
angesetzt. Die Herstellung erfolgte durch Verdiinnen der 4.95 mM Liganden-Stammldsungen
in DMSO oder Wasser analog zum Ansetzen der Aggregationslosungen fiir ThT-
Fluoreszenztest. In diesem Fall wurden allerdings 2-3mL Losung von jeder zu
untersuchenden Verbindung angesetzt. Diese Losungen wurden durch zwei Spritzenfilter mit
Porenweite 650-750 nm und 200 nm filtriert. Beide Filtrate wurden mittels dynamischer

Lichtstreuung untersucht.
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6.16 Bestimmung der kritischen Mizellenkonzentration

Generell wurden folgende Stammldsungen fiir die Bestimmung frisch angesetzt.
¢ (Pyren) = 0.2 mM in Ethanol

¢ (Trim-TEG-K-OMe 70) = 5 mM in bidest. Wasser,

C (Trim-TEG-KKKKKG-OH 72) = 5 mM in bidest. Wasser

Zur Herstellung der Losungen mit verschiedenen Liganden-Endkonzentrationen wurde die
Pyrenlosung immer zuerst vorgelegt. Die Endkonzentration der Fluoreszenzsonde betrug in
allen Losungen 1 uM. Die frisch angesetzten Losungen wurden vorsichtig vermischt, fiir zwei
Stunden unter Lichtausschuss stehen lassen und anschlieBend vermessen. Die
Endkonzentrationen an Liganden in pM betrugen fiir Trim-TEG-K-OMe 70 0.01, 0.1, 1.0,
3.13, 6.25, 12.5, 25.0, 50.0, 100, 200, 500 und fiir Trim-TEG-KKKKKG-OH 72 0.1, 1.0,
6.25, 25.0, 100, 500. Pyren wurde bei 343 nm angeregt. Die Fluoreszenzspektren wurden fiir

einen Bereich von 360 bis 420 nm aufgenommen.**”!
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8 Anhang

NMR-Spektren von Verbindung 28

Abbildung 8.1: 'H-NMR-Spektrum von 28 (CDCl, 298 K, 500 MHz)
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Abbildung 8.2: *C-NMR-Spektrum von 28 (CDCls, 298 K, 125.7 MHz)
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NMR-Spektrum von Verbindung 40
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Abbildung 8.3: 1H-NMR-Spektrum von 40 (DMSO-dg, 298 K, 500 MHz)
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NMR-Spektren von Verbindung 41
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Abbildung 8.4: 'H-NMR-Spektrum von 41 (DMSO-ds, 298 K, 500 MHz)
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Abbildung 8.5: *C-NMR-Spektrum von 41 (DMSO-de, 298 K, 125.7 MHz)
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NMR-Spektren von Verbindung 45
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Abbildung 8.7: *C-NMR-Spektrum von 45 (DMSO-de, 298 K, 125.7 MHz)
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NMR-Spektren von Verbindung 48
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Abbildung 8.8: "H-NMR-Spektrum von 48 (DMSO-ds, 298 K, 500 MHz)
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Abbildung 8.9: *C-NMR-Spektrum von 48 (DMSO-de, 298 K, 125.7 MHz)
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Abbildung 8.11: *C-NMR-Spektrum von 50 (DMSO-dg, 298 K, 125.7 MHz)
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NMR-Spektrum von Trim-GABA-D1 51

w
v!cmm-—ouvnnwmwcaﬁa-—m—m mnw;n-——muvmgm—wmmw—uownvc—w—mu
e tNOUONN" OO~ DWNOMMN @ w0 =0 WWn T M NN ODNN= =~ OO0 TNNDD

—14.99
——14.08
— 13550

—13.20

_J“«MUU«JU\“J MM“\JL

T T T T T T T T T T
84 82 80 78 76 74 72 70 68 ppm

NR MM L.,JW Wi

T T
15 12 11 2

; (I‘.‘ 1 ppm
N
Abbildung 8.12: 'H-NMR-Spektrum von 51 (DMSO-de, 300 K, 500 MHz)
NMR-Spektrum von Trim-TEG-D1 52

—14.99
—14.08

-----------------------------------

u“L__JL
T T T
4.6 4.4 4. 0 ppm
J| ’kkjl | 350 2.5 2.0 1.5 1.0 ppm
S
T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 ppm

IO L MVJUVMMW” W*\J‘

T T T T T T T
15 14 13 1 8

W

Abbildung 8.13: 'H-NMR-Spektrum von 52 (DMSO-de, 300 K, 500 MHz)

