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,Siehst du, Momo*“, sagte er dann zum Beispiel, ,es ist so: Manchmal hat man eine sehr
lange Strafie vor sich. Man denkt, die ist so schrecklich lang; das kann man niemals schaffen,
denkt man.”[...] ,Man darf nie an die ganze StrafSe auf einmal denken, verstehst du? Man
muss nur an den néichsten Schritt denken, an den ndchsten Atemzug, an den ndchsten
Besenstrich. Und immer wieder nur an den ndchsten.” Wieder hielt er inne und (iberlegte, ehe
er hinzufiigte: ,Dann macht es Freude; das ist wichtig, dann macht man seine Sache gut. Und

so soll es sein.”

M. Ende, Momo, Thienemann, Stuttgart, 15. Auflage 2016.
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| Einleitung

Das Uberleben in den Tiefen des offenen Ozeans stellt groBe Herausforderungen an die dort
lebenden Spezies, ist es doch eine Umgebung ohne Verstecke oder Sonnenlicht.!” Im Laufe
der Evolution entwickelten daher viele der dort lebenden Organismen eine Strategie, die
ihnen das Uberleben sicherte: Biolumineszenz — Licht, das durch eine chemische Reaktion
erzeugt wird, und in den Tiefen des Ozeans bei der Erfiillung grundlegender Bedirfnisse
hilft.”” In allen Ozeanen der Erde finden sich biolumineszente Lebewesen; Garnelen,
Kalmare, Quallen, Krebstiere und besonders Fische setzen Biolumineszenz ein.B®!
Biolumineszenz hilft bei der Nahrungssuche oder der Suche nach einem geeigneten Partner,
am haufigsten dient sie jedoch der Verteidigung gegeniber Fressfeinden.’™ Wihrend einige
Lebewesen Licht-emittierende Chemikalien ausstoen, um ihre Feinde zu blenden oder zu
verwirren, markieren andere ihre Feinde mit einem lumineszenten Schleim, sodass sie zur
leichten Beute fiir Raubtiere werden.!”! So wie die Natur Biolumineszenz zur Eroberung der
Tiefsee einsetzt, so machen sich auch Wissenschaftler Fluoreszenz zunutze, um einen immer
tieferen Einblick in biologische Systeme zu erhalten. Fluorophore — Molekiile, deren
Anregung durch Bestrahlung zur spontanen Emission von Licht fihrt — spielen eine
fundamentale Rolle in der modernen Wissenschaft und ermoglichen die genaue
Beobachtung biologischer Prozesse.** So dient die Markierung eines Biomolekiils mit einem
Fluorophor der Strukturaufklarung, der Aufklarung von Enzymmechanismen und
Wechselwirkungen zwischen Molekilen und erlaubt die Verfolgung eines Biomolekiils in
Echtzeit.® Die Entdeckung des griin fluoreszierenden Proteins (GFP) revolutionierte die
Fluoreszenz-Markierung von Biomolekilen und fiihrte zur Entwicklung einer Reihe neuer
Techniken, die die Fluoreszenz von GFP ausnutzen und oft zum ersten Mal die Beobachtung
von Biomolekdlen in vivo erméglichten.”_g] GFP und seine Weiterentwicklungen wurden zu
einem unverzichtbaren Werkzeug in der Biochemie und Medizin, wo sie zur Erforschung
unterschiedlichster Krankheiten wie Herz-Kreislauf-Erkrankungen, Malaria, Krebs oder Aids
eingesetzt wurden.™ Die Markierung durch GFP ist jedoch nur bei Biomolekiilen moglich,
die genetisch modifiziert werden kdnnen, Lipide oder Polysaccharide konnen mithilfe von
GFP nicht markiert werden.™ Die Entwicklung von Methoden zur selektiven
Funktionalisierung dieser Molekiile mit Fluorophoren ist daher von grofRer Bedeutung, um
ein vollstandiges Verstandnis von komplexen biologischen Systemen zu erhalten. Im Labor

ist es durch die prazise Kontrolle der Reaktionsbedingungen moglich, organische Molekile
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Einleitung

selektiv zu synthetisieren, in Zellen oder anderen biologischen Systemen sind jedoch
unzahlige Molekile vorhanden, deren funktionelle Gruppen mit einem Fluorophor reagieren
kénnen.'>*? Besondere Aufmerksamkeit kommt hier den Peptiden und Proteinen zu, die in
allen lebendigen Organismen fundamentale Aufgaben lGbernehmen: als Antikérper sind sie
Teil des Immunsystems, als Enzyme katalysieren sie wichtige Stoffwechselfunktionen, und

als Rezeptoren dienen sie der Signaltransduktion.[13’14]

Die Aufklarung der diversen
Proteinfunktionen macht die selektive Markierung des Proteins mit einem Fluorophor
notwendig. Proteine kdonnen zwar mithilfe gentechnischer Verfahren mit GFP markiert
werden, diese Funktionalisierung ermoglicht jedoch nicht die Aufklarung der post-
translationalen Modifikationen, die der Schlissel ihrer Funktion sind.""*! Dies macht die
Entwicklung neuer Methoden zur Synthese und selektiven Funktionalisierung von Peptiden
und Proteinen notwendig. Im ersten Teil dieser Arbeit soll daher ein im Arbeitskreis
DIEDERICHSEN entwickeltes Auxiliar zur Synthese und Funktionalisierung von Peptiden

eingesetzt werden, wahrend im zweiten Teil die Fluoreszenz-Markierung von Peptiden

mithilfe bioorthogonaler Reaktionen durchgefiihrt werden soll.
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Il Auxiliar-vermittelte Native Chemische Ligation

1. Synthese von Peptiden und Proteinen

Die Funktionen von Peptiden in Organismen lassen sich auf vergleichsweise wenige Bereiche
reduzieren, Proteine dagegen besitzen auRerordentlich vielfaltige Funktionen und bilden
einen elementaren Bestandteil des Lebens auf unserem Planeten. Im Organismus
ibernehmen Proteine Struktur- und Geristfunktionen, dienen der Infektionsabwehr und
SignallUbertragung, und katalysieren als Enzyme nicht zuletzt unterschiedlichste
Stoffwechselreaktionen.* Die biologische Funktion der Proteine wird durch ihre Struktur
und Aminosauresequenz bestimmt.*® Studien zeigten, dass eine einzelne Zelle mehr als
20 000 Genbereiche enthilt, die die Aminosauresequenz eines Proteins codieren, und bis zu
100 000 verschiedene Proteine exprimieren kann." Um die mannigfaltigen Funktionen, die
Peptide und Proteine in der belebten Natur Glbernehmen, zu verstehen, haben Generationen
von Wissenschaftlern an der Strukturaufklarung eben jener Proteine gearbeitet. Die
Strukturaufklarung eines Biomolekils erfordert zuallererst seine Isolierung oder Synthese,
eine Aufgabe, die angesichts der GroRe von Proteinen eine besondere Herausforderung
darstellt: Einige in der Natur vorkommende Proteine bestehen aus Polypeptidketten mit bis

zu 300 Aminosiuren.!*®!

In den vergangenen Jahrzehnten wurden unterschiedlichste Methoden zur chemischen
Synthese von Peptiden und Proteinen entwickelt. Den Grundstein der chemischen

(17181 ynd FiscHer™, die in ihren Arbeiten die ersten Dipeptide

Peptidsynthese legten CuRTIUS
synthetisierten.[zol Die Pionierarbeiten von FiscHER und anderen gipfelten in der Synthese des
Hormons Oxytocin durch VIGNEAUD et al., fur die er 1955 den Nobelpreis flir Chemie
erhielt.[?*?? Oxytocin besteht jedoch aus nur neun Aminosauren, und so wurden in den
folgenden Jahren die Methoden zur organischen Synthese von Peptiden und Proteinen
weiter verfeinert, sodass auch die Synthese menschlichen Insulins (51 Aminosduren) und des
Enzyms Ribonuclease A (124 Aminosiuren) erreicht werden konnte.!**?*! Die Synthese von
Peptiden und Proteinen mithilfe klassischer organischer Chemie ist jedoch beschrankt.
Wahrend der Aktivierung der a-Carbonsaure kann es zur Racemisierung der C-terminalen

Aminosaure kommen, viele vollstandig geschitzte Peptide sind schlecht I16slich und ihre

Reinigung und Charakterisierung sind schwierig.“sl Ein weiterer Meilenstein war daher die
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Auxiliar-vermittelte Native Chemische Ligation

Entwicklung der Festphasenpeptidsynthese (solid phase peptide synthesis, SPPS) durch
MERRIFIELD, eine Methode, die die Synthese von Peptiden mithilfe eines standardisierten
Verfahrens erlaubt.”” Gleichwohl die Entwicklung der SPPS die Synthese von Peptiden
erleichterte, war es auch weiterhin schwierig, Peptide, deren Sequenz mehr als 50
Aminosauren enthdlt, zu synthetisieren.[ls'zol Die Verwendung gentechnischer Methoden
kann zur Synthese grofRerer Peptide verwendet werden, allerdings ist diese Technik auf
Proteine beschrankt, deren Sequenz aus den zwanzig natiirlich vorkommenden Aminosduren
besteht, und post-translationale Modifikationen kdonnen nur mit grofem Aufwand
eingeflihrt werden.!***®! Die chemische Synthese groRerer Peptide bzw. Proteine kann auf
zwei Wegen erreicht werden: Kupplung und nachfolgende Entschiitzung zweier geschitzter
Peptidfragmente sowie die chemoselektive Ligation zweier nicht-geschitzter