—13.49
—13.21
4

0.63

o|-|o|m |- e

2.09

D 3.___,
69 ~—
35—
99N _

3.01%

1.0

SRS
3.96—
1




242 Anhang

NMR-Spektrum von Trim-TEG-TEG-D1 53
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Abbildung 8.14: 'H-NMR-Spektrum von 53 (DMSO-ds, 300 K, 500 MHz)

NMR-Spektrum von Trim-GABA-D3 54
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Abbildung 8.15: "H-NMR-Spektrum von 54 (H,O/D,0 (9:1), 363 K, 500 MHz)
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NMR-Spektrum von Trim-TEG-D3 55
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Abbildung 8.16: "H-NMR-Spektrum von 55 (H,O/D,0 (9:1), 363 K, 500 MHz)
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Abbildung 8.17: 'H-NMR-Spektrum von 56 (H,0/D,0 (9:1), 363 K, 500 MHz)
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NMR-Spektrum von Trim-D3 57
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Abbildung 8.18: "H-NMR-Spektrum von 57 (H,0/D,0 (9:1), 298 K, 500 MHz)
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NMR-Spektren von Verbindung 64
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Abbildung 8.19: "H-NMR-Spektrum von 64 (DMSO-de, 298 K, 500 MHz)
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Abbildung 8.20: *C-NMR-Spektrum von 64 (DMSO-dg, 298 K, 125.7 MHz)



246 Anhang

NMR-Spektren von Verbindung 66

I -.{ I\ \ :2 A M
— Ji___JVI _.fl.‘ WA SEANT AN \W__L_z Vo
-'QI,‘?! fG.Ii? _-.Iﬁ "-.Ii'.i <’.-.I'3 (t"." 5.5 5‘.'.' -413 -iii.'i 3.‘5 3.0 2.5 2.0 1.5 ppm
VIRV NS -
;- 0B
Abbildung 8.21: "H-NMR-Spektrum von 66 (H,0/D,0 90:10, 298 K, 500 MHz)
N S8g3 s3as S g5 I8%39 § 3 938
§ gg8k $393 385  Sbesss 8 a8 ses
| N/ N IV N\ Voo
O,N =] 3N:§D

T T T T T T T

T T T T T T T T T T 1
180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Abbildung 8.22: *C-NMR-Spektrum von 66 (H,0/D,0 90:10, 298 K, 125.7 MHz)
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NMR-Spektren von Verbindung 67
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Abbildung 8.23: 'H-NMR-Spektrum von 67 (CDCls, 298 K, 500 MHz)
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Abbildung 8.24: *C-NMR-Spektrum von 67 (CDCls, 298 K, 125.7 MHz)
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Abbildung 8.25: 'H-NMR-Spektrum von 69 CDCls, 298 K, 500 MHz)
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Abbildung 8.26: "H-NMR-Spektrum von 70 (DMSO-de, 298 K, 500 MHz)
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Abbildung 8.27: *C-NMR-Spektrum von 70 (DMSO-dg, 298 K, 125.7 MHz)
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Abbildung 8.28: 'H-NMR-Spektrum von 72 (DMSO-dg, 298 K, 500 MHz)
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Abbildung 8.29: *C-NMR-Spektrum von 72 (DMSO-dg, 298 K, 125.7 MHz)
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NMR-Spektrum von Trim-TEG-RRRRR-OH 74
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Abbildung 8.30: "H-NMR-Spektrum von Trimer-TEG-Pentalysin 74 in DCI/H20 (3:1).
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Abbildung 8.32: '*C-NMR-Spektrum von H,N-KLVFF-OH (DMSO-dg, 298 K, 125.7 MHz)
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NMR-Spektren von Trim-TEG-KLVFF-OH 77
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Abbildung 8.34: *C-NMR-Spektrum von 77 (DMSO-ds, 298 K, 125.7 MHz)



254 Anhang
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Abbildung 8.35: 'H-NMR-Spektrum von 79 (DMSO-de, 298 K, 500 MHz)
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Abbildung 8.36: 'H-NMR-Spektrum von 81 (DMSO-de, 298 K, 500 MHz)
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Abbildung 8.37: *C-NMR-Spektrum von 81 (DMSO-ds, 298 K, 125.7 MHz)
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Abbildung 8.38: "H-NMR-Spektrum von 84 (DMSO-ds, 403 K, 500 MHz)
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Abbildung 8.39: *C-NMR-Spektrum von 84 (DMSO-ds, 403 K, 125.7 MHz)
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NMR-Spektren von Verbindung 90
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Abbildung 8.40: "H-NMR-Spektrum von 90 (CDCls, 298 K, 500 MHz)
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Abbildung 8.41: *C-NMR-Spektrum von 90 (CDCls, 298 K, 125.7 MHz)
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