Pe ptidfragmente.[zsl

1.1. Ligationsmethoden

Die chemoselektive Ligation zweier Peptidfragmente kann mithilfe unterschiedlicher
Methoden erfolgen. Eine der bekanntesten ist die Native Chemische Ligation (NCL), die auf
Experimente von WIELAND et al. zurlickgeht und 1994 von KENT et al. zum ersten Mal fir die
chemoselektive Ligation zweier nicht-geschitzter Peptidfragmente eingesetzt wurde. 2?7
Bei der Nativen Chemischen Ligation reagieren ein elektrophiler Thioester am C-Terminus
eines N-terminalen Peptides und die nucleophile Thiol-Gruppe eines N-terminalen Cysteins
miteinander unter Bildung einer nativen Peptidbindung (Schema II.1). Zunachst erfolgt der
capture-Schritt, der reversible Thiol-Thioester-Austausch, gefolgt von einer schnellen
intramolekularen Umlagerung, dem S—>N-shift des Cystein-Thioesters, der Uiber einen

[16,25

begiinstigten fiinfgliedrigen Ubergangszustand verlauft. ] Cysteine, die nicht am Ende,

sondern inmitten der Peptidsequenz lokalisiert sind, konnen zwar einen Thiol-Thioester-

Austausch eingehen, bilden sich jedoch schnell zuriick, da die irreversible Umlagerung nur an

N-terminalen Cysteinen erfolgen kann.?!

4
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Synthese von Peptiden und Proteinen

(0]

H -RSH u
HZN SR + N— Peptid 1—OH N— Peptid 1 —OH
H,N H,N
(o]

+ RSH
(0]

HS
0]
S—>N-shift H
— N—{Peptid 1 —OH
H,N N
H
(0]

Schema Il.1. Mechanismus der Nativen Chemischen Ligation.[zsl

Die Synthese von grolRen Proteinen, die nicht mithilfe von SPPS und NCL hergestellt werden
konnen, kann durch Protein-Semisynthese erfolgen.[zs] Die Protein-Semisynthese vereint die
Vorteile biochemischer und organischer Synthese und ermdglicht die Ligation chemisch
hergestellter Peptid-Thioester mit rekombinanten Proteinen. Dies erlaubt die Einfihrung
unnatirlicher Aminosduren oder die Fluoreszenz-Markierung des rekombinanten Peptides
durch die Ligation mit einem entsprechend funktionalisierten Thioester.”®*!  Die
Weiterentwicklung der Protein-Semisynthese ist die expressed protein ligation (EPL).% EPL
macht sich den Prozess des Proteinspleillens, bei dem ein Intein genanntes Proteinfragment
aus dem Protein herausgeschnitten wird, fiir die Semisynthese eines Thioesters zunutze.®
Im ersten Schritt wird mithilfe gentechnischer Methoden ein protein of interest (POI) mit
einem Intein verbunden, das zur leichteren Reinigung mit einem Affinitdts-Tag wie einer
Chitinbindungsdomane (CBD) verknlpft ist (Schema II.2).[25] Das Intein katalysiert den
reversiblen N—S-shift. Nachfolgend kann der gewlinschte Protein-Thioester durch Zugabe
eines Thiols erzeugt werden. Hierflir wird u.a. Natrium-2-sulfanylethansulfonat (MESNA)

verwendet. Der Thioester kann leicht durch Waschen vom Intein abgetrennt werden und

nachfolgend in einer NCL eingesetzt werden (Schema I1.2).
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Auxiliar-vermittelte Native Chemische Ligation

(0] (0]
H 5
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Q

O\S/’O HZN\)J\N Peptid 1 —OH

Y ~ e 7 N o

-
MESNA HS H
- o N
o D 52 v O g on
5 o” © S N-shift o ;

HS

Schema I11.2. Konzept der expressed protein ligation.[zsl

Die Native Chemische Ligation und ihre Weiterentwicklungen wie die EPL oder das trans-

[31,32] ermoglichten die Synthese von unterschiedlichsten Proteinen. So

ProteinspleiRen
konnte das menschliche Enzym Lysozym mithilfe einer Nativen Chemischen Ligation
synthetisiert werden. Seine Polypeptidkette besteht aus 130 Aminosauren, darunter acht
Cysteine, was die Synthese des Enzyms aus vier Peptidsegmenten ermc‘iglichte.m] KENT et al.
synthetisierten eine Dimer-Form der HIV-1 Protease, ein Protein, das 203 Aminosduren
enthalt, und zeigten, dass auch das synthetisch hergestellte Protein enzymatisch aktiv
war.®¥ Der gréRte Nachteil der Nativen Chemischen Ligation ist jedoch die Notwendigkeit
des Vorhandenseins eines Cysteins im Peptid, natiirlich vorkommende Peptide oder Proteine
enthalten in ihrer Aminosauresequenz jedoch nur 1.7 % Cystein.BS] Aus diesem Grund
wurden unterschiedliche Methoden entwickelt, um Ligationen ohne Cystein duchzufiihren.
Eine Moglichkeit ist die Ligation mithilfe weiterer Aminosduren, so wurden sowohl Histidin
als auch die seltene Aminosaure Selenocystein in Nativen Chemischen Ligationen
eingesetzt.[zs] Weiterhin ist es moglich, das Produkt einer Nativen Chemischen Ligation zu
modifizieren oder unter Einsatz von Raney-Nickel oder Tris(2-carboxyethyl)phosphin (TCEP)

zu desulfurisieren, was die Generierung von Alanin an der Ligationsstelle erlaubt.?>3¢]
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Synthese von Peptiden und Proteinen

1.2. Auxiliare fir die Native Chemische Ligation

Herkémmliche Methoden zur Nativen Chemischen Ligation benotigen ein Cystein an der
Ligationsstelle. Zur Ligation Cystein-freier Peptide wurden Thiol-haltige Auxiliare entwickelt,
die am N-Terminus eines C-terminalen Peptides angebracht werden und die Rolle des

Cysteins Gibernehmen (Schema 11.3).2>%"]

R! RL

H . o) H :
)ﬁfN— Peptid 1 —OH HN)ﬁ( N— Peptid 1 —OH

o R!

S—>N-shift H Auxiliar- Abspaltung
_— N—/Peptid 1 —OH N— Peptid 1 —OH
H,N N
o

Schema I1.3. Mechanismus der Auxiliar-vermittelten Nativen Chemischen Ligation. R'= Seitenkette der

Aminosaure; R = Alkyl-, Aryl-Rest; Aux = Auxiliar.?!

Eines der ersten Auxiliare, das in einer Nativen Chemischen Ligation eingesetzt wurde, war
Ethanthiol-Auxiliar 1a bzw. Oxyethanthiol-Auxiliar 1b (Abbildung 11.1), wobei letzteres jedoch
geringere Ausbeuten lieferte.®® Dawson et al. synthetisierten Auxiliar 2 (Abbildung 11.1), das
eine Aryl-Gruppe an der 1-Position besitzt und Ligationen mit den sterisch wenig
anspruchsvollen Aminosduren Glycin und Alanin erlaubt, jedoch nur unter stark sauern
Bedingungen mithilfe von HF oder Trifluoressigsaure (trifluoroacetic acid, TFA) vom Peptid
abgespalten werden kann.®? Auxiliar 3a besitzt ein 2-Mercaptobenzyl-Grundgerist und
wurde 2000 von DAwsoN und OFffFerR entwickelt (Abbildung II.1).[4°] Das elektronenreiche
Arylthiol kann einen Thioester-Austausch mit einem C-terminalen Peptid-Thioester eingehen
und nach der Ligation durch TFA abgespalten werden. Weitere Studien zeigten, dass Auxiliar
3a durch die Einflihrung zuséatzlicher Methoxy-Gruppen eine erhéhte Nucleophilie aufwies

[41]

und das tertiare Amin nach der Ligation starker saurelabil war,"~ sodass Auxiliar 3b u.a. zur

Synthese von Cytochrom b562, einem Peptid mit 106 Aminosauren, eingesetzt werden

konnte.[*
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Auxiliar-vermittelte Native Chemische Ligation

Abspaltung Ligationen
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Abbildung II.1. Auxiliare fir die Native Chemische Ligation. R' = Seitenkette der Aminosiure.”>*!

Alle diese Auxiliare werden unter relativ harten Bedingungen vom Peptid abgespalten oder
konnen, wie im Falle des Ethanthiol-Auxiliars 1a, nicht abgespalten werden. Die Abspaltung

eines Auxiliars sollte jedoch unter moglichst milden Bedingungen erfolgen, um die
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Zersetzung des Peptides zu vermeiden. AIMOTO"™ und MARINZI >l entwickelten daher Auxiliar
4, dessen ortho-Nitrobenzol-Gruppe die Photoabspaltung des Auxiliars ermoglicht
(Abbildung 11.1). BECKER et al. synthetisierten 2015 eine modifizierte Version des
photoabspaltbaren Auxiliars, bei der eine Methoxy-Gruppe durch eine Polyethylenglycol-
Kette (PEG) ausgetauscht wurde, und verwendeten dies zur Synthese glycosylierter

Peptide.[*®!
